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OZET

Doktora Tezi

LACTOCOCCUS GARVIEAE nin FARKLI BALIK TURLERINDE _
PATOJENITESININ BELIRLENMESI VE ANTIBIiYOTIK DIRENCLILiGININ
ARASTIRILMASI

Mustafa TURE

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dal1
Su Uriinleri Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Halil ibrahim HALILOGLU

Bu tez calismasinda ekonomik 6neme sahip balik tiirlerinin, 6nemli balik patojeni olan
Lactococcus garvieae’ye karst duyarliliklari, bakteri suslarinin antibiyotik direnci,
direng genleri ve plazmit profilleri aragtirtlmistir. Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss), Karadeniz alabaligi (Salmo trutta labrax), kalkan baligi (Psetta maxima) ve
deniz levregi (Dicentrarchus labrax) 30 giin boyunca farkli sicaklik araliginda (12-
23°C) tutularak, alabaliklardan izole edilmis L. garvieae (Lgper) ve ATCC 49156
suslar1 ile periton i¢i (i.p.) ve daldirma (imm.) metotlar ile deneysel enfeksiyona tabi
tutulmustur. Deneylerin sonucunda, Lgper susunun Gokkusagi alabaliklarinda %98
6liim orani ile en yiiksek virtilansa sahip oldugu goriilmiistiir. Karadeniz alabaliginin bu
etkene karsi en az Gokkusagi alabaligi kadar duyarlt oldugu tespit edilmistir (p>0,01).
Kalkan ve deniz levregi L. garvieae’ye karsi direngli bulunmusgsada bu tiirlerin klinik
belirti gostermeksizin etkeni tasiyabildikleri tespit edilmistir. Antibiyogram test
sonuglarina gore, c¢aligmada kullanilan Lactococcus suslarinin penisilin, ampisilin,
florfenikol,  amoksisilin  ve  tetrasikline  karsti  duyarli, gentamisin  ve
trimethoprim+sulfonamid antibiyotiklerine kars1 ise direngli oldugu tespit edilmistir.
Tedavide ozellikle florfenikol ve B- laktam grubu antibiyotiklerden yararlanilabilir.
Tiim bakteri suslarinin iki ya da daha fazla antibiyotik diren¢ genine (ADG) sahip
olduklar1 PZR ile belirlenmistir. Lactococcus suslarinda kloramfenikol, tetrasiklin ve
eritromosin antibiyotiklerini kodlayan cmlA, tetB ve ereB direng genleri yaygin olarak
tespit edilmistir. Ayrica tiim Lactococcus suslarinda plazmit varligr arastirilmis ancak 2
sustan izole edilebilmistir.

2015, 94 sayfa
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ABSTRACT

Ph. D. Thesis

DETERMINATION OF PATHOGENICITY OF LACTOCOCCUS
GARVIEAE ON DIFFERENT FISH SPECIES AND THEIR ANTIBIOTIC
RESISTANCE

Mustafa TURE

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Fishery Sciences
Fisheries Department

Supervisor: Prof. Dr. Halil ibrahim HALILOGLU

Present study was designed to determine in susceptibilities of some important fish
species to L. garvieae. Also, a current profiles of antimicrobial resistance and plasmid
of bacterial strain were investigated. Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), Black Sea
trout (Salmo trutta labrax), turbot (Psetta maxima), and sea bass (Dicentrarchus labrax)
were kept at different temperature ranges (12-23°C) for 30 days and challenged by
intraperitoneal (i.p.) injection and immersion (imm.) with L. garvieae (Lgper), isolated
from rainbow trout and ATCC49156 strain. As a result of the experiments, Lgper strain
had high virulence for rainbow trout, with 98%. Rainbow trout and Black Sea trout had
similar susceptibilities to L. garvieae (P>0,01). There was no mortality or any clinical
signs when turbot and sea bass were challenged with L. garvieae. Viable L. garvieae
cells were also recovered from surviving turbot and sea bass. All isolates were sensitive
to penicillin G, ampicillin, florfenicol, amoxicillin, and tetracycline, and resistant to
trimethoprim+sulfamethoxazole and gentamycin by disc diffusion method. It seems that
florfenicol and B-lactam antibiotics are preferred in the treatment of Lactococcosis. All
bacterial isolates had two or more resistance genes (RGs) determined by PCR. The most
prevalent RGs were chloramphenicol (cmlA), tetracycline (tetB) and erythromycin
(ereB). Bacterial strains were also screened for plasmid DNA by agarose gel
electrophoresis and two strains harboured plasmids.
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1. GIRIS

Lactococcus garvieae, diinyada ilk defa bir balik patojeni olarak sarikuyruk (Seriola
quingueradiata) baligindan izole edilmis (Ksuda et al. 1991) ve neden oldugu hastalik
Lactococcosis veya Streptococcosis olarak adlandirilmistir (Austin and Austin 1999).

Onceleri laktik-Streptococcus olarak bilinen etken laktik asit bakterileri grubundadir.

Etken Tiirkiye’de ilk defa 2001 yilinda Ege Bolgesi’ndeki bir Gokkusagi alabalig
(Onchorhyncus mykiss) isletmesinde yiiksek mortalite (%80) ile izole edilmistir (Diler
et al. 2002). Sonralar1 birgok bolgeye hizla yayilarak tatli su ve deniz tiirlerinden izole
edilmistir (Cagirgan 2004; Altun et al. 2004; Kav and Erganis 2007; Tanrikul and
Gltepe 2011; Tiire vd 2012).

1.1. Etken

Lactococcosise sebep olan etken ilk olarak Japonya’da yiiksek mortalite ile seyreden
salginlar olusturarak izole edilmistir (Ksuda et al. 1991). Avrupa’da balik patojeni
olarak ilk defa 1988’de Ispanya’da Gokkusag: alabalig: ¢iftliklerinde rastlanan bakteri
(Palacios et al. 1993) sonraki zamanlarda bir¢ok iilkede yayginlasmis ve sucul
organizmalarda 6nemli ekonomik kayiplara yol agnmustir. Sonralari sirasiyla Italya’da,
Giliney Afrika’da ve Avustralya’da Gokkusagi alabaliklarindaki yiliksek mortalitenin
temel etkeni olarak tespit edilmistir (Carson et al. 1993). Lactococcus garvieae daha
sonralart Tayvan’daki dev tath su karidesleri (Macrobrachium rosenbergii), tekir balig:
(Mullus murmuletus) ve Gokkusagi alabaliklarinda kayiplara neden olmustur (Chen et
al. 2001; Chen et al. 2002; Chang et al. 2002). Etken Tiirkiye’de ilk kez 2001°de bir
Gokkusag1 alabalig1 isletmesinde yiiksek mortalitenin sebebi olarak izole edilmistir
(Diler et al. 2002). Son 15 yilda L. garvieae Gokkusag: alabalig ciftliklerinde salginlar
seklinde Ingiltere’de (Bark and Mc Gregor 2001), Portekiz’de (Pereira et al. 2004),
Fransa’da, Balkanlar’da ve Israil’de (Eyngor et al. 2004), Kore’de (Baeck et al. 2006)

ve Tiirkiye’de (Tiire vd 2012) tath su ve deniz tiirlerinde izole edilmistir.



Lactococcus genusuna ait 7 farkli tiir olsa da L. lactis ve L. garvieae insan ve
hayvanlarda klinik 6neme sahip 6nemli tiirlerdir. Bunlardan yalnizca L. garvieae
baliklarda hemorrajik septisemiye neden oldugu bildirilmistir (Aguirre and Collins
1993). Lactococcus cinsi Streptococcecea familyasi igerisindedir. Etken 1985’ten sonra
sigir  silitiinden ve slit driinlerinden izole edilen laktik-Streptekok olarak
isimlendirilmistir (Schleifer et al. 1985). 1991°de, Japonya’daki sarikuyruk baliklarinda
goriilen streptokok salginlarindan izole edilen yeni bir tiir (Enterococcus seriolicida)
olarak adlandirlmistir (Ksuda et al. 1991). Ilerleyen yillarda birka¢ vakada daha hasta
baliklardan izole edilen etken ile yapilan fenotipik ve molekiiler ¢caligmalar sonucunda,
etkenin E. seriolicida ile ayni oldugu dogrulanmis ve etken L. garvieae nin sinonimi

olarak isimlendirilmistir (Domenec et al. 1993; Teixeria et al. 1996).

L. garvieae nin sucul tiirler bakimindan konakgi araligi genistir. Gerek deniz gerekse
tatli sularda yasayan bir¢ok balik tiirtinde bildirilmistir (Vendrell et al. 2006). Bu etken
ayni zamanda mastitis (memeli hayvanlarda goriilen meme dokusu iltihabi) enfeksiyonu
geciren sigir ve su buffalolarindan (Aguirre and Collins 1993; Carvalho et al. 1997),
kiimes hayvanlarinin etlerinden (Barakat et al. 2000), ¢ig inek siitiinden (Villani et al.

2001) ve kedi ve kopek tonsillerinden (Pot et al. 1996) de izole edilmistir.

Bunlara ilaveten etkenin birka¢ vakada insandan da izole edilmesi potansiyel zoonoz
(hayvanlardan insanlara  bulasabilen hastaliklar) olabilecegi gorlslni
giiclendirmektedir. Bakteri insanlarda degisik vakalarda kan, deri ve {iriner sistemden
izole edilmistir. Ayrica sindirim sistemi problemi yasayan bazi hastalardan etken izole
edilmis ve muhtemel sucul ortamlardaki salginlar ile iligskilendirilmistir (Wang et al.

2007).

Farkli cografik alanlardan ve hayvan kaynaklarindan izole edilen L. garvieae suslari
arasinda bazi karbonhidratlarin asidifikasyonu temelinde baz1 biyokimyasal farkliliklar
olsa da etken; gram pozitif, fakiiltatif anaerobik, hareketsiz, sporsuz, oksidaz ve katalaz
negatif, oval kok, ¢ift ya da kisa zincirler olusturabilen kanl agarda a-hemolitik, uygun
besi ortaminda 4-45°C arasinda ve %6,5 NaCI’de iireyebilen bir bakteri olarak bilinir



(Ksuda et al. 1991; Eldar et al. 1996). L. garvieae 'nin tiir i¢i siniflandirilmasi amaciyla
bazi karbonhidratlar ve enzimlerin kullanimi temelinde yapilan fenotipik denemelerde
13 biyotipinden s6z edilmis ve bunlarin 6’s1 baliklardan izole edilmistir (Vela et al.
2000). Ayrica farkli cografik alanlardan ve kaynaklardan izole edilen L. garvieae suslari
ile PZR temelinde epidemiyolojik amagl galigsmalar gergeklestirilmis ve suslarin genel
olarak cografik orijin ve konakgi tipine bagl olarak fenotipik ve genetik olarak
farklilastigi goriilmiistiir (Vela et al. 2000; Ravelo et al. 2001; Tire et al. 2015).
Geleneksel biyokimyasal test sonuglarina gore L. garvieae nin temel 6zellikleri Cizelge

1.1°de ki gibidir (Vendrell et al. 2006).

1.2. Morfoloji ve Kiiltiir

Bakteri, zor sartlar altinda iireyebilsede, kanli agar ilaveli genel besi yerleri, brain heart
inflizyon agar ve brot (BHIA, BHIB), triptik soy agar ve brot (TSA, TSB), nutrient agar
ve brot (NA, NB) ve bile eskulin agar (BEA) gibi zenginlestirilmis besi yerlerinde hizli
bir sekilde iireyebilir (Cheng and Chen 1998). L. garvieae’nin optimum geligsmesi
BHIB’da pH 7-8 ve 25-30°C de gergeklesmektedir (Vendrell et al. 2006).



Cizelge 1.1. L. garvieae’nin kiiltiirel, biyokimyasal ve fizyolojik karakteri

Karakter Reaksiyon Karakter Reaksiyon
Hiicre morfolojisi Oval kok

Gram + Arjinin +
Motilite - Ornitin -
Ureme: Lizin i
4°C + Asit Uretimi;

45°C + Arabinoz -

pH 9.6 + Sorbitol +
%6.5NaCl + Mannitol +
Hemoliz o Sellobioz +
Katalaz - Galaktoz +
Oksidaz D-glukoz +
Oksidativ/fermentativ Fermentatif Trehaloz +
Nitrat Indirgenmesi - D-mannoz +
Sitrat - Inositol -
Ure - Lactoz +
Indol Uretimi - Riboz degisken
Eskulin + Sukroz degisken
VP (Voges Proskar) + Adonitol -
H,S tiretimi - Glikojen -
Arjinin dihidrolizi + Melibiyoz -
PYR (Pirolidonil arilamidaz) + Melezitoz -
Alkalin posfataz - Starch -

3 —Glukuronidaz degisken Tagatoz degisken
Loysin arilamidaz + L-ramnoz -
Sodyum hippurat hidroliz - D-ksiloz -
Maltoz + Salisin +

1.3. Antijenik Karakter

L. garvieae suslarinin patojenitesi onlarin agliitinasyon (antikor ile antijenin
baglandiktan sonra kompleksler olusturarak kiimelenmesi) yetenegi ile alakalidir. Lam
agliitinasyon teknigi ile yapilan L. garvieae 'nin serolojik karakterizasyon calismalarinda
etkenin hiicre duvar1 kaynakl kapsiillii (KG™) ve kapsiilsiiz (KG") seklinde iki antijenik
tipi oldugu bildirilmistir (Yoshida et al. 1997). Bakterinin kapsiillii ve kapsiilsiiz suslari

arasinda hiicre ylizeyinde bulunan karbonhidrat yapilar1 arasinda farkliliklar



bulunmustur (Barnes et al. 2002). Kapsiillii tip susu zarf benzeri bir substrata sahiptir.
Bakterinin patojenitesini belirlemeye yonelik Gokkusag1 alabaliklarinda yapilan birkag
calismada kapstllii suslarin kapsiilsiiz suslara oranla hidrofilik oldugu ve fagositik
direnglerinin daha yiliksek oldugu dolayisiyla daha patojen olduklar1 belirlenmistir
(Kawanishi et al. 2007; Miyauchi et al. 2012). Ayrica hastaligin mortalitesi ve klinik
bulgularin siddeti, bakterinin ekstra ve intrasellular toksinleri ile iligkili bulunmustur

(Ksuda and Hamaguchi 1989).

1.4. Patojenite ve Hastahi@in Klinik Semptomlar:

Hastaligin gelisimi her ne kadar su sicakligi, Suyun mikrobiyal yiikii ve baliklarin bakim
sartlar1 gibi cevresel faktorlere bagli olsa da Lactococcosis hiperakut ve hemorrajik
septisemi olarak belirtilmistir (Bercovier et al. 1997). Mortalitenin %50’nin {izerine
cikmasi, biiylime oraninin azalmasi ve hasta gorlinlimlii baliklarin  pazarlama
sikintilarindan dolayr hastalikta ekonomik boyut onemlidir (Vendrell et al. 2006)
Etkenin inkubasyon periyodu ¢ok kisa ve virulansi cok yiiksektir. Deneysel
enfeksiyonlarda klinik belirtiler iki giin i¢cinde kendini gdsterip, mortalite oran1 %100’e

kadar ¢ikabilmektedir (Itami et al. 1996).

Hasta baliklarda, istahsizlik, uyusukluk, deride kararma ve diizensiz yiizme gibi genel
hastalik bulgular1 hizlica ortaya ¢ikar. Tipik dis bulgu ¢ift ya da tek tarafli ekzoftalmus
(gbz firlamasi1)’dur. A8z ve goz gevresinde, yiizge¢ kaidelerinde ve anal bdlgede
kanamalar goriiliir. Ayrica karin bolgesinde sislik ve aniiste prolapsus siklikla gozlenir
(Eldar and Ghittino 1999; Muzquiz et al. 1999; Diler et al. 2002). Etken damar
endotelinde lezyonlar olusturur ve sonucunda i¢ organlarin yiizeyinde nokta ve yaygin
tarzda kanamalara sebep olur. Agiz ve aniis ¢evresi doku ve yiizgecleri en ¢ok etkilenen
kisimlardir (Muzquiz et al. 1999). Nekropside periton iizerinde asidik karakterli irinli ya
da kanli olabilen s1v1 birikmistir. Etkilenen organlar daha ziyade karaciger, dalak, kalp,

beyin ve sindirim kanalidir (Diler et al. 2002).



Histopatolojik incelemelerde goz ve c¢evresinde iltihapli hiicre birikimi s6z konusudur.
Ayrica gozlerin 6n ve arka boliimlerinde irinli alanlar ve g6z i¢i kas ve yag dokusunun
kanamali iltihab1 gozlenebilir. Etkilenen balikta genelde meningitis mevcuttur ve
beyinde beyin zarlarina ait lezyonlar gozlenebilir. Kalp, bobrekler ve peritonda da
lezyonlar diger organlardaki gibidir ve bol fibroblast, makrofaj ve lenfosit hiicre

birikimi goriilebilir (Eldar and Ghittino 1999; Chang et al. 2002).

1.5. Epidemiyoloji

L. garvieae, Gokkusagi alabaligi disinda, tilapya (Tilapia spp.), Japon yilan baligi
(Anguilla 6lor6lla), sarikuyruk (Kusuda et al. 1991), pisi balig1 (Platichthys flesus) (Lee
et al. 2001; Baeck et al. 2006), kefal (Mugil cephalus) (Chen et al. 2002), ve dev tatli su
karidesi (Macrobrachium rosenbergii) (Cheng et al. 2002) gibi genis araliktaki akuatik
tiirlerden hastalik etkeni olarak izole edilmistir. Gokkusag: alabaliklari, diger baliklarla
karsilastirildiklarinda en duyarli ve akut salginlar ile karakterize mortalitenin en yiiksek

oldugu balik tiiriidiir (Vendrell et al. 2006).

L. garvieae ile yapilan patojenite ¢aligmalarinda geng baliklarda erigkin baliklara oranla
akut formun daha uzun siire devam edip mortalitenin daha yiiksek oldugu rapor
edilmistir (Muzquiz et al. 1999). Ancak sonralar1 Gokkusagi alabaligi ¢iftliklerindeki
dogal enfeksiyonlarda etkenin S5g’lik baliktan lkg ve daha biiylik baliklara kadar
tiimiinii etkiledigi goriilmistiir (Diler et al. 2002; Pereira et al. 2004).

Su sicakliginin hastaligin ortaya ¢ikmasindaki rolii biiyiiktiir. Akut salginlar su
sicakliklarinin 14-15°C’y1 buldugu durumlarda goriilmekle beraber yliksek mortaliteye
sebep olabilen ¢ogu salginlar 18°C’den sonra goriilmektedir (Vendrell et al. 2006).
Olumsuz ¢evre kosullari, su kalitesi, bakim sartlari, beslenme ve yetersiz oksijen
etkenin yayilmasini ve virulansini artirmaktadir (Fukuda et al. 1997). Etkenin bilinen en
direngli balik patojenlerinden biri oldugu belirtilmis olup, 60°C’de pH 4-12 arasinda 1
hafta yasayabildigi bildirilmistir (Dixon et al. 2012).



Bakterinin bir isletmeye girisi ve orada hastali§i meydana getirmesi farkli yollarla ve
farkli kaynaklarla gergeklesmektedir. Enfekte baliklarin ¢iftlige transferi en sik goriilen
enfeksiyon kaynagidir. Asemptomatik tasiyici baliklar bakteriyi digki yolu ile havuza
yayarlar ve boylece saglikli baliklar enfekte edilmis olur. Hastalig1 gecirmis baliklar da
belirli araliklarda etkeni yayabilirler. Ayrica enfekte balik ya da gidalarin yem olarak
kullanilmas: ile de etkenin isletmelere bulasabilecegi bildirilmistir (Vendrell et al.
2006). Ciftliklerdeki asemptomatik baliklarin varligi PZR ile belirlenmis ve cevre
durumu bakteri lehine optimum olunca hastaligin ortaya ¢iktig1 saptanmistir (Cheng et
al. 2002). Etken ciftliklerde balik disinda havuz suyundan, ¢amurdan, sedimentten ve
alet ekipmandan izole edilmistir. Ayrica bazi canli tiirlerinin bagirsak florasimnin bir
pargas1 olarak kabul edilmistir (Kitao et al. 1979; Kusuda et al. 1991). Hastalikta
bulagsma temelde horizontal (etken kaynagindan yeni bir konaga yerlesmek) yolla
olmaktadir. Ozellikle ayn1 ortami paylasan baliklar arasinda hasta ve yarali baliklarin
birbirine temast ya da fekal-oral yol ile bulagsma olmaktadir (Vendrell et al. 2006).
Suslar aras1 genetik benzerliklerin arastirildigi bir epidemiyolojik ¢alismada, ciftlikler
aras1 yavru balik hareketlerinin bilingsizce yapildigi durumlarda etkenin rahatlikla

bulasabildigi goriilmiistiir (Tiire vd 2012; Oztiirk and Altinok 2014).

1.6. Teshis

Hasta baliklarda goriilen lezyonlar ve karakteristik semptomlar (artan su sicakligi ile
beraber 6liimlerin artmasi, uyusukluk, yiizme bozuklugu, renkte kararma, gbz cevresi
aniis ve yiizgeglerde kizariklik, tek ya da ¢ift tarafli ekzoftalmus vb.) hastaligi akla
getirse de, benzer diger hastaliklarla (Streptococcosis) karisabileceginden kesin teshis
icin bakteriyel etkenin laboratuar metotlari ile tanimlanmasi gerekmektedir (Eldar and

Ghittino 1999; Vendrell et al. 2006).

Hastaligin goriildiigii yerden heniiz 6lmiis ya da hasta goriinlimlii baliklar laboratuvara
alindiktan sonra, i¢ organlardan etken izole edilebilir. Etken bir¢ok organdan izole
edilebilse de en uygun organlar bobrek, karaciger ve beyindir (Diler et al. 2002; Kav ve

Erganis 2007). L. garvieae'yi izole etmek icin BHIA, TSA ve NA gibi besiyerleri



kullanilmaktadir (Kusuda et al. 1991; Austin et al. 1999). 37°C’lik sicaklik ve 24 saat L.
garvieae nin geligsmesi i¢in uygun sartlar oldugu gibi baliklarda hastalik yapan diger
birgok bakterinin tiremesi engellenecegi i¢in teshiste onemlidir (Prieta et al. 1993).
Etkenin biyokimyasal karakterini ortaya c¢ikarmak amaciyla klasik biyokimyasal
metotlar kullanilabilir. API 20 Strep, API Rapid ID32 ve API SOCH gibi minitarize
sistemler identifikasyonun yani sira bakterinin fenotipik ve enzimatik karakterini ortaya
cikarmaktadir (Ravelo et al. 2001, Cagirgan 2004). API20 Strep testi ile etken L. lactis
ile karistirilabilmektedir (Tiire vd 2012).

L. garvieae, L. lactis ile yakin iligkili olup, bazi onemli fenotipik karakterler
bakimindan karistirilabilirse de klindamisin duyarlilik testi ve PZR metodu ile bu iki tiir
birbirinden ayrilabilmektedir (Elliot et al. 1991; Zlotkin et al. 1998). Lactococcus
garvieae’nin teshisinde serolojik olarak; lam agliitinasyon testi (Kitao 1982; Yoshida et
al. 1997) en sik tercih edilen test teknigidir. Ayrica tani1 hasta dokularin histopatolojik
kesit incelemesi ile de desteklenebilir (Vendrell et al. 2006; Timur vd 2011).

Son yillarda gelistirilen PZR protokolleri ile dizayn edilen primer setleri yardimiyla 16S
rDNA sekans analizleri yapilarak L. garvieaenin spesifik tiir tayini kolayca
yapilabilmektedir (Zlotkin et al. 1998; Altinok 2011). Yine son zamanlarda baliklarda
bulunan birden fazla patojeni es zamanli olarak tespit i¢in ¢oklu (multipleks)-PZR
metodu gelistirilmistir. Bu teknik hem saf kiiltiirlerden hem de dogal enfekte balik
dokusundan L. garvieae nin diginda birden fazla etkeninde ayni anda tespitine kisa
slirede olanak vermektedir (Mata et al. 2004; Altinok 2011).

1.7. Tedavi

Baliklarda, L. garvieae’den kaynaklanan salginlarla miicadele edebilmek igin, son
yillarda antibiyogram temelinde bircok calisma yapilmistir (Kawanishi et al. 2005;
Kubilay vd 2005; Kav and Erganis 2008; Raissy and Ansari 2011). Amag¢ uygun
kimyasali kullanip, antibiyotiklere olan diren¢ artisinin Oniine gecmek ve tedavi

maliyetini diistirmektir. Belirtilen antibiyotiklerin uygun doz ve sekillerde kullanimu ile



salginlarin Oniine gegilebilegi ve mortalitenin azaltilabilecegi bildirilmistir. Bu ilaglarin
bazilarmin in vitro sartlarda L. garvieaeye karsi etkili olmalarina ragmen, gerek balikta
ani gelisen istahsizlik gerekse direngli suslarin olusmasindan dolay in vivo sartlarda
etkisiz olduklar1 gozlenmistir (Bercovier et al. 1997). Farkli cografik orijinli L. garvieae
suslart ile yapilan calismalarda suslarin tiimiiniin Enrofloksasin ve Nitrofurantoin’e
duyarli oldugu, Oksolinik asit ve Sulfametoksazol-trimetoprim’e ise direngli oldugu
gozlemlenirken Eritromisin, Kloramfenikol, Oksitetrasiklin ve Ampisilin’e karsi ise
sonuglarin orijine gore degisken oldugu goériilmiistiir (Ravelo et al. 2001). Kawanishi et
al. (2005), L. garvieae suslarinin PFGE paterni ve ilag direnci iizerine yaptiklari bir
calismada, suslarin yaklasik yarisinin eritromisin, oksitetrasiklin ve linkomisine karsi
direncli olduklar1 ve tiim direncli suslarin diren¢ genleri (ermB ve tetS) tasidiklarini

bildirmislerdir.

Kiltir ortaminda L. garvieae ile miicadelede bakteriyofajlar da denenmis fajlarin
ozellikle oral yolla alindiklarinda mortaliteyi diisiirmede yardimc1 olduklar1 saptanmistir

(Nakai et al. 1999).

1.8. Koruma ve Kontrol

Etkenin ¢iftlige girisini engellemek amaciyla koruyucu dnlemler almak gerekir. Baliga
elle miidahalenin minimuma indirilmesi, O6li ya da hasta baliklarin hemen
uzaklastirilmasi, erken teshis ve tedavi, stok yogunlugunun diisiik tutulmasi, alet ve
ekipmanda hijyene dikkat edilmesi ve kaliteli yem kullanimi alinmasi gereken en
onemli tedbirlerdir. Ciftlikler arasi1 kontrolsiiz balik transferleri etkenin kisa stirede hizla

yayilmasinin en dnemli nedenlerindendir (Vendrell et al. 2006; Tiire vd 2012).

Ayrica tanklarin periyodik temizligi alet ve ekipmanin formaldehit, kloramin-T,
hidrojen peroksit ve potasyum permanganat gibi dezenfektanlar ile dezenfeksiyonu
etkenin yayilmasiin engellenmesi i¢in faydalidir. Ayrica etkenin girisini engellemek
amaciyla tesise yumurta ve yavru balik girislerinin kontrol altina alinmasi ve hastaliktan

arindirilmis saglik sertifikali yumurtalarin alinmasi gereklidir (Vendrell et al. 2006).
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Hastalik ¢ikisinin - engellenmesinde fizikokimyasal parametrelerin  kontrolii ¢ok
onemlidir. Su sicakliginin 15°C’nin iizerine ¢ikmasi, amonyak konsantrasyonunun
artmasi ve beraberinde oksijen doygunlugunun azalmasi hastaligin ortaya cikisini ve

siddetini arttirmaktadir (Fukuda et al. 1997).

Lactococcosizi kontrol altina almak icin son yillarda duyarli popiilasyonlarin
asilanabilecegi bildirilmistir. L. garvieae izolatlarinin degisik kimyasallar yardimi ile
hazirlanmis immobilize asilar1 gelistirilmistir (Eldar et al. 1997; Altun et al. 2010).
Yapilan denemelerde asilanmis Dbaliklardaki mortalitenin  asilanmamis Ustelik
eritromisin ile tedavi edilen baliklarda ki mortalite oranina oranla ii¢ kat daha diisiik
oldugu goézlenmistir (Prieta et al. 1993). Son yillarda farkli mineral yaglar ile adjuvantli
asilar gelistirilmis olup bu asilarin agilamadan sonraki koruma siiresi diger asilara gore
daha uzun oldugu saptanmistir. Giiniimiizde Lactococcosiz salgilarinin 6nlenmesinde
intraperitonal yol ile yag adjuvanth asilamanin en etkili ydntem oldugu
distintilmektedir (Vendrell et al. 2006). Asilamanin Lactococcosiz ile miicadelede etkin
bir yol oldugu diisiiniilse de asilamanin basaris1 konak¢inin tiiriine, uygulama yoluna ve
adjuvantin tipine gore degismektedir. Genel olarak alabaliklarda bu hastaliga karsi
yapilan agilamanin etkinliginin diisiik oldugu ve koruma siirelerinin kisith (3-6 ay)

oldugu bildirilmistir (Afonso et al. 2003).

1.9. Deneysel Enfeksiyonlar

Molekiiler biyoloji alanindaki gelismelere paralel olarak, balik hastaliklarinin tespiti,
etkenlerin hastalik yapabilme yetenekleri ve epidemiyolojisine yonelik ¢alismalar son
yillarda hiz kazanmis ve bu sayede balik hastaliklarinin 6nlenmesi, antibiyotik
direncinin azaltilmasi ve bdylece diisiik maliyette iiriin hasadi gibi konularda dnemli
adimlar atilabilmistir (Altinok and Kurt 2003). Hastaliga neden olan etkenlerin hastalik
yapabilme yeteneklerinin (viriilans) ve neden oldugu hastalifin siddetinin (patojenite)
tespitine yonelik spesifik ve non-spesifik caligmalar yapilabilmektedir. Serum lizozim
aktivitesi, fagositoz aktivitesi, alternatif komplement aktivitesi, 6n bobrek 16kositlerinin

sliperoksit anyon {iiretimi, ve immunoglobulin seviyelerinin tayini gibi ¢aligmalar non-
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spesifik immun sistem gostergelerini tespit etmeye yonelik olup, etkenin direkt virulans
ve patojenitesini belirlemeye yonelik yapilan deneysel enfeksiyonlar ise spesifik

calismalardir (Aydin vd 2011).

Son 15 yilda bakteri ve virlislerdan kaynaklanan balik hastaliklarinin arastirilmalarina
yonelik gerceklestirilen deneysel enfeksiyonlarin sayilart hizla artmaktadir. Bu sayede
etkenlerin viriilans1 ve treticilerin kendilerini bekleyen muhtemel tehlikelere yonelik
bakis acilar1 belirlenebilmistir (King et al. 2001; Kang et al. 2004; Algoet et al. 2009;
Isidan and Bolat 2011; Ogiit and Altuntas 2011; Avci et al. 2013).

1.10. Antimikrobiyal Maddeler ve Diren¢

Antibiyotikler, 1920’1 yillarda penisilinin kesfi ile kullanilmaya baglanmistir. Diisiik
miktarlarda mikroorganizmalar1 ldiiren ya da tiremelerini durduran bilesikler olup bir
kismi dogal mikroorganizmalardan bir kismi ise sentezlenmek sureti ile tretilirler

(Wright 2007).

Veterinerlik alaninda kullanilan antibiyotikler genelde farkli olmayip beseri alanda
kullanilanlar ile esdegerdir (muadil). Bu ilaglar yogun hayvan iiretiminin yapildig:
alanlarda sadece tedavi amach kullanilmayip ayn1 zamanda koruyucu (profilaktik) ve
biiyiimeyi hizlandirmak amaciyla da kullanilmaktadir (Anderson et al. 2003). Diinya su
triinleri sektoriinde; amoksisilin, ampisilin, florfenikol, eritromisin, furazolidon,
nitrofurantoin, sulfanamid, tetrasiklinler, enrofloksasin, oksolinik asit ve neomisin gibi

genis spektrumlu antibiyotikler kullanilmaktadir (Van Dongen et al. 2008).

Insan ve hayvanlarda genel bosaltimi takiben bakteriler ve antibiyotik kalmtilar:
cogunlukla sucul ortamlara karigmaktadir. Yogun yetistiriciligin yapildigi alanlarda
dogal ve suni giibrelerdeki ila¢ kalintilar1 topraga oradan da ylizey ve yer alt1 sularina
karigmaktadir. Hastane atiklarinin yeterince dezenfekte edilmemesi, karasal kaynakli
bakteriler, nutrientler, antibiyotik iiretim alanlari ve agir sanayi atiklari da dolayl

yollardan sucul alanlar1 kirletebilmektedir (Campagnolo et al. 2002; Baquero et al.
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2008). Tedavi ve koruyucu amaglt yogun antibiyotik kullanimi, antibiyotik direngli
bakterilerin (ADB) ve antibiyotik direng genlerinin (ADG) sucul ¢evrede olugsmasina
neden olmaktadir. Bu durumda ozellikle sucul alanlar diren¢ genleri bakimindan

rezervuar konumuna gelebilir (Cabello et al. 2013).

Antibiyotiklerin kullanimina bagli segici baski duyarli mikroorganizmalar1 yok ederken,
direncli bakterileri ise daha direngli hale getirmektedir. Duyarli bakteriler yogun ve
bilingsiz antibiyotik kullanimina bagli olarak zamanla diren¢ kazanabilirler. Duyarh
bakterilerin diren¢ kazanmalar1 i¢in mutlaka antibiyotiklerle karsilasmalar1 gerekli
olmayip cevrede direng geni tasiyan bakterilerden gen aktarimi ile de direngli hale
gelmektedirler (Kiimmerer 2009; Wright 2010). Ug ve daha fazla antibiyotige direng
gosteren bakterilere Cogul Direngli Bakteriler (Multidrug Resistant Bacteria)
denmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), ¢ogul direngli tiiberkiilozdan dolay: her yil
150 000 insanin 6ldiiglini bildirmistir (WHO 2012).

ADG, bakteri jenerasyonlar1 arasinda vertikal (dikey) olarak yayilabildigi gibi
horizontal (yatay) olarakda balik patojenleri arasinda yayilabilmektedir. Boylece direng
genleri, balik hastaliklarinin tedavisinde antibiyotik kullanimini etkisizlestirmektedir.
Bu nedenle yetistiricilik faaliyetlerinde kayiplart 6nlemek i¢in ADG’nin olusumunu ve

yayilimini kontrol altina almak énemlidir (Muziasari et al. 2014).

ADG’nin sucul ¢evrede horizontal olarak yayilmasi, plazmit, transpozon ve integronlar
gibi ekstra kromozomal genetik unsurlarla olmaktadir. Plazmitler kromozomal
DNA’dan bagimsiz olarak replike olabilen, antibiyotik ve agir metal diren¢ genlerini
blinyesinde tasiyabilen yapilardir. Tasidiklar1 ADG’nin ayni ortamda bulunan bakteriler
arasinda horizontal olarak gecisine sebep olurlar (Actis et al. 1999). Integronlar, plazmit
ve transpozon gibi hareketli unsurlar tarafindan taginir ve onlarin bakteri popiilasyonlari
arasinda yayillmasima yardimci olurlar. Ayrica yapilarinda birden fazla direng geni
iceren gen kasetlerini barindirirlar. Tiim bu ekstra kromozomal mobilize (hareketli)
unsurlar diren¢ genlerinin duyarli bakteriler arasinda horizontal olarak transferine sebep

olurlar (Hall and Collis 1995). Patojen bakterilerin diren¢ genlerini yaymalar1 genelde
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hareketli genetik 6gelerle olmakta iken c¢evresel bakterilerin antibiyotik direng genleri
kromozomlarda kodlanmistir ve antibiyotiklere maruz kalindiginda ekspresyonu

baslamaktadir (Wright 2007).

Bakterilerin antibiyotik direncine sahip olmalar1 bir ataptasyon mekanizmasidir.
Boylece olumsuz ¢evre kosullari kargisinda hayatlarin1 devam ettirebilirler. Antibiyotik
direnci ve viriilans genler bakterinin kromozom ve/veya plazmiti {izerinde gen kiimesi
olarak bulunurlar. Bu alanlara direng ya da patojenite adasi da denir (Izumiya et al.

2011).

Enterekoklar direngli hastane enfeksiyonlarina sebep olan gram (+) bakterilerdir. Bu
bakteriler arasinda diren¢ kazanimi ve yayilimi plazmit gibi hareketli genetik unsurlarin
horizontal transferi vasitasi ile olmakta ve bu yayilim farkli taksonlardaki bakterilere de
sigrayabilmektedir. Bu plazmitler vankomisin ve metisilin gibi O6nemli antibiyotik
gruplara kars1 direngli gram (+) suslarin ortaya c¢ikmasina sebep olmaktadirlar.
Plazmitler ayrica bakteriler arasinda genis bir bigimde yayilim gostererek antibiyotik
direnci, virulanslik ve adaptasyon gibi Ozelliklerin bakteriler arasinda transferine
aracilik etmektedirler (Palmer et al. 2010).

Bakteriler genel olarak 3 farkli mekanizma ile kendilerini antimikrobiyal ajanlara karsi

savunurlar (Sekil 1.1);

e Antibiyotik aktivitesini engelleyici 6zellikte enzimler kullanmak (antibiyotikleri
pargalayan veya yapisini degistiren enzimler),
e Stoplazmadan antibiyotikleri atmaya yarayan i¢ zar proteinleri (pompalama sistemi)

e Hedef bolge mutasyonlari.

Bu mekanizmalar genellikle plazmit kdkenli olup direng genleri tarafindan kontrol
edilirler (Anonim 2014a; Wright 2007).
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Sekil 1.1. Bakterilerin antibiyotiklere karsi savunma mekanizmasi (Ryan and Ray 2004)

Ulkemizde bir balik patojeni olarak L. garvieae ile ilgili bircok c¢alisma mevcuttur.
Fakat bunlar daha c¢ok etkenin hizli teshisi, epidemiyolojisi, histopatolojisi, as1
uygulamalar1 ve hastaligin tedavisine yoneliktir (Diler et al. 2002; Cagirgan 2004; Kav
and Erganis 2008; Altun et al. 2010; Tiire 2012; Avci et al. 2013). Etkenin patojenitesi
ve antibiyotik direncinin genetik anlamda arastirilmasi iizerine etkin bir calisma
yapilmamistir. Ozellikle Tiirkiye’den izole edilen saha suslarinin baliklar iizerinde
hastalik olusturma yeteneginin belirlenmesi konusunda arastirmalar yetersizdir. Ayrica
Gokkusagi alabaligina alternatif olarak son yillarda iilkemizde kiiltiire alinarak artan bir
sekilde yetistiriciligi yapilan Karadeniz alabaligi (Salmo trutta labrax), yogun iiretimi
ve ihracati yapilan deniz levregi (Dicentrarchus labrax) ve ekonomik degeri yiiksek
kalkan balig1 (Psetta maxima) gibi tiirler iizerinde etkenin viriilansinin deneysel yollarla
ortaya koyulmasi gerekmektedir. Bu baglamda iilkemizden izole edilen bir sus (Lgper)
ve referans sus (ATCC 49156) kullanimi ile yapilan bu calisma bu alanda ilk olmasi
nedeniyle bu noktalardaki bilgi eksikligini bir 6l¢iide kapatarak daha sonraki ¢aligmalar



15

icin temel olusturacaktir. Ayrica olast Lactococcosiz salginlarinin tedavisinde uygun
antibiyotik grubunun Dbilinip hastalik tedavisinde kullanilmas1 gerekmektedir.
Antibiyogram testi sonucuna gore direngli bulunan suslarda, ilgili antibiyotikleri
kodlayan direng genlerinin ve bu genlerin yayilmasinda onemli rol oynayan R-
plazmitlerinin varligt ortaya konulmustur. Bdylece olasi hastalik salginlarinda
tereddiitsliz uygun antibiyotik kullanimi saglanacak, bdylece hem zaman ve maddi

kaybinin hem de ¢evre kirliliginin 6niine gegilecektir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Tirkiye’de balik yetistiriciligi temel olarak; Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss), deniz levregi (Dicentrarchus labrax) ve ¢ipura (Sparus aurata) gibi karnivor
tiirler tizerine yogunlasmis durumdadir. Gokkusagi alabaligi iilkemizde; tatli sular
tizerine kurulu beton havuzlarda, gol golet ve baraj gollerindeki kafeslerde, denizlerde
ise ag kafeslerde yetistirilmektedir. Tiirlin dogal olarak deniz ve derelerde bulunmasi,
ancak isletmelerden kacan miktarlar ile sinirlidir. Bu tiirlin yetistiriciligini yapan aile
tipi kiigiik isletmeler ve biiyiik isletmeler, yumurta ve yavru ihtiyacin1 cogunlukla kendi
damizlik stoklarindan saglamakta, bir kismi ise bolgesindeki diger isletmelerden,
Kayseri, Mugla gibi illerden ya da yurt disindan saglamaktadir. Ulkemizde bu balik
tiirlinlin yetistiriciligine 1970’11 yillarin baginda amatdr anlamda baglanmigtir. Baligin
uygun sicakliklarda daha hizli biiyiidiigii denizel ortamda korunakli sahalara ag
kafeslerinin insasi, dalgalara dayanikli kiy1 6tesi (off-shore) sistemlere gecis, arastirma
ve egitim kurumlarinin karliligi arttiran konulardaki teknik destekleri ve devlet
desteginin de yardimi ile isletme sayisi giderek artmaktadir. 9-15 aylik donemde 1-3g
agirhgindan porsiyonluk agirliga (150-250g) ulasabilen tiir, ortalama 100 000 ton ile
tilkemizde en yogun yetistiriciligi yapilan tiirdiir (SUMAE 2012; TUIK 2013).

Kiiltiirii yapilan ve ekonomik 6neme haiz bir diger salmonid tiirii de Karadeniz alabalig:
(Salmo trutta labrax)’dir. Cinsiyet, yas, yasadigi ortam ve beslenme sekillerine bagli
olarak bireyler arasinda bazi farkliliklar olmakla beraber genel olarak Gokkusagi
alabalig1 ile benzerlik gostermekte hatta Tirkiye’deki tiim alabaliklarin tek bir tiir
altinda (kahverengi alabalik, Salmo trutta) toplanabilecegi diistiniilmektedir (Geldiay ve
Balik 1996). Kahverengi alabaligin bir alt tiirii olarak kabul edilen Karadeniz
alabaliginin Slastenenko (1956)’ya gore deniz, dere ve gol olmak iizere 3 ekotipi
mevcuttur (Geldiay ve Balik 1996). Karadeniz alabaligi yetistiriciligi, Gokkusagi
alabalig1 ile ayn1 ya da benzer ortamlarda yapilmaktadir. Ulkemizin endemik balik
tiirlerinden biri olan ve Karadeniz Bolgesi’ndeki derelerde dogal olarak yasayan bu tiir,

biiyiime hizi, kolay adaptasyon yetenegi ve market degeri gibi 6zelliklerinden dolay:
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Gokkusagr alabaligina alternatif olarak diigiiniilmekte ve {iretimi hizla artmaktadir

(Cakmak vd 2007).

Deniz kafeslerinde yaz aylarinda ortalama 4 aylik donem, su sicakliklarinin artmasindan
dolay1 alabaliklar acisindan bos gegmektedir. Onceleri Ege ve Akdeniz Bélgesi'nde ag
kafeslerde yogun olarak yetistiriciligi yapilan levrek son yillarda Karadeniz Bolgesi’nde
(Persembe/Ordu ve Yomra/Trabzon) basariyla stirdiiriilmektedir. Haziran baglarinda 3-
Sg agirlikta kafeslere birakilan deniz levrekleri Ege Bolgesi’'nde 10, Karadeniz
Bolgesinde ise 18 aylik siirede tiiketim agirligina ulasmaktadir (SUMAE 2012). Levrek
ortalama 65 000 tonluk iiretimi ile Tiirkiye’de en yogun yetistiriciligi yapilan deniz

bahg tiiriidiir (TUIK 2013).

Son yillarda stoklar1 ¢okme seviyesine yaklasan demersal balik tiirlerinden biri olan
kalkan (Psetta maxima), diisiik av verimine karsin ekonomik degeri oldukea yiiksektir.
Uzatma aglar1 ya da dip trolii ile yakalanan kalkan av baskisi nedeni ile gittikce
azalmaktadir (SUMAE 2012). Insani tiiketim acisindan yiiksek degere sahip olan kalkan
balig1 kiigiik morfolojik ve genetik farkliliklar ile tiim diinyaya yayilmis vaziyettedir
(Zengin et al. 2006). Avrupa’da baglica Ingiltere, Fransa, Ispanya ve Almanya gibi
iilkeler yass1 balik iiretimi bakimindan oldukga ileri seviyededirler. Ulkemizde ise
simdilik birka¢ 6zel sektor kurulusu kiiltiir ortaminda kalkan baliklar yetistirmektedir
(Isidan 2010). Ulkemiz balikgiliginin giiniimiizdeki yapist {ireticiyi yeni tiir arayiglarina
itmekte ve gelecekte yassi balik iiretiminin de oldukga ileri seviyelere gelebilecegi
diisiiniilmektedir. Kalkan baliginin biyoekolojik 6zelliklerinin ve yetistiricilige
almabilirliginin arastirilmasi ile ilgili bir dizi projeler 2000 yilindan buyana Japan
International Cooperation Agency (JIKA) ile Su Uriinleri Arastirma Enstitiileri
(Trabzon, Antalya) arasinda gergeklestirilmektedir. Basarili proje c¢iktilar1 simdilerde
ilkemiz ve komsu iilkelerdeki yatirimcilarin ilgisini ¢ekmekte ve teknik destek
istenmektedir. Bu tiiriinde yakinda balik¢ilik alaninda iilkemizin 6nemli yetistiricilik

kalemi olmas1 dngoriilmektedir.
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Cesitli balik tiirlerinin farkli bakteri ve viral etkenlere karst duyarliliklarini tespit etmek
amact ile deneysel enfeksiyonlara (duyarlilik testleri) son yillarda siklikla
basvurulmaktadir. Bu testler; tiir duyarliliklarinin yani sira yeni izole edilen bakteri ve
virlis suslarmin patojen ya da apatojen olmalari, konakg¢idaki direng gelisimi,
immunojenite ve yeni iiretilen asilarin denenmesi gibi daha bir¢ok konularda bilime

yardimci olmaktadir.

Algoet et al. (2009) Ingiltere’de yaptiklar1 bir ¢alismada, tatli su balig tiiriiniin L.
garvieae’ya kars1 duyarliliklarini tespit etmeye ¢alismuslardir. Ingiltere’de bir alabalik
ciftliginden izole edilen ve Pulse-field gel elektroforesiz (PFGE) metodu ile pulsotype
Al olarak karakterize edilen L. garvieae 00021 isimli susu, farkli doz ve sicaklik
araliginda Gokkusagi alabaligi, ¢ipura, kahverengi alabalik, Atlantik salmon (Salmo
salar), grayling (Thymallus thymallus), tatli su kefali (Leuciscus cephalus) ve sazan
tirleri (Cyprinus carpio, Tinca tinca, Scardinius erythrophthalmus, Barbus barbus,
Leuciscus leuciscus ve Rutilus rutilus)’ne karst denenmis ve farkli sonuglar elde
edilmistir. 12, 14, 16 ve 18°C’deki farkli sicakliklarda ve sabit dozda bakteri miktar1 ile
Gokkusagi alabaliklarinin intraperitonal (i.p.) enjeksiyon yol ile enfekte edildigi 1. Grup
denemede, su sicaklig arttik¢a 6liim oraninin (mortalite) arttig1 gortilmiistiir (maximum
%67 ve minumum %3). Ug farkli dozda bakteriyle, 3 farkli alabalik tiiriiniin i.p. yol ile
hastalandirildig1 2. Grup denemede ise bakteri dozu arttik¢a balik 6liimlerinin arttig
(2x10? dozda en az ve 2x10’ dozda en fazla) sonucuna varilmistir. Son deneme
grubunda ise Gokkusagi alabaligi, kefal ve sazan tiirleri i.p. ve kohabitasyon (enfekte
edilen ve edilmeyen baliklarin bir arada tutuldugu dogala yakin bulagsma sekli) yolu ile
denemeye tabi tutulmus ve en yliksegi Gokkusagi alabaliginda olmak iizere tiim balik
tiirlerinde degisen oranlarda mortalite gergeklesmistir. Ayrica son denemede sag kalan
baliklarin bir kismindan bakterinin geri izole edilebilmesi, hastalik belirtisi gdstermeyen

baliklarin tasiyici olabilecegi sonucunu dogurmustur.

L. garvieae Tiirkiye’de ilk defa 2001 yilinda izole edilmistir. Su sicakliklariin
yiikseldigi Mayis ve Haziran aylarinda Ege Bolgesi’ndeki bir Gokkusagi alabaligi
isletmesinde mortalitenin yaklasik %80’1 buldugu durumda hastalik fark edilmistir.
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Ortalama 100-150 gramlik baliklarda g¢ift tarafli ekzoftalmus ve yilizgeglerde kanamalar
dikkat ¢ekmistir. Etkenin hasta baliklardan izole edilmesini takiben biyokimyasal ve
morfolojik karakterinin klasik ve ticari (Rapid ID 32 Strep) metotlarla ortaya konulmasi

sayesinde isimlendirilmesi ger¢eklestirilmistir (Diler et al. 2012).

Evans et al. (2009) Brezilya’da kiiltiir Nil tilapya (Oreochromis niloticus)’s1 ve bir
yayin baligr tirii olan pintado (Pseudoplathystoma corruscans)’dan ilk kez L.
garvieae’yi izole etmeyi basarmislardir. Ayrica Nil tilapyalarinin, izole edilen bu susa
maruz birakilmasi seklinde gerceklestirilen deneysel enfeksiyon ile duyarliliklari ortaya
konmustur. Bu ¢alisma etkenin hem Brezilya’dan hem de bu iki balik tiiriinden ilk kez
rapor edilmesi bakimindan 6nemlidir. Bu bildiri ile L. garvieae’nin konak¢1 ve cografik
aralig1 genislemistir. Ayrica etkenin izole edilmesinde kullanilan ticari sistem (Biolog

Microlog) PZR’ye alternatif olarak diistiniilmiistiir.

Kang et al. (2004) siyah kaya balig1 (Sebastes schlegeli) ve daha birgok isimle anilan ve
Kore’nin en 6nemli deniz kiiltiir baliklarindan olan tiiriin son yillardaki iiretiminin
azalmasinin nedenlerini arastirmiglardir. Kayiplarin en énemli nedeni Streptokokosiz’e
neden olan L. garvieae baglanmis ve etkenin patojenitesi anlasilmaya caligilmistir.
Ulkeden izole edilen, kapsiillii ve kapsiilsiiz 2’ser sus i.p. olarak baliklara enjekte
edilmis ve 25 giin ve 18°C’de gergeklestirilen c¢alismada o6zellikle kapsiillii suslarin
viriillansinin ¢ok yiiksek oldugu ve balik kayiplarmin ana nedeni oldugu sonucuna

varilmistir.

Japonya’da yapilan bir diger ¢alismada, sarikuyruk (Seriola spp.), alabalik, sigir, kedi,
kopek, at ve domuz gibi karasal hayvanlardan izole edilen L. garvieae suslarinin
bakteriyofaj duyarliliklar1 ve suslar arasindaki epidemiyolojik iliski PFGE metodu ile
arastirilmistir. Ayn1 zamanda sarikuyruk ve farelerin tiim bu suslara maruz birakilmasi
(i.p.) seklinde deneysel enfeksiyon gerceklestirilmistir. Sarikuyruk baliklarindan izole
edilen susun aym tiirde giiclii, alabaliklardan izole susun ise sarikuyruklarda zayif
patojeniteye sahip olduklar1 sonucuna varilmistir. Karasal hayvanlardan elde edilen

suslarin ise baliklarda patojen olmadiklari anlasilmistir. Ayni calismada, sadece
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sarikuyruklardan izole edilen sus faj duyarliligina sahipken, PFGE sonucuna gore;
baliklardan izole suslar epidemiyolojik olarak birbirleri ile benzer fakat karasal

hayvanlardan izole suslar ile ilgisiz bulunmuslardir (Kawanishi et al. 2006).

Avcr et al. (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada, L. garvieae ile deneysel yolla enfekte
ettikleri Gokkusagi alabaliklarindaki histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgulari
karsilastirmiglardir. Geng ve eriskin olmak tizere 2 grup baligin kullanildigi ¢aligmada
baliklar i.p. ve i.m. yol ile enfekte edilmisler deney sonunda 6len baliklar mortalite,
Klinik bulgular ve patolojik olarak incelenmistir. Tim doku Ornekleri
immunohistokimyasal agidan incelenmek iizere avidin-biotin-peroxidaz ile boyanmis
ayrica L. garvieae antijenlerini tespit etmek amaci ile poliklonal antikor ile
immunoflorasan tekniginden yararlanilmistir. Calisma sonucunda; tespit edilen L.
garvieae antijenlerinin organ ve dokulardaki dagiliminda ve lezyonlarin gelisiminde

onemli korelasyon oldugu ortaya koyulmustur.

Ogiit and Altuntas (2011) iilkemizde yaptiklar bir calismada, 3 farkli alabalik tiirii olan
Karadeniz, Gokkusagi ve kahverengi alabaliginin Viral hemorrajik septisemi viriisu
(VHSV)’'na kars1 duyarlilbk farkini ortaya koymuslardir. Karadeniz’de dogal
mezgitlerden (Merlangius merlangus) izole edilen genotip Ie virlis izolatinin
kullanildig1 c¢alismada 0,1-0,2 g arasindaki alabalik larvalari immersiyon=daldirma
(im.) yol ile enfekte edilmislerdir. Gokkusag1 alabaliklar1 ile kahverengi alabaliklar
arasindaki 6liim oranmin esit bulundugu calismada, en duyarl tiir olarak Karadeniz

alabaliklar tespit edilmistir.

Dogal ve kiiltiirii yapilan kalkan baliklarinda pek ¢ok bakteri (Aeromonas salmonicidae,
Vibrio anguillarum), viriis (VHSV) ve paraziter (Scuticociliate spp.) hastalik
bildirilmistir (Munro et al. 1995; Iglesias et al. 2001; Ewart et al. 2008; Isidan and
Bolat 2011). Fakat L. garvieae’ya karsi duyarliligi konusunda yurti¢i ve disindan

literatiir bilgisine rastlanilmamastir.
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Leiro et al. (1996), ispanya’da kalkanlarda (Scophthalmus maximus) ciddi mortaliteye
sebep olan ve L. garvieae ile yakin ozelliklere sahip olan gram(+) Enterococcus
spp.’den soz etmistir. Bu bakteri ve L. garvieae’nin i.p. yolla kalkan baliklarina
verilmesi ile humoral immun yanit (B hiicrelerinin antijenle uyarilip antikor {iretimi)
olusturulmus ve bu spesifik antikor diizeyini belirlemek i¢in enzim-linked
immunsorbent assay (ELISA) teknigi gelistirmislerdir. immunizasyondan 60 giin sonra
Enterococcus spp. ile enfekte kalkanlarda yiiksek diizey antikor iiretimi tespit edilirken

L. garvieae ile enfekte baliklarda ¢ok diisiik antikor diizeyi bildirilmistir.

Isidan (2010), Karadeniz sahili boyunca, iglerinde kalkan, levrek, Gokkusagi ve
Karadeniz alabaligi gibi tiirlerinde bulundugu 12 dogal ve kiiltiir baligi tiirlerinde
VHSV’nin izolasyonu ve izole edilen viriislerin potojenitelerini arastirmaya yonelik bir
caligma gergeklestirmislerdir. VHSV’nin varliginin, tersine transkripsiyon-polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PZR) ile belirlendigi ¢alismada, sadece kalkan baliklarindan
viriis izole edilebilmistir. Elde edilen viriis izolatlar1 ile gergeklestirilen patojenite
caligmalarinda ise izolatlarin kalkanlar igin patojen, alabaliklar igin ise patojen
olmadiklar1 tespit edilmistir. Bu g¢alismanin verileri, bu hastaligin Karadeniz’de son

yillarda kalkan balig1 stoklarindaki azalmanin nedeni olabilecegi fikrini akla getirmistir.

Baeck et al. (2006), Kore’de bir baska yassi balik olan pisi baliklarinda 6nemli
ekonomik kayiplara yol agan streptokokal etkenleri arastirmislardir. Hastalik belirtileri
gosteren 22 baliktan yaptiklar1 6rneklemelerin sonucunda, 18 baliktan Streptococcus

parauberis izole ederken 3 baliktan L. garvieae bakterisini izole etmislerdir.

Diinya genelinde deniz balik¢iligi {iretiminde Atlantik salmon (Salmo salar)’u hakim
olan tiirdiir. Bunun disinda 6zellikle Avrupa iilkelerinde, ¢ipura, levrek ve kalkan, Asya
ilkelerinde sarikuyruk, ayu (Plecoglossus altivelis) ve dil baligi (Paralichthys
olivaceus) yaygin iretimi yapilan tiirlerdir (Toranzo et al. 2005). Ayni ekip
arastirmalarinda, deniz balig1 sistemlerinde baskin olarak goriilen ve ekonomik zarara
yol acan temel bakteriyel balik hastaliklarindan s6z etmislerdir. Arastirmaya gore;

Vibriosis; salmon tiirleri, ¢ipura, levrek, kalkan, kod (Gadus morhua) ve yilan baliginda
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(Anguilla anguilla), Photobacteriosis: ¢ipura, levrek ve sarikuyrukta, Furunculosis;
kalkan ve salmon tiirlerinde, Lactococcosis; sarikuyruk ve yilan baliginda,
Streptococcosis; sarikuyruk, levrek, dil baligi, kalkan ve salmon tiirlerinde,

Mycobacteriosis ise levrek, kalkan ve salmon tiirlerinden izole edilmistir.

Akuakiiltiir tilkemizde nispeten yeni sayilmaktadir. 1970’lerde Gokkusag: alabalig ile
baslayan kiiltiir balik¢ilig1 yaklasik 10 yil sonra levrek ve cipuranin da katilimi ile
artarak devam etmektedir. Ilk yillarda dogal kaynaklardan yakalanarak iiretime alinan

levrekler, artik kuluckahanelerde liretilerek yetistirilmektedir (Cagirgan 2009).

Dogal ve kiiltlirii yapilan levreklerde iilkemizden ya da yurt disindan Lactococcosis
vakasi bildirilmemistir. Cagirgan ve Yireklitiirk (1996), Ege Bolgesi’nde kiiltiirii
yapilan ¢ipura ve levreklerde goriilen bakteriyel hastaliklarin teshis ve tedavisine
yonelik g¢alismalarinda bazi temel hastaliklardan s6z etmislerdir. Vibriozis (Vibrio
anguillarum) ve Pastorellosiz (Pasteurella piscicida)’in en sik rastlandigi arastirmada
Vibrio ordalii ve Photobacterium damsela enfeksiyonlari da nadiren goriilmiistiir. Diger
bir ¢alismada ise ayn1 bolgede Cryptobia sp., Trichodina sp., Cryptocaryon irritans,
Diplectanum aequans, Meinertia oestroides gibi parazitler levreklerden izole edilmistir
(Cagirgan ve Toksen 1996).

Tiirkiye’de balik iiretimi onemli derecede gelismistir. Ulkemiz akuakiiltiir bakimindan
simdiden Avrupa’nmn ilk 5 iilkesi arasina girmistir. Gokkusagi alabaligi, levrek ve
cipura iiretimi en yogun yapilan tiirler olup toplam balik iiretiminin %95’ini
kapsamaktadir (TUIK 2013). Artan iiretim bazi sorunlari da beraberinde getirmektedir.
Balik hastaliklari, yogun ila¢ kullanimi ve bunlara bagli ekonomik kayiplar en énemli

yetistiricilik sorunlarindandir.

Su iirlinleri yetistiriciliginin yapildig1 deniz, akarsu, gol ve golet gibi alanlarin kirliligi,
o alanlardaki bakteri yiikii ve direnci ile genellikle dogru orantilidir. Kiyilara yakin
yerlesim alanlarinda yogun niifus artisi, yogun hayvancilik faaliyetlerinin yapildig:

alanlarda atiklarin ve hastane atiklarinin kanalizasyon aracilifi ile bu alanlara
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birakilmasi, dezenfeksiyon iglemlerinin yetersiz ya da hi¢ olmayis1 sucul ortamlarin
kirlenmesine neden olmaktadir. Bu durum insan ve hayvan sagligini olumsuz yonde

etkilemektedir (Terzi 2013).

Bakteriyel etkenlere karsi bilingsiz ve yogun antibiyotik kullanimi, patojenlerin zamanla
antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmalarina neden olmakta ve antibiyotiklerle yapilan
tedavi uygulamalar1 balik ¢iftliklerinde biiyiik Ol¢lide basarisizlikla sonuglanmaktadir
(Aoki 1992; Kayis et al. 2009). Karadeniz Bolgesi’ndeki balik ¢iftliklerinde, yakin
zamanda kullanilmaya baglanan florfenikol disinda neredeyse hicbir antibakteriyel
ajandan istenilen verimin alinamamasi konunun ciddiyetini gozler oniine sermektedir
(kisisel gozlem). Bakterilerin kromozomal ve kromozom dis1 yapilarinda antibakteriyel
direngten sorumlu diren¢ genleri bulunmaktadir. Bu diren¢ genlerinin R-plazmiti,
transpozon ve integronlar ilizerinde bulunan gen kasetleri gibi hareketli (mobilize)
unsurlar lizerinde bulunmasi, antibiyotik direncinin uygun kosullarda ve uygun taxonlar
arasinda rahatlikla horizontal olarak nakline neden olmaktadir. Ayrica kromozomal
kaynakli kodlanabilir yapidaki diren¢ genleri jenerasyonlar arasi1 (vertikal)
nakledilebilmektedir. Sonugcta gevresel ve patojen bakteriler bir ya da daha fazla (¢oklu
bakteriyel direng=multidrug resistant bakteri) antibiyotige direngli olabilirler (Hall and
Collis 1995; Carottoli 2001; Schwartz et al. 2003; Kubilay vd 2005).

Kawanishi et al. (2005) Japonya’da yaptiklari bir ¢alismada, yogun kiiltiirii yapilan
Seriola cinsine ait baliklardan izole ettikleri L. garvieae bakterisinin genetik g¢esitliligini
ve mevcut antibakteriyel duyarhiligimi arastirmiglardir. 170 sus i¢in 14 farkhi
antibakteriyel ajamin minimum inhibitér konsantrasyonlar1 (MIK) belirlenmistir.
Suslarin yaklasik yaris1 eritromisin, linkomisin ve oksitetrasikline kars1 direngli
bulunmus ve bu direngli suslarin tamaminin erm(B) ve tet(S) direng genlerine sahip
olduklar1 saptanmistir. Calismada ayrica Seriola cinsi baliklardan son 15 yilda yaygin
olarak izole edilen L. garvieae’nin bu tii¢ antibiyotige direngli oldugu sonucuna

varilmistir.
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Walther et al. (2008) yaptiklart bir ¢alismada sigir siitiinden izole ettikleri 31 L.
garvieae ve 41 L. lactis susunun 17 antibiyotige karsi antibiyotik duyarliliklarini test
etmiglerdir. Calismada ayrica direngli suslardaki diren¢ genlerinin varligr microarray
teknigi ile ortaya koyulmaya c¢alisilmistir. Microarray sonucuna gore tespit edilen direng
genleri ayrica PZR ile amplifiye edilmis, niikleotit sekanslar1 belirlenmis ve sonuglar
aksesyon numaralar1 ile beraber genbank da depolanmistir. Suslarin ¢ogunlugu,
tetrasiklin, klindamisin, eritromisin, streptomisin ve nitrofurantoin antibiyotiklerine
karsi direngli bulunmuslardir. Tetrasiklin direngli Lactococcus suslarinda tet(M) ve
tet(S), eritromisin ve klindamisin direngli suslarda ise erm(B) direng genleri tespit
edilmistir. Ayrica normalde L. lactis suslarinda bulunan multidrug transporter (mdtA)

geni ilk defa L. garvieae suslarinda tespit edilmistir.

Aquilanti et al. (2007) yaptiklari bir ¢alismada tavuk ve domuz eti {iriinlerinden izole
ettikleri 123 antibiyotik direngli laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve diren¢ genleri
tespitini gerceklestirmislerdir. Bu caligsma ile gida zincirine bulasan antibiyotik direngli
apatojen mikrofloranin antibiyotik diren¢ genlerinin olusumunda ve yayiliminda ki rolii
arastirilmistir. Baskin tiir olarak Lactococcus garvieae’nin izole edildigi ¢ig ve islenmis
domuz ve tavuk eti iriinlerinden diger izole edilen bakteriler L. lactis ssp.,
Lactobacillus plantarum, L. salivarius, L. johnsonii, L. reuteri ve L. brevis olmustur.
Tet(M), tet(O), tet(K), erm(A), erm(B), erm(C), aac(6’) le aph (2) la, mecA ve blaZ
diren¢ genlerinden bir ya da daha fazlasinin PZR ile izole edildigi suslarda tet(M) ve
erm(B) genleri en sik tespit edilen direng genlerindendir. Ayrica 18 tet (+) sus ile ¢oklu
antibakteriyel direncin degerlendirildigi ¢alismada tet(M) + erm(B) ve tet(K) + erm(B)

en sik tespit edilen diren¢ geni modeli olarak bulunmustur.

Sucul ortam diren¢ genlerinin yayilimi i¢in ¢ok Onemlidir. Antibiyotik direngli
bakteriler sucul cevreye insan ve hayvansal kaynaklardan bulasirlar. Bu bakteriler
beraberinde diren¢ genlerini sucul ortamda bulunan ve insan ve hayvanlar i¢in patojen
ya da apatojen olan mikroorganizmalar arasinda yayarlar. Bunun disinda endiistriyel
kaynakli pek ¢ok antibiyotik sucul ¢evrede bulunmak suretiyle bu ekosistemi

degistirebilir. Antibiyotik ve direngli bakteri yiikiiniin sucul ortamda azaltilmasi i¢in
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Ozellikle; hastane atiklarinin ve yogun yetistiriciligin yapildig: ¢iftliklerde ki atik sularin
idaresi ve dezenfeksiyon islemlerinin optimize edilmesi gibi konularin iizerinde

durulmustur (Baquero et al. 2008).

Tetrasiklin direnci, sucul ortamda antibiyotik diren¢ genlerinin tespitine yoOnelik
calismalarda siklikla belirleyici olmustur. Sandalli et al. (2010) Dogu Karadeniz
Bolgesi’ndeki nehirlerden izole ettikleri Enterobacteriacea iiyesi bakterilerde tetrasiklin
direng genlerinin (tetA, tetB, tetC, tetD ve tetE) goriilme sikligini tespit etmeye
calismislardir. 52 tetrasiklin direncli bakterinin 8’inde tetA, 10’unda tetB ve 1’inde ise
her iki direng genini tespit etmislerdir. tetC, tetD ve tetE diren¢ genleri ise tespit
edilememistir. Arastirmacilar nehir sularinin insan saghigini risk altinda tutan

antibiyotik diren¢ genleri i¢in bir rezervuar olabilecegini bildirmislerdir.

Kim et al. (2004), Kore ve Japonya’da deniz suyu ve baliklardan izole edilen 151
tetrasiklin direngli bakteri suslarinda, bakteri ribozomal koruma proteinlerini (RPP)
kodlayan tetrasiklin direng genlerinin varligin1 aragtirmislardir. Cogunlugu Vibrio sp.,
Lactococcus garvieae, Photobacterium damsela ve isimlendirilmemis gram (+)
bakterilerden olusan suslarin 6nemli bir kisminda tet(M) ve tet(S) direng genleri tespit
edilebilmistir. Calisma sonunda baliklar ve deniz ortaminin tetrasiklin direng¢ genlerinin

yayiliminda 6nemli bir rezervuar olduklarini bildirilmistir.

Escherichia coli bakteriyolojik su Kkalitesinin belirlenmesinde indikatér olarak
kullanilan koliform grubu bakteridir. E. coli suslari, antibiyotik direncinin fenotipik ve
genotipik tespiti i¢in yapilan ¢alismalarda siklikla tercih edilmistir. Saenz et al. (2004)
yaptiklar1 bir ¢calismada, hayvansal gidalardan, hayvanlardan ve insanlardan izole edilen
¢oklu direngli (multiple antibiyotik resistant) 17 E. coli susunun antibiyotik direng
genlerini tespit etmeye calismislardir. Fenotipik olarak; ampisilin, nalidiksik asit,
kloramfenikol, streptomisin, tetrasiklin ve rifampine karsi direngli bulunan suslarda
genis antibiyotik diren¢ geni ¢esitliligi tespit edilmistir. PZR, PZR-RFLP ve sekans
metotlar1 ile tetrasiklin, aminoglikozit ve B-laktam grubu antibiyotiklere ait direng

genleri tespit edilmigtir. Ayrica suslarin ¢ogunda 1. ve 2. Sif integronlar, amino asit
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degisimleri ve nokta mutasyonlar tespit edilmistir. Calismanin bulgulari, ‘’normal
florada bulunabilen bu suslarda tespit edilen genis sayidaki diren¢ genleri, antibiyotik
direng¢ genlerinin farkli ekosistemlerdeki bakteriler arasinda yayilmasi i¢in anahtar rol

oynayabilir’’ goriistinii gecerli kilmustir.

Sutcliffe et al. (1996) yaptiklar1 bir ¢alismada bakterilerde eritromisin direncine sebep
olan 3 mekanizmadan s6z etmislerdir (efflux pump, eritromisin metilaz ve inaktive edici
enzimler). Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae,
Enterococcus faecalis ve Escherichia coli klinik ve referans suslarinda eritromisin
direncine yol agan direng genlerini arastirmislardir. Ozel PZR primerleri ile farkli direng
mekanizmalarimin ¢oklu (multiplex)-PZR teknigi ile ayirt edildigi ¢alismada, bakteri
suslarinin ¢ogunda birden fazla eritromisin diren¢ geni saptanmistir. Ayrica bu ¢alisma
ile ¢oklu PZR tekniginin diren¢ genlerinin saptanmasinda kullanigh bir metot oldugu,
hibridizasyon ve sekans caligmalar1 ile birlestirildiginde daha giiglii olabilecegi

sonucuna varilmistir.

Schmidt et al. (2001) gergeklestirdikleri bir diger ¢alismada ise Kuzey Avrupa’dan izole
ettikleri balik patojeni Aeromonas salmonicida’da bulunan direng plazmiti (R- plazmiti)
ile iligkili 1. Simif integronlar1 incelemislerdir. Calismada antibiyotik direngli 40
izolattan 26’sinda integronlar, ayrica 3 farkli dhfrl ve 1 ant(3) direng geni izole
etmislerdir. Calismada; plazmidler ile iligkili integronlarin kodladig: antibiyotik direng
genlerinin, antimikrobiyal direncin tiirler igerisinde horizontal olarak yayilmasina

olanak sagladig1 sonucuna ulasilmistir.

Tetrasiklinleri kodlayan diren¢ genleri bakteri tiirleri arasinda oldukca yaygindir.
Ozellikle birden fazla antibiyotige direng gosteren gram (-) ve (+) karakterli birgok
bakteri tiiriinde tespit edilmistir (Levy et al. 1999). Ng et al. (2001) gergeklestirdikleri
bir caligmada 14 farkli tetrasiklin direng genini tespit etmeye ¢alismislardir. Kombine
edilen spesifik primerler yardimi ile bakterilerde yaygin sekilde bulunan tet(A), tet®,
tet(G), tet(K), tet(L), tet(M), tet(O), tet(S), tetA(P), tet(Q), tet(X), tet(B), tet(C)ve tet(D)
direng genleri ¢oklu ve tekli (uniplex)-PZR metodu ile tespit edilmistir. Metisilin
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direngli 19 Staphylococcus aureus ve 25 Salmonella typhimurium klinik suslarinin
calisildigi denemede direng genlerinin cogunlugu tespit edilebilmistir. ki metot
karsilastirildiginda c¢oklu-PZR’nin digerine gore oOzellikle genis sayidaki suslarin
analizinde isgiici ve maliyet agisindan daha avantajli oldugu, salgin hastaliklarda
yapilacak incelemelerde ilave bir genetik metotla ¢ok daha kullanisli olacagi

vurgulanmugtir.

Boran et al. (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada, diinyada ilk kez kafes kiiltiiriine alinan
istavritlerin (Trachurus mediterraneus) periyodik muayeneleri esnasinda izole ettikleri
bakterilerin antibiyotik diren¢ profili analizlerini ger¢eklestirmislerdir. Aeromonas
hydrophila, Vibria spp., Chryseobacterium indologenes, Bulkholderia cepacia ve
Photobacterium damselae damselae gibi gram (-) karakterli deniz bakterilerinin, disk
diflizyon metoduna gore %50’den fazlasinin streptomisin, sulfametoksazol, gentamisin,
ve ampisilin antibiyotiklerine karsi direngli olduklari, florfenikol ve kloramfenikol
antibiyotiklerine kars1 ise c¢ok duyarli olduklar1 tespit edilmistir. Ayrica direng
genlerinin yayiliminin anlagilmasi igin; tetrasiklin, sulfanamid, B-laktam, aminoglikozid
ve kloramfenikol antibiyotiklerini kodlayan diren¢ genleri PZR metodu ile tespit
edilmeye calisilmistir. B-laktam (blargm-ots-4) ve tetrasiklin (tetB) direng genleri

calismada en yaygin tespit edilen genlerdir.

Van et al. (2008) yaptiklar1 bir calismada Vietnam’da marketlerde satilan ¢ig et, kiimes
hayvanlari, kabuklu deniz tiriinleri ve tavuk diskisindan izole edilen E. coli suslarinin
mevcut antibiyotik diren¢ ve viriilans genlerini arastirmislardir. Tim O6rneklerden
toplanan 99 E. coli suslarinin 15 antibiyotige karst duyarliliklart arastirilmistir. Suslarin
biiylik ¢ogunlugu 1 ya da daha fazla antibiyotige kars1 direncli, ayrica ¢oklu direncli
suslarin en az 3 farkli sinif antibiyotige direngli oldugu saptanmistir. En yiiksek oranda
direng tetrasiklin ve sulfafurazole karsi belirlenmistir. Antibiyograma goére coklu
dirence sahip olarak belirlenen 38 E. coli susunun ayrica antibiyotik direng ve viriilans
genleri PZR metodu ile arastirilmistir. B-laktam (TEM) ve tetrasiklin (tetA, tetB) direng
genlerinin en yogun tespit edildigi ¢caligmada ayrica streptomisin (aadA), kloramfenikol

(cmlA) ve sulfanamid (sull) direng genleri tespit edilmistir. Ayrica tiim suslar adhezin,
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toksin, kapsiil sentez, invaziv ve siderofores grubu 58 farkli virlilans gen ile test
edilmislerdir. Bu ¢alisma ¢ig gidalarda bulunan E. coli suslarinin direng ve viriilans

genleri i¢in 6nemli bir rezervuar olduklarini ispatlamistir.

Kav and Erganis (2008) yaptiklar1 ¢alismada, Konya yoresindeki Gokkusagi alabaligi
ciftliklerinden izole ettikleri L. garvieae suslariin antibiyotik duyarliliklarini tespit
ederek hastaliga karst en etkili antibiyotik tedavisini belirlemislerdir. 2002 ve 2004
yillar1 arasinda 6 ciftlikten 6rnekledikleri 180 hasta baliktan izole edilen suslara disk
difiizyon metodu ile antibiyogram testi uygulamislardir. Tiim bakteri suslari, penisilin
G, amoksisilin, ampisilin+sulbaktam, vankomisin, siprofloksasin, kloramfenikol,
florfenikol, eritromisin, oksitetrasiklin, sefoperazon ve novobiosine karst duyarl
bulunmuslardir. Sonug¢ olarak B-laktam antibiyotiklerin (penisilin G, ampisilin,
amoksisilin) ve eritromisinin bu hastaligin tedavisinde en uygun bilesikler oldugunu

bildirmislerdir.

Elliott and Facklam (1996) yaptiklari bir ¢aligmada L. garvieae, L. lactis ve diger
Lactococcus tiirlerinin antibiyotik duyarliliklarni ve MIiK degerlerini arastirmislardir.
Suslarin birgok antibiyotige karsi benzer hassasiyet gosterdikleri bu g¢aligmanin en
onemli ¢iktisi, L. garvieae’nin klindamisin direnci olmustur. Calisma sonucuna gore; L.
garvieae klindamisine direngli ve MIK degeri yiiksek bulunmustur. Bu o&zellik,
fenotipik olarak birbirine ¢ok benzeyen ve ayirt edilemeyen bu 2 susun ayiriminda

sonraki yillarda pratik olarak kullanilabilmistir.

Kubilay vd (2005) Tiirkiye’de yaptiklar1 bir ¢alismada, 9 farkli L. garvieae susunun
antibiyotik duyarliliklarin1 incelemislerdir. Antibiyotik duyarliligmmin disk difiizyon
teknigi ve epsilometrik (E test) sistemi ile ortaya koyuldugu calismada ayrica E testi ile
de eritromisin antibiyotigine ait MIC degerleri incelenmistir. Disk diflizyon ve E testi
sistemine gore suslar amoksisilin, ampisilin, enrofloksasin, vankomisin, tetrasiklin,
eritromisin, nitrofurantoin, sephalotin, sefoperazon, kloramfenikol ve spektinomisin
antibiyotiklerine duyarli, kanamisin sefuroksim, linkomisin, penisilin, siprofloksasin,

klindamisin, sulfametoksazol+trimetoprim, gentamisin, Kkolistin ve okzolinik asit
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antibiyotiklerine kars1 ise direngli bulunmuslardir. Ayrica E testine gore, L. garvieae
suslarmin eritromisine kars1 duyarl olduklar tespit edilip MiK degerleri 0,032-0,125

ug/mL arasinda tespit edilmistir.

Bir diger calismada iran’da bulunan Gokkusag: alabalig: ¢iftliklerinden izole edilen L.
garvieae suslarinin antibiyotik direngleri fenotipik olarak incelenmistir. 10 farkli
ciftlikten ve 250 siipheli baliktan izole edilen bakterilerin 52’si klasik biyokimyasal
testler ve PZR yoOntemi ile identifiye edilmistir. Genel olarak antibiyotik direncinin
yilksek  bulundugu calismada suslar; gentamisin, klindamisin, linkomisin,
siprofloksasin, bazitrasin, penisilin, doksasiklin oksitetrasiklin ve sefotaksime karsi
yiiksek oranda direngli, florfenikol ve eritromisine karsi ise duyarli bulunmustur. Ayrica
bolgede asirt antibiyotik kullanildigi ve giftgilerin ¢ogunun Lactococcosis salgininda
kullandiklar1 antibiyotiklerin ise yaramadigi bilgisini verdikleri ¢alismada, antibiyotik
direngli bakterilerin yayiliminin engellenmesi i¢in kullanimlarinin kisitlanmasi gerektigi

vurgulanmaktadir (Raissy and Ansari 2011).

Durmaz vd (2012) Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesi'nde Gokkusagi alabaligi
isletmelerinde ~ Flavobacterium  psychrophilum  etkeninin  epidemiyolojisini
arastirmiglardir. Calismada ayrica izole ettikleri bakterilerin antibiyotik duyarliliklarini
aragtirmiglardir. Arastirma bulgulari olarak bakterilerin neomisin, eritromisin, ampisilin
ve kanamisin antibiyotiklerine kars1 duyarli, oksitetrasiklin ve enrofloksasine karsi ise

duyarli olduklar1 belirlenmistir.

Schmidt et al. (2000) gerceklestirdikleri bir ¢alismada, Danimarka’da 4 farkli balik
ciftliginden, sediment ve sudan izole edilen Onemli sucul patojenlerin antibiyotik
duyarhiliklarim1  arastirmiglardir.  Bir  yillik  arastirma sonucu izole ettikleri
Flavobacterium psychrophilum, Yersinia ruckeri, ve hareketli Aeromonas suslarinin
iilkede en yogun kullanilan 5 farkli antibiyotige karsi duyarliliklarini tespit etmeye
calistiklar1 calismada, Flavobacterium psychrophilum suslarmin duyarliliklarinda
onemli derecede azalma tespit edilirken, Yersinia ruckeri suslarinin ise ¢ogu

antibakteriyel ajana kars1 duyarli oldugunu bildirmislerdir.
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Antibiyotik kullanimmin tamamen engellenmesi durumunda antimikrobiyal direncin
olup olmayacagi kesin olarak bilinmemektedir. Bununla beraber direng plazmiti tagimak
enerji gerektirdigi i¢in bakteriler ortamda antibiyotik bulunmadiginda ya da besin
eksikliginin goriildigii ortamda plazmitini kaybedecegi bildirilmistir (Griffits et al.
1990). Korun et al. (2013) Ege Bolgesi’'nde yetistiriciligi yapilan levreklerden izole
edilen Vibrio alginolyticus suslarinin antibiyotik direnci ve plazmit profillerini
arastirmislardir. iki farkli sicaklikta gerceklestirilen duyarlilik testlerinin sonuglar1 farkls
olmakla beraber, suslar genel olarak kanamisine duyarli ampisilin, bazitrasin ve
streptomisine karsi direngli bulunmustur. Ayrica suslarin her birinin 24-58kb

biiyiikliigiinde 2 ve 3’er adet direng plazmiti tasidiklart tespit edilmistir.

Maki et al. (2008), 1999-2006 yillar1 arasinda Japonya’da baliklardan izole ettikleri 146
L. garvieae susuna kars1 15 farkli antibiyotigin MIK degerlerini belirlemislerdir. Test
edilen bakteri suglarinin 46’s1 eritromisin, linkomisin ve tetrasikline karsi yiiksek
diizeyde direngli bulunmustur. Bu suslarin 12’sinin transfer olabilir direng¢ plazmiti
tagidiklar1 konjugasyon denemeleri ve southern hibridizasyon metotlar1 ile ortaya
konmustur. Bu calisma ile arastirmacilar, eritromisin, linkomisin ve tetrasiklini
kodlayan R-plazmitlerinin, bakterinin izolasyon yilina ve yerine bakilmaksizin genis

yayilim gosterdikleri ve korunduklarini ortaya ¢ikarmislardir.

Guglielmetti et al. (2009) gerceklestirdikleri bir ¢alismada, balik sindirim siteminden
elde edilen L. lactis bakterisinin barindirdigi tetrasiklin (tetS) diren¢ geninin balik
patojeni L. garvieae’den bir gida patojeni olan Listeria monocytogenes’e transferini
arastirmiglardir. Calismada oOnce tetrasiklin  diren¢ genini tasiyan plazmit
elektroporasyon yolu ile L. garvieae’ye transfer edilmis, sonrasinda bu gen transformat
bakteriden konjugasyon ile 3 farkli L. monocytogenes bakterisine aktarilmistir. Balik
patojeninde bulunan antibiyotik diren¢ plazmitinin gida patojenine tasinabildigini
kanitlayan bu ilk rapor, balik sindirim sistemi bakterisinde bulunan antibiyotik direng

genlerinin balik ve insan patojenlerine yayilimi agisindan risk tasidiklarini ispatlamistir.
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Streptococcus cinsine ait bakterilerde plazmit varligr ilk defa 1972’de rapor edilmistir
(Courvalin et al. 1972). Bu grup bakterilerden plazmit izolasyonunun giicliigiinden,
yiiksek devirli santrifiij gereksinimi, zaman ve masrafli olusundan s6z edilmistir. Ayrica
kromozomal DNA’nin yeterince uzaklastirilamayisi, RNA kalintis1 ve yetersiz hiicre
lizizi 6nemli problemlerdendir. Leblanc and Lee (1979) gelistirdikleri protokol ile
Streptococcus cinsi bakterilerden kisa siirede ve ekonomik plazmit izolasyonunu
gelistirmisler ve bu yontemi rutin hale getirmislerdir. Giiniimlizde ise bu ¢alisma
genelde ticari kitler araciligi ile yapilmakta olup bazi patojenler igin geleneksel

metotlarla birlestirilmektedir.

Yu et al. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada antibiyotik direng plazmiti ile baliklardaki
virulanslik arasindaki iliskiyi ortaya koymaya c¢alismiglardir. Pisi baliklarindan izole
edilen Edwardsiella tarda bakteri susunun antibiyotik direnci ve plazmit varhigin
ortaya koyduklar1 ¢alismalarinda 70 kb biiyiikliigiinde plazmite sahip bakteri susu ile
plazmit tagimayan bakteri susunu i.p. yolla pisi baliklarina esit miktarda vererek hayatta
kalma oranlarini belirlemislerdir. Calisma sonunda plazmit tasiyan E. tarda susu ile

enfekte baliklardaki yasam oraninin digerine gore ¢cok daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

Terzi (2013) Rize ve Trabzon illerinde bulunan bazi alabalik isletmelerinde su, sediment
ve baliklardan izole edilen bakterilerde antibiyotik direnci ve diren¢ genlerinin varligini
arastirmiglardir. Baliklardan izole edilen bakterilerde en yiiksek diren¢ sulfametaksazol,
imipenem ve aztreonema karsi bulunurken, ampC, cmlA, blarem, tetD, blactx-m en
yogun tespit edilen diren¢ genleri olmustur. Ayrica su ve sedimentten izole edilen
bakterilerin %30, balik patojenlerinin ise %12’sinden 2-10kb molekiil biyiikliigiinde

plazmit tespit edilmistir.

Rhodes et al. (2000) gergeklestirdikleri bir g¢alismada, hastane ve sucul ortamlardan
izole edilen Aeromonas izolatlar1 arasindaki oksitetrasiklin direngli plazmitlerin
dagilimini arastirmislardir. TetA, tetB ve tetG direng belirleyicilerinin tespit edilmeye

calisildig1 caligmada sadece tetA direng geni plazmitler iizerinde tespit edilebilmistir.
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Ayrica ECORI kesici enzimi ile muamele gdren plazmitler 5,5kb boyutunda birbirlerine

benzer fragment desenleri olusturmustur.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada kullanilan bakterilerin kaynagi

Deneysel enfeksiyonlarda kullanilan bakteri suslarindan biri (Lgper) Gokkusagi
alabalig1 yetistiriciligi yapilan kafes isletmelerinin birinden (Persembe/Ordu) izole
edilmistir (Tiire vd 2012). Digeri ise 1974 yilinda Japonya’da sarikuyruk baliklarindan
izole edilen ATCC 49156 referans susudur (Ksuda et al. 1991). ATCC 49156 susu
KTU, Deniz Bilimleri Fakiiltesi, Balikgilik Teknolojisi Miihendisligi Béliimii,
Molekiiler Biyoloji Laboratuarindan temin edilmistir. Tiim c¢alismalarda kullanilan
toplam 30 L. garvieae susunun isim, kaynak ve orijinleri Cizelge 3.1’de belirtilmistir.
Tim suslar ¢alisma Oncesi -80°C’de %15 gliserol igeren NB (Merck) igerisinde

saklanmaktadir.

3.1.2. Calismada kullamlan bahklarin kaynag:

Enfeksiyon denemelerinde kullanilan 720 adet Gokkusagi alabaligit ve 240 adet
Karadeniz alabaligi iki farkli 6zel isletmeden (Trabzon) temin edilmistir. Yine
denemelerde kullanilan 240 adet kalkan baligi ve 360 adet deniz levregi, Trabzon Su
Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii (SUMAE) kulugkahanesinden temin
edilmistir. Alabaliklarin timii ayn1 doneme ait (ortalama 9 aylik) olup ortalama
Gokkusagr alabaliklart 8,64+0.073cm boy ve 7,39+0,231gr agirliginda, Karadeniz
alabaliklart ise 12,47+0,278cm boy ve 19,45+1,453gr agirhgmdadir (ortalama+standart
hata). Karadeniz alabaliklar1 ile karsilastirilmast yapilan ikinci grup Gokkusagi
alabaliklar1 (G2) i1se 12,45+0,195cm boy ve 24,17+1,162gr agirhgindadir. Kalkan
baliklar1 ise 220 giinliik olup 10,55+0,09cm boy ve 17,21+0,49gr agirligindadir.
Levrekler ile yapilan denemelerde ise iki farkli boy balik kullanilmis olup, 1. Grup;
10,88+0,109cm boy ve 13,14+0,364gr agirliginda, 2. Grup ise; 8,49+0,143cm boy ve
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6,63+0,316gr agirligindadir. Denemelerde kullanilan baliklarin  saglik kontrolleri

yapilmis olup, deney Oncesinde baliklarda toplu 6liim, anomali veya Lactococcosis’e

kars1 asilama gibi olumsuzluklar kaydedilmemistir.

Cizelge 3.1. Lactococcus garvieae suslar1 ve menseileri

Izolat Kaynak Orijin Yil
1 673-5 Gokkusagi Glimiighane 2008
2 K9 Gokkusagi Glimiighane 2009
3 Ard 30 Gokkusagi Rize 2007
4 Siderl7 Gokkusagi Rize 2008
5 Iyi Sfk. Gokkusag: Rize 2009
6 225-1 Gokkusagi Artvin 2008
7 Serl14 Gokkusagi Trabzon 2009
8 Trb. Gokkusagi Trabzon 2011
9 235-16 Gokkusagi [zmir 2009
10 Mug 1 Gokkusagi Mugla 2002
11 Mug 2 Gokkusagi Mugla 2002
12 Lgper Gokkusagi Ordu 2011
13 M 300 Kegi peyniri  talya 2001
14 G-27 Sigir siitii Italya 2003
15 PP60 Gokkusagi Italya 2004
16 2398 Gokkusagi Fransa 1998
17 1684 Gokkusagi Ispanya 1997
18 164 A/03 Gokkusagi Ispanya 2000
19 532 Gokkusagi Ispanya 2001
20 ATCC 49156 Sarikuyruk Japonya 1974
21 Akoluk Gokkusagi Trabzon 2012
22 399-18 Gokkusagi Artvin 2008
23 O. Eskit Gokkusagi Rize 2008
24 671-14 Gokkusagi Glimiighane 2008
25 Mug 3 Gokkusagi Mugla 2003
26 A-58 Gokkusagi Italya 2002
27 FTPI Gokkusagi Ispanya 2001
28 498 Gokkusagi Ispanya 2001
29 8053 Gokkusagi Ispanya 2000
30 L. lactis Sigir siitii Akdeniz 2005
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3.1.3. Deneme tanklarimin hazirlanmasi

Tiim deneysel enfeksiyonlar, SUMAE’ye ait kalkan f{iretim tesisinde, yetistiricilik
tinitelerinden izole edilmis bir ortamda 120 litrelik (200 litre kapasiteli) 52 ayr1 deneme
tankinda gergeklestirilmistir. Denemelerde kullanilacak tiim baliklar 20 giin siireyle
adaptasyona alinmistir. Adaptasyon doneminde baliklarda hi¢ 6liim olmazken, bu
donemin sonunda yapilan bakteriyel ve parazit muayenede herhangi bir patojene
rastlanilmamistir. Tanklara gelen su ozon flnitesinden gegmekte ve ¢ikis suyuda
hipoklorid iinitesinden gectikten sonra denize verilmektedir. Rasgele segilen baliklardan
her tanka, her bir deneme igin ilgili balik tiirlinden 30’ar adet yerlestirilerek toplam
1560 adet balik kullanilmigtir (Sekil 3.1). Yapilan dl¢timlerde su sicakligi, oksijen, pH,
tankin giinliik su degisimi ve tuzluluk (refraktometre ile) miktarlar1 denemenin tiiriine
gore Cizelge 3.2°de belirtilmistir. Tanklara gelen su miktar1 ortalama tiim denemeler
icin 1lt/dakikadir. Deneme siiresince tiim baliklar, kendi tliriine ait ticari yemler ile

giinde 2 kez yemlenmislerdir.

Cizelge 3.2. Denemelerin yapildig: tanklardaki su parametreleri

Balik tiirii Sicaklik Oksijen Ph Su Tuzluluk
(£0,5°C) mg/l degisimi/giin /1000

Gokkusagi 16 7,3 8,2 12 18

alabalig1

Kalkan 14 79 8,1 12 18

Karadeniz 12 8,4 8,2 12 18

alabalig

Gokkusagi 12 8,4 8,2 12 18

alabalig1 (G-2)

Deniz levregi 17 ve 24 8,1 8,2 12 18
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Sekil 3.1. Deneme iinitesinin gériiniimii
A: Gokkusag alabaligi, B: Karadeniz alabaligi, C: kalkan baligi, D: levrek, E ve F: denemelerin yapildig:
tanklar
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3.2. Metot

3.2.1. Deneysel enfeksiyonlar

3.2.1.a. Enfeksiyon protokolii

Deneysel enfeksiyonlarin 6ncesinde, kullanilacak bakteri suslarinin (Lgper ve ATCC)
on kiilttirleri yapilarak safliklar1 kontrol edilmistir. Bu amagcla bakteriler; TSA (Merck)
tizerine ekimleri yapilarak 30°C’de 48 saat inkubasyona birakilarak kontrol
edilmislerdir. Ardindan bu iki susu enfeksiyon i¢in aktif hale getirmek i¢in, bir grup
Gokkusagr alabaligi bu bakteriler ile ayr1 ayr1 enfekte edilmis ve bakteriler baliklardan

geri izole edilmistir.

Deneme Oncesi, bakteri susunun (Lgper) balik tiirlerindeki (Gokkusagi alabaligi, kalkan
ve levrek) letal doz 50 (LD50) degerleri Probit metodu ile hesaplanmistir (Finney
1971). Bu amagla her balik tiirii i¢in {i¢ ayr1 tanka yerlestirilen 10’ar baliga ti¢ farkli
dozda (yaklasik 2x10%, 2x10° ve 2x10° bakteri (Lgper susu) intra peritonal (i.p.) yolla
verilerek yaklagik deger bulunmustur. Bu deger Gokkusagi alabaliklart i¢in 16°C’lik su
sicakliginda yaklagik 2x10°cfu balik™/7 giin olarak belirlenmistir. Kalkan ve levreklerde
6lim olmadigindan LD50 degeri hesaplanamamistir. Koloni olusturan bakteri
(kob=cfu); seri diliisyonlar1 yapilan bakterinin TSA {izerinde sayilmasi ile
gergeklestirilmistir. Bu amagla bakteri 6nce NB igerisinde 30°C’de 18 saat calkalamali
inkubatorde (Sanyo) cogaltilmistir. Ardindan santriflij edilerek steril Posfat Buffer
Saline (PBS) yardimui ile besi yerinden arindirilmistir. PBS ile sulandirilan bakteri farkl
diliisyonlarda TSA iizerinde sayilarak cfu’su hesaplanmis ve enfeksiyon denemelerinde

kullanilmistir (Arda 1985; Altinok et al. 2001).

Tiim deneysel enfeksiyonlar, her birinde 30 balik olan 120 litrelik tanklarda, 2
enfeksiyon tipi (intra peritonal ve immersiyon), 3 tekerriir ve birer kontrol olacak
sekilde planlanmistir. I.p. enfeksiyon tipinde; baliklar anestezi ile (benzocain,

50ppm/1min) sakinlestirildikten sonra her bir baligin karin bosluguna (anal yiizgecin 6n
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tarafindan) 0,1 ml bakteri slispansiyonundan enjekte edilmistir. Kontrol gruplarma ayni
miktarda steril % 0,85 NaCl enjekte edilmistir. Immersiyon=daldirma (imm.)
enfeksiyon tipinde ise; hava ile desteklenen tanklarin su akist kesilip miktar1 50 litreye
diisiiriildiikten sonra 100 ml’lik bakteri soliisyonu tanka boca edilmis ve baliklar bu
sekilde 5 saat bakteriye maruz birakildiktan sonra tekrar sular1 verilmistir (King et al.

2001; Algoet et al. 2009; Isidan 2010).
3.2.1.b. Gokkusag alabaliklari ile yapilan deneysel enfeksiyon

Bu calisma, bir Lactococcosis salginindan izole edilen LgPer isimli susun virulansligini
belirlemek ve referans (ATCC 49156) sus ile aralarindaki patojenite farkliligini tespit

etmek amaci ile yapilmistir.

Deneysel enfeksiyon 30 giin siiresince, 3x3x2 (2 bakteri susu + kontrol x tekerriir x
enfeksiyon tipi) seklinde gergeklestirilmistir (Sekil 3.2). Deneyde baliklara, i.p. yol ile
2x107cfu/balik (0,1ml), imm. Yol ile ise 4x10°cfu/ml su olacak sekilde L. garvieae
ATCC 49156 ve yine ayn1 miktarda Lgper suslar1 verilmistir.

follaloloan
HOOOOE

Sekil 3.2. Gokkusag alabaliklari ile yapilan denemenin tank dizayni
K: kontrol, P: Lgper susu, A: ATCC susu, i.p: intra peritonal, imm: immersiyon
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3.2.1.c. iKki tiir arasindaki direnc farkhihginin belirlenmesi

Bu calismanin amaci; son yillarda yetistiriciligi artan Karadeniz alabaliklarinin
Lactococcosis’e karst duyarliligimi belirlemek ve Gokkusagi alabaliklar ile direng
farkliliklarin1 deneysel enfeksiyon diizeyinde ortaya koymaktir. Denemede smolt boy
(salmon tiirti baliklarin bazi fizyolojik degisimler gegirdigi, tatl sulardan denize gecis
oncesi gelisim siireci donemi) Karadeniz alas1 kullanilmistir. Patojen olarak L. garvieae
(ATCC 49156) referans susu kullanilmistir. Deneysel enfeksiyonlar, 2x3x2x2 (1
bakteri+kontrol x tekerriir x enfeksiyon tipi x balik tiirii) seklinde gergeklestirilmistir.
Deneysel enfeksiyonda, ip. enjeksiyon i¢in 5x10°cfu/balik (0,1ml), imm. Yoluyla

enfeksiyon i¢in ise 4x10°cfu/ml su miktarinda bakteri kullanilmistir.

3.2.1.d. Kalkan baliklarinda enfeksiyon denemesi

Bu calisgmanin amaci; daha 6nce bu tiirde izolasyonu bildirilmemis olan L. garvieae
enfeksiyonun, kalkan baliklarindaki patojenite durumunu ortaya koymaktir. Bu amagla
L. garvieae (ATCC 49156) referans susu ile deneysel enfeksiyon gergeklestirilmistir.
Deney 30 giin boyunca ve 2x3x2 (1 bakteritkontrol x tekerriir x enfeksiyon tipi)
seklinde gergeklestirilmistir. Deneysel enfeksiyonda, i.p. enjeksiyon i¢in 2x10%cfu/bahik
(0,Aml), imm. Yoluyla enfeksiyon i¢in ise 8x10°cfu/ml su miktarinda bakteri

kullanilmistir.

3.2.1.e. Levreklerde enfeksiyon denemesi

Bu deneme, alabaliklardan sonra iilkemizde en c¢ok yetistiriciligi yapilan deniz
levreginin L. garvieae’ye karsi duyarliliginin tespiti amaci ile yapilmistir. Referans
susun kullanildig1 ¢alisma, iki farkli balik boyu ve iki farkli sicaklikta 30 giin siiresince
gerceklestirilmistir. Biiylik boy baliklarmn i.p. ve imm., kiiglik boy baliklarin ise sadece
imm. Olarak enfekte edildigi calisma, 15 giin 17+0,5°C’de siirdiiriiliirken sicaklik
23+0,5°C’ye ¢ikarilmis (ortalama giinde 1°C) ve 15 giinde bu sekilde siirdiriilmiistiir.
Deneysel enfeksiyonda, i.p. enjeksiyon icin 4,8x10%fu/balik (0,Iml), imm. Yoluyla
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gerceklestirilen enfeksiyon denemesi icin ise 1,7x10°cfu/ml su miktarinda bakteri

kullanilmistir.

3.2.1.f. Bakterinin geri izole edilmesi

Deneysel enfeksiyonlarin 2. giiniinden itibaren 6len baliklar tank numaralarina gore not
edilmis ve hastalikla iliskili mortalite (HIM)’yi hesaplamak icin L. garvieae geri izole
edilmeye calisilmigtir. Baliklarin 6n bobrek ve karacigerlerinden TSA’ya ekimleri
yapilarak aerobik sartlarda 25-30°C°de 24-48 saat inkube edilmistir. Inkubasyon
sonunda lireme goriilen besi yerlerindeki koloniler saflastirilmis, saf kolonilerin gram
boyama, hareket, oksidaz, katalaz, oksidasyon fermentasyon (O/F), glukoz, laktoz ve
sukroz fermentasyonu ve Pyrrolidonyl Arylamidaz (PYR) enzim aktivitesi gibi temel
ozelliklerine bakilarak bakteri identifiye edilmeye calisilmistir. Oksidaz testi igin
(Microbiology Bactident Oxidase, Merck)’den yararlanilmistir. TSA’da {ireyen
bakterilerden steril 6ze yardimi ile saf koloni alinarak serum fizyolojik ile 1slatilmis test
kagitlarina yayilmig ve 30 saniye igerisinde kagit yiizeyinde renk degisimine
bakilmistir. Katalaz testi i¢in TSA’da {iremis taze koloniden steril 6ze yardim ile alinan
bir 6ze dolusu bakteri temiz bir lam iizerine damlatilmis bir damla %3’liik hidrojen
peroksit iizerine yayilarak gerceklestirilmistir. Oksidasyon ve fermantasyon testleri O/F
basal medyum (Becton Dickenson, BBG) talimatlarina uygun olarak hazirlanarak
yapilmistir. Sukroz, maltoz ve glukoz testleri TSI (Triple Sugar Iron Agar, Merck)
tiretici firma talimatina uygun olarak hazirlanmis ve gerceklestirilmistir. PYR aktivite
testi ise koklarin kendi aralarindaki ayrimi agisindan 6nemli bir test olup hazir test kiti
ile (Biochemical identification System, 0xoid) iiretici firma talimatlarina uygun sekilde

yapilmistir (Cagirgan 2004) .

Kesin teshis i¢in ayrica polimerize zincir reaksiyonu (PZR)’ndan yararlanilmistir. Bu
amagla her tanktan Glen bir grup balik ile galisildi. Calismada L. garvieae igin dizayn
edilen 1100 baz ¢ift (bp)’lik pLg-1 (5-CATAACAATGAGAATCGC-3) ve pLg-2 (5-
GCACCCTCGCGGGTTG-3) primerleri kullanilarak bakterilerin 16S rRNA gen
bolgeleri Thermal Cycler (Biorad, PTC-200) yardimiyla ¢ogaltildi. Primer se¢imi ve
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PZR sartlar1 Zlotkin et al. (1998) esas alinarak gerceklestirilmistir. PZR isleminden
sonra Ornekler 1x TBE tampon sisteminde %1,2’lik agaroz jelde yiiriitiilmiis, daha sonra
etidium bromiir (1mg/100ul) ile boyanarak jel goriintiileri jel goriintiileme sistemine

(Kodak Gel Logic 200) aktarildiktan sonra analiz edilmistir.

3.2.1.g. Istatistik analizi

Zamana gore enfeksiyon denemelerinin sonunda (1. ve 2. deneme), her bir deneme
grubu icerisinde kiimiilatif mortalite farkliliklarini istatistiksel olarak izah edilmesi
amaciyla Kaplan-Meier survival analiz yontemi uygulandi (% 99 giiven araliginda,
p<0,01). Tum istatistiksel testler SPSS (version 11,5) paket program kullanilarak

degerlendirilmistir. P degeri <0,01 ise iki grup arasindaki fark anlamli kabul edilmistir.

3.2.2. Antibiyotik direnci

3.2.2.a. Antibiyogram testi

Farkli cografik alanlardan ve kaynaklardan izole edilmis 29 L. garvieae ve 1 L. lactis
susuna, antimikrobiyal hassasiyetlerini belirlemek ve suslar arasindaki antibiyotik
direng farkliliklarini tespit etmek amaciyla gesitli antibiyotikler ile disk difiizyon testi
(Kirby-Bauer yontemi) uygulanmistir. Bu amagla ticari antibiyotik diskleri; ampisilin 5,
florfenikol 30, enrofloksasin 5, eritromisin 15, amoksisilin 10, oksitetrasiklin 30,
penisilin G 10U, gentamisin 10, trimetoprim+sulfametoksazol 25 ve tetrasiklin 30 (ug/

disk, oxoid) kullanilmastir.

Ozetle; bakteri suslar1 ayr1 ayr1 TSA’da saf olarak iiretilmistir. Sonrasinda herbirinden
steril 6ze yardimi ile birkac koloni alinarak, 300 pl serum fizyolojik icerisinde bakteri
bulaniklig1 ayn1 olacak sekilde (yaklasik Mc Farland 0,5 bulanikligi) ayr1 ayr1 bakteri
stispansiyonu hazirlanmistir. Bu bakteri slispansiyonlarindan 0,1 ml alinarak Mueller
Hinton Agar (MHA, oxoid) iizerine steril ekiivyon yardimiyla iyice yayilmis ve steril

kabin igerisinde 5 dakika beklenerek petrilerin kurumasi saglanmistir. Daha sonra agar
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yiizeyine, 6 mm capindaki ticari antibiyotik emdirilmis diskler steril pens yardimi ile
esit mesafede yerlestirilerek 30°C’de 48 saat inkubasyona birakilmistir. inkubasyon
sonunda olusan zon ¢aplar1 hassas cetvel ile Olclilerek, sonuglar suslar icin hassas (S),
direngli ve kararsiz (I) seklinde kaydedilmistir (Kawanishi et al. 2005; Kubilay vd
2005; Kav and Erganis 2008). Testin yapilist ve sonuglarin degerlendirilmesi Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Kurumu (CLSI 2011) verilerine gore gergeklestirilmistir.

3.2.2.b. Cogul antibiyotik diren¢ (MAR) indeksi

Tim L. garvieae suslarmin ¢ogul antibiyotik direng (MAR) indeks degerleri
hesaplanmistir. Suslarin tek tek MAR degerleri hesaplanirken;

MAR= Susun direngli oldugu antibiyotik sayisi / Test edilen toplam antibiyotik,

formiilii kullanilmistir. MAR indeks degeri 0,2’den biiyiik ise 6rneklerin izole edildigi
ortamin kirlilige maruz kaldigin1 ve yiiksek risk igerdigini gosterir. 0,2 degerine esit
yada kiiciik ise suslarin izole edildigi ortamlar antibiyotik kullanimi agisindan temiz

yada az risklidir seklinde yorumlanabilir (Krumperman 1983).

3.2.2.c. Direng genlerinin tespiti icin DNA izolasyonu

Direng genlerinin tespiti icin PZR isleminde kullanilmak iizere 6nce tiim suslarin
genomik DNA’lar1 elde edilmistir. Bu amacla, QIAamp DNA Mini Kit, (Qiagen) hazir
ticari kiti kullanilmistir. Ekstraksiyon islemi tiretici firma talimatlarma uygun (gram +
bakteriden DNA izolasyonu protokolii) gergeklestirilmistir. Toplam 30 adet bakteri
DNA o6rnegi Spl miktarinda %1 agaroz jele yiiklenerek 1XxTBE (Tris-Borik-Edta) bafir
icerisinde 100 voltta 30 dakika yiiriitiilmiis ve UV transimilatoriinde (Biostep, DH
32/30) varligi ve kalitesi degerlendirilmistir. Ayrica elde edilen DNA’larin 260 ve 280
nm’deki absorbanslar1 ve Ajgos0 oranlart nanodrop cihazi ile dlgiilerek DNA kalitesi ve

kontaminasyon olup olmadigi kontrol edilmistir (Niikleik asid analizer, Osheng, China).
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Bu deger ortalama 1,8 olup ortalama DNA miktar1 80 ng/ul olarak tespit edilmistir. Elde
edilen DNA’lar PZR islemine geg¢ilinceye kadar -20°C’de saklanmustir.

3.2.2.d. Antibiyotik diren¢ genlerinin varh@inin tespiti

Antibiyotik diren¢ genlerinin tespiti PZR islemi ile gergeklestirilmistir. Bu amacla
spesifik primerler yardimi ile bakteri suslarinin ilgili gen bolgeleri ayr1 ayri
cogaltilmistir. Bu amagla; eritromisin igin (ereA ve ereB), tetrasiklin ve oksitetrasiklin
icin (tetS, tetB), sulfanamid i¢in (Sull, Sulll), beta-laktam grubu (penisilin, ampisilin ve
amoksisilin) i¢in (blaTEM, blaPSE ve AmpC), aminoglikozit (gentamisin) igin (aadA),
trimetoprim i¢in (dhfrl) ve florfenikol i¢in (FIoR, cmlA) hedef gen bolgeleri spesifik

primerler ile ¢ogaltilmistir.

DNA’nin amplifikasyonu her bir 6rnek DNA’s1 ile birlikte toplam 25 pl’lik PZR
hacminde gergeklestirilmistir. Buz {izerinde hazirlanan bu karisim igerigi Cizelge 3.3’de
Ozetlenmistir. Antibiyotik diren¢ genlerinin tespiti icin kullanilan primerlerin baz
dizilimleri, antibiyotikleri kodlayan gen bolgeleri, iiriin boylar1 ve baglanma sicakliklari

Cizelge 3.4’de belirtilmistir.

Cizelge 3.3. DNA’nin amplifikasyonu i¢in belirlenen PZR bilesenleri ve miktarlari

PZR Bilesenleri Miktar

2X Master Mix (50U/ ml Taq DNA polymerase, 400pl  12,5ul
dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 1,5 Mm MgCl,, Qiagen )

Ileri Primer 1ul (100 ng)
Geri Primer 1ul (100 ng)
DNA 1-2ul
Distile su 9,5ul
Toplam 25ul

On denemelerde kaliteli goriintii veren PZR fiiriinii, ilgili gen bdlgesi ile yapilan sonraki

caligmalarda pozitif kontrol olarak, 6rnek DNA’s1 igermeyen karisim ise negatif kontrol
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olarak kullamilmistir. Orneklerin ilgili gen bolgelerinin gogaltilmast Thermal Cycler
(Sensquest, Germany) cihaz1 ile yapilmistir. 94°C’de 3 dakikalik baslangig
denaturasyon igleminin ardindan dongiilere gegilmistir. Dongii igerisinde 94°C’de 30
saniyelik denaturasyon, 38-60°C’de 30 saniye annealing (baglanma) ve 72°C’de 45
saniye extension (uzama) islemi uygulanmistir. 35 dongii sonrasinda 72°C’de 10 dakika
final uzama ile islem tamamlanmistir. Optimum PZR sartlar1 i¢in, primerlerin dizayn
edildigi literatiirlerden yararlanilmis, ayrica her biri ayr1 ayr1 optimize edilmeye
calisilmistir. PZR sonrasi, 10 pl iirlin ve 2 pl yiikleme tamponu (loding 6X, Invitrogen)
karigimi, 10 ul/100 ml etidium bromide ilaveli %1,2’lik agaroz jele yiiklenerek 1x TBE
tampon sisteminde (100 Volt, 45 dK) yiiriitiilmiistiir. Uriin boyunu belirlemek amaci ile
molekiil agirhik standardi olarak DNA 100 bp marker (Bio Basic, Kanada)
kullanilmistir. Daha sonra jel, goriintiileme sistemine aktarildiktan sonra analiz edilmis

ve sonuglar fotograflanarak kaydedilmistir.



Cizelge 3.4. Direng genlerinin tespitinde kullanilan primerler ve PZR sartlar

Primer Sekans (5'-3) Hedef Uriin Kaynaklar Baglanma
Gen Boyu sicakligi

ereA-F AACACCCTGAACCCAAGGGACG Ounissi and Courvalin 1985
ereA-R CTTCACATCCGGATTCGCTCGA ereA 420 59
ereB-F AGAAATGGAGGTTCATACTTACCA
ereB-R CATATAATCATCACCAATGGCA ereB 546 Arthur et al. 1986 52
tetS-F ATCAAGATATTAAGGAC
tetS-R TTCTCTATGTGGTAATC tetS 590 Charpentier et al. 1993 38
TetB-F TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG
TetB-R GTAATGGGCCAATAACACCG tetB 659 Ng et al. 2001 53
Sull F CGGCGTGGGCTACCTGAACG
Sull R GCCGATCGCGTGAAGTTCCG sull 433 60
Sulll F GCGCTCAAGGCAGATGGCATT Kerm et al. 2002
Sulll R GCGTTTGATACCGGCACCCGT sulll 293 59
TEM OT-F ATGAGTATTCAACATTTCCG
TEM OT-R CAATGCTTAATCAGTGAGG blaTEM 859 Olesen et al. 2004 45
PSE1F CGCTTCCCGTTAACAAGTAC
PSE1R CTGGTTCATTTCAGATAGCG blaPSE 465 Boran et al. 2013 50
AmpC-F TTCTATCAAMACTGGCARCC
AmpC-R CCYTTTTATGTACCCAYGA ampC 550 Schwartz et al. 2003 49
dhfrl-F CTGATATTCCATGGAGTGCCA
dhfrl R CGTTGCTGCCACTTGTTAACC dhfrl 433 Schmidt et al. 2001 57

%



Cizelge 3.4. (devam)

46lor-F TATCTCCCTGTCGTTCCAG foR

46lor-R AGAACTCGCCGATCAATG 0 399 50,5
aadA-F TGATTTGCTGGTTACGGTGAC Van et al. 2008

aadA-R CGCTATGTTCTCTTGCTTTTG aadA 284 52
cmlA-F TGTCATTTACGGCATACTCG

cmlA-R ATCAGGCATCCCATTCCCAT cmlA 455 Saenz et al. 2004 53

1%
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3.2.3. Plazmit profili

3.2.3.a. Plazmit DNA izolasyonu ve goriintillenmesi

Bakterilerden plazmit DNA izolasyonu QIlAprep Plasmid DNA Mini Kit (Qiagen) ile
gergeklestirilmistir. Kitte bahsedilen protokol, geleneksel metot ile zenginlestirilmistir
(Anderson and Mc Kay 1983). Kisaca, stoktan alinan bakteriler %1 NaCl ilaveli NB’de
1 gece ¢cogaltilmig ardindan santrifiij edilerek bakteri peleti elde edilmistir. Pelet tizerine
200 pl lizozim (20 mg/ml) eklenerek 37°C’de 30 dakika bekletilmistir. Arkasindan
gelen islemler tretici firma talimatlarina uygun olarak gergeklestirilmistir. Elde edilen
plazmit DNA’larin Aggops0 oranlart 1,7 ve DNA miktar1 40 ng/ul olarak nanodrop ile
Olciilmiistiir. Elde edilen DNA’lar ylikleme tamponu ile birlikte etidium bromide ilaveli
%0,7’lik agaroz jele yiiklenerek 1x TBE tampon sisteminde (100Volt, 120dk)
yiiriitiilmiistiir. Uriin boyunu belirlemek amaci ile molekiil agirlik standardi olarak
Lambda DNA/ HindIIl Marker (Promega) kullanilmistir. Daha sonra jel, goriintiileme
sistemine  aktarildiktan sonra analiz edilmis ve sonuglar fotograflanarak
degerlendirilmistir (Rhodes et al. 2000; Korun et al. 2013). Plazmit DNA’nin
izolasyonu ve gériintiiliime isleminde pozitif kontrol olarak E. coli dh5 alpha susu KTU

Deniz Bilimleri Enstitiisii’'nden tedarik edilmis ve kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Deneysel Enfeksiyonlarin Sonuc¢lar:

Enfeksiyon denemelerinin higbirinde, kontrol gruplarinda Lactococcosis ile iliskili
oliime rastlanilmamustir. I.p. ve imm. Yolu ile etkene maruz kalarak dlen tiim baliklar,
hayatta kalanlar ve etkeni tasiyanlar, her bir tiir i¢in ayr1 ayr1 Cizelge 4.1°de

detaylandirilmistir.

Cizelge 4.1. Deney sonuglari. Bakteri dozlar1 ve deneme sonunda 6len, sag kalan ve
etkeni tasiyan balik sayilari.

> - = v . — — o
Q| @ 3 R = | = L X
i.p.  [2x10atcc 90 2 80 8 30
2x10’ 2 2
- X OSLgper G6kku$ag1 90 0 88 30
1 i.m.  [4x10°atcc 5 90 77 2 11 2 30
5 alabalig
4X10° gper 90 37 5 48 4 30
i.p. 6 Gokkusagi 90 72 3 15 72 30
5x10” atce _
Karadeniz 90 80 2 8 64 30
2 .m. AX10° prec Gokkusa.gl 90 87 2 1 69 30
Karadeniz 90 82 2 5 48 30
3 ip.  |2x10° atcc Kalkan 90 90 0 0 80 30
i.m. [8x10° arcc Kalkan 90 90 0 0 44 30
i.p.  [4.8x10% g |Levrek 90 90 0 0 57 30
4 |m 1-7X105Lgper Levrek; 90 90 0 0 24 30
i.m. Levrek, 90 90 0 0 42 30

(*) Deneme sonunda hayatta kalan baliklarin sayisi

(**) Dogal yol ile 6lenlerin sayisi

(***) Hastalikla iligkili 6lenlerin sayis1

(****) Deneme sonunda hayatta kalan ve etkeni tagiyan baliklarin sayisi
(*#***) Kontrol amaciyla kullanilan baliklarin say1si
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4.1.1. Gokkusag alabahiklari ile yapilan deneysel enfeksiyon

30 giin boyunca ortalama 16°C deniz suyu sicakliginda gerceklestirilen deneysel
enfeksiyonda baliklarin giinliik bakimlar1 yapilirken (yemleme, su parametre dlgiimleri

ve sifon) bakteriye maruz kalan baliklarin, tiim klinik durumlar1 kaydedilmistir.

Iki farkli bakteri susuna maruz kalarak 6len baliklarin morfolojik muayenelerinde
semptomlar benzer olarak bulunmustur. imm. yol ile yapilan enfeksiyon denemesinde
oliimler 4. giinde baslamis ve 29. giin son bulmustur. Lp. enjeksiyon yolu ile bakteri
verilen baliklarda ise 6liim 2. giin ile 22. giinler arasinda olmustur. Deneyin ikinci
giiniinde 6len baliklarda herhangi bir bulguya rastlanilmamistir. Hastaligin 6nemli dis
belirtilerinden olan ekzoftalmus ve deride kararma, dordiincii giinden itibaren
belirginlesmis olup hemen hemen 6len tiim baliklarda mevcuttur. Baz1 baliklarda buna
ilaveten ¢ift ya da tek tarafli goéz firlamasi da goriilmiistiir (Sekil 4.1. B, C). Olen
baliklarin otopsilerinde; karaciger, dalak ve bdbreklerde biiyiime ile beraber yaygin
kanamalar (hemorraji) ve bazilarinda noktasal (petesi) kanamalar goriilmiistiir (Sekil
4.1. A). Az sayida balikta bunlara ilaveten {iilser, karin boslugunda sivi birikmesi
(asides) ve kaslarda kizarikliklar izlenmistir. Olen bazi baliklarda ise (%35) herhangi bir

morfolojik bulguya rastlanilmamastir.

Deneme boyunca oliimler giinliik olarak kaydedilerek lezyonlu dokulardan (karaciger,
bobrek) yapilan bakteriyel incelemede L. garvieae tek basina izole edilmistir.
Intraperitonal enjeksiyon ile yapilan denemede iki sus (Lgper, ATCC) arasinda
mortalite bakimindan anlamli bir fark gézlenmezken (%98, %89, P>0,05), immersiyon
yolu ile yapilan uygulamada Lgper susunun patojenitesi bariz olarak ortaya ¢ikmistir

(%53, %12, P<0,01, Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. Gokkusagi alabaliklarinda otopsi bulgulari
A: Karaciger ve dalakta hemorrajiler, B: gozlerde ekzoftalmus, C: goz firlamast,

100

50

5 —e—L_gper i.p.
o

; 60 —s—L_gper imm.
= .

E 20 ATCC i.p.
55 == ATCC imm.
=

—_— 2

,g 0 —e—Kontrol

=

-

o

Enfeksiyon siiresi (giin)

Sekil 4.2. Gokkusagi alabaliklarinda i.p. ve imm. yoluyla yapilan enfeksiyon
denemesine ait kiimiilatif mortalite degerleri

4.1.2. iki balik tiirii arasindaki diren¢ farkhliklar

Kirk bes giin boyunca ortalama 12°C deniz suyu sicakliginda gergeklestirilen deneysel
enfeksiyonda baliklarin giinliik bakimlar1 6nceki c¢alismalarda oldugu gibi yapilirken
bakteriye maruz kalan baliklarin, tiim klinik durumlari giinliik kaydedilmistir. Onceki
calismalara nispeten daha diisiik deniz suyu sicakliginda gergeklestirmek zorunda
kalinan bu c¢alismada, mortalite oranlar1 diisiik ¢ikmistir. L. garvieae verilerek

olusturulan deneysel enfeksiyonlarda, olimler 3. giinde baglamis ve 40. giinde son
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bulmustur. Daldirma yolu ile gerceklestirilen enfeksiyonlarda gdzlenen toplam 6lim
oranlari, Karadeniz alabaliklar i¢in %5,5 ve Gokkusagi alabaliklari i¢in %1,1 olarak
gerceklesmistir. Intraperitonal enjeksiyon yolu ile olusturulan deneysel enfeksiyonlarda
ise gozlenen toplam Olim oranlari, Karadeniz alabaliklari i¢in %8,8 ve Gokkusagi
alabaliklar1 icin %16,6 olarak gerceklesmistir (Sekil 4.3). Istatistiksel olarak
degerlendirildiginde iki balik tiirii arasinda imm. yol ile yapilan deneyde az bir farklilik
olup (P<0,01), i.p. yol ile yapilan hastalik denemesinde farklilik goriilmemistir
(P>0,01).

AkkkkAOOCOOOOOO KKKk kkkkkkkkkkikikA

i AA { ;
p. Ka. i.p.
2 4 AA

1 357 9111315171921232527293133353739414345
Enfeksiyon siiresi (giin)

H ()} oo
I

18 -
&
S 16 -
S 14 -
o
2 12 - ——Ga. i.p.
N .
= 10 - —&—Ga. Imm.
N
R .
§ | a—Ka imm.
= —o=Kontrol
5
=
£
=
N>

Sekil 4.3. Karadeniz ve Gokkusagi alabaliklarinda L. garvieae susu kullanilarak

gerceklestirilen enfeksiyon denemesi kiimiilatif 6liim oranlari
Ka: Karadeniz alasi, Ga: Gokkusag alasi

Deneyde Olen tiim baliklarin bakteriyolojik muayeneleri yapilarak hastalikla iligkili
oliim degerleri hesaplanmistir. Bakteriye maruz kalarak 6len her iki tiiriin morfolojik
muayenelerinde bulgular benzer olarak bulunmustur. En 6nemli bulgular; diizensiz
yiizme, gozlerde kanama ile beraber ekzoftalmus, deride kararma ve yer yer
dokiilmelerdir. Otopside; karaciger, dalak ve bobreklerde biiyiime ve yer yer kanamalar
goriilmiistiir. Az sayida balikta asides gozlenmistir. Ozetle, gergeklestirilen enfeksiyon

denemelerinde bakteri tarafindan olusturulan klinik bulgularim, enfeksiyonun tipik
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karakterini yansittig1 goriilmiistiir. Iki balik tiirii arasindaki en dikkat cekici fark;
Gokkusagi alabaliklarinda gézlerde kanama ile beraber tek ya da ¢ift tarafli ekzoftalmus

gbzlenirken, Karadeniz alabaliklarinda kaseksiye yakin zayiflik ve agiz ve goz

cevresinde kizariklar mevcuttur (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Gokkusagi ve Karadeniz alabalig1 otopsi bulgulart
A: goz firlamasi ve karacigerde petesiler (Gokkusagi), B: agiz ¢evresinde hemoraji ve kasektik goriiniim
Karadeniz alas1

4.1.3. Kalkan baliklarinda deneysel enfeksiyon denemesi

Kirkbes gilin boyunca gergeklestirilen deneysel enfeksiyonun sonunda kalkan
baliklarinin higbirinde 6liim kaydedilmemistir. 10. giinden itibaren her 5 giinde bir
gerceklestirilen morfolojik muayenelerde baliklarda herhangi bir patolojik duruma
rastlanmamistir. Ayni siiregte baliklarin bobrek ve karaciger dokularindan yapilan

ekimler sonucunda, ¢ogu balikta L. garvieae bakterisi izole edilebilmistir (Cizelge 4.1).

4.1.4. Levrekler ile yapilan deneysel enfeksiyon

Otuz giin boyunca iki farkli sicaklikta ve iki farkli boy levrekler ile yapilan denemede
baliklarin higbirinde 6liim ya da klinik hastalik isaretine rastlanilmamistir. Hayatta

kalan baliklardaki L. garvieae bakterisinin varligi Cizelge 4.1’de belirtilmistir.
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4.1.5. Bakterilerin geri izolasyonu

Tim enfeksiyon denemelerinde, 6len ve hayatta kalan baliklardan L. garvieae izole
edilmeye calhisilmistir. Karaciger ve bobreklerden ekim yapildiktan sonra iireyen
bakteriler TSA’da saflagtirllmigtir. Saf koloni halinde bakterinin, toplu igne basi
buytikliigiinde, parlak diizgiin kenarli oldugu gézlenmistir. Yapilan klasik biyokimyasal
test sonuglarina gore bakteri genel 6zellikleri ile; gram (+), Oksidasyon/Fermentasyon,
PYR aktivitesi, glikoz, sukroz ve maltoz (+), hareketsiz, oksidaz ve katalaz (-)
bulunmustur. Ayrica DNA’s1 izole edilen bakterinin 16S rRNA spesifik gen bolgesinin
cogaltilmasi ile yapilan PZR ile kesin teshisi yapilmistir. Her iki susa ait PZR {irlinleri
jelde yiiritiilerek tirtin biliytikliigii marker ile dl¢iilmiis ve 1100 bp’lik {iriin boylarina
sahip olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Spesifik primerler ile yapilan PZR analizi sonucu olusan iiriinlerin agaroz
jelde goriniimii

M: 100 bp molekiiler agirlik standardi=markir), 1: ATCC, 2: Lgper, 3: pozitif kontrol (ATCC 49156) ve
4: negatif kontrol (6rnek DNA’s1 igermez).



54

4.2. Antibiyotik Direnci

4.2.1. Antibiyogram sonuclari

Lactococcus garvieae suslarinin yapilan disk diflizyon testine goére antibiyotik
duyarliliklar1 her bir sus i¢in ayr1 ayr1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Sonuglar L. garvieae
izolatlarin fenotipik antibiyotik direnglerinin ortaya ¢ikarilmasi ve arkasindan yapilan

direng genleri tespiti i¢in dnemlidir.

L. garvieae suslarmin % 40’1 (12 sus) 3 ya da daha fazla antibiyotige direngli
bulunmustur. Cogul antibiyotik diren¢li (multidrug resistant) bakteri suslari en az 2
farkli siif antibiyotige karsi direngli tespit edilmistir. Bu sonuglara gore antibiyogram
testi uygulanan suslarin; penisilin, oksitetrasiklin, ampisilin ve tetrasikline %10,
amoksisilin ve eritromisine %16, enrofloksasine %36, gentamisine %50 ve
sulfametoksazol+trimethoprim’e kars1 ise %90’min direngli oldugu saptanmistir.

Suslarin florfenikole kars1 direnci tespit edilememistir.

4.2.2. Cogul antibiyotik diren¢ (MAR) indeksi sonuclari

Cogul antibiyotik direng indeksi, 2 L. garvieae susunda (235-16 ve FTPI) test
edildikleri 10 antibiyotikten higbirine diren¢ gostermediklerinden dolayr en diisiik (0)
cikmigtir. En yiiksek MAR degeri ise 6 antibiyotige direng gosteren 2 susta (G-27 ve
1684) tespit edilmistir (0,6). MAR indeks degerine gore 13 bakteri susu kritik degerin
tizerinde iken, diger 17 sus risk sinirinda ya da altinda bulunmustur. Tiim suslar i¢in

ortalama MAR degeri ise 0.267 ile risk sinirinin hemen tlizerindedir.
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Cizelge 4.2. Disk difiizyon testine gore antibiyotik duyarliliklar

Suslar/ OT30 AML10 E15 AM5 TE30 P10 FFC30 CN10 SXT25 ENRS5
Antib.

637-5 S(30) S(19) 1(16) S(24) S(25) S(21) S(24) R@12) R(0) S(22)
K9 I(17)  S(19) S(30) S(22) 1(17) S(16) S(21) R(8) R(0) I1(16)
Ard30  1(18) S(23) R(10) S(26) S(20) S(21) S(21) 1(14) R(0) S(20)
Siderl7 S(19) S(19) R(13) S(18) S(24) S(20) S(20) R(11) R(0) R(0)
fyi. Sfk.  S(21) S(21) 1(21) S(21) S(24) S(22) S(21) I(13) R(0) S(22)
225-1 RO) S@27) 1(21) S(B4) R(0) S(22) S(30) S(17) R(0) S(33)
Serl14  S(31) R(12) S(23) R(15) S(30) R(14) S(25) S(16) S(22) S(22)
Trb. S(21) S(23) S(22) S(23) S(20) S(21) S(17) 1(14) R(0) S(27)
235-16  S(31) S(18) S(25) S(31) S(24) S(18) S(29) S(18) S(23) S(21)
Mug 1 I(16) S(20) S(25) S(20) S(30) S(23) S(18) R(11) R(0) S(24)
Mug 2 I(16)  S(19) S(29) S(20) 1(18) S(17) 1(16) R(8) R(0) R(0)
Lgper S(24) S(21) R(15) S(18) S(24) S(21) S(24) R(11) R(0) R(15)
M 300 I(15) S(20) S(23) S(21) S(21) S(20) S(20) R(9) R(0) 1(19)

G-27 R(8) S(18) R(0) S(22) R(8) S(16) S(17) R(0) R(0) R(14)
PP60  S(23) S(19) S(23) S(17) S(23) S(15) S(19) 1(14) R(0) 1(19)
2398 I(18)  S(17) S(22) S(19) 1(18) S(19) 1(15) R(10) R(0) R(15)
1684 I(18) R(12) 1(17) R@4) 1(15) R@4) S(17) R(8) R(0) R(14)
164 A/03 R@1) I(16) 1(17) S(20) R(9) S(15) I(16) R(0) R(0) R(12)
532 I(17) R(14) S(23) R(10) S(24) S(15) S(25) R(12) R(0) R(15)

ATCC  1(15) S(18) 1(21) S(18) 1(15) S(16) S(24) S(15) R(0) 1(18)
Akoluk  S(26) S(24) S(23) S(23) S(25) S(17) S(23) 1(14) R(0) R(0)
399-18  S(@3) S(19) 1(20) S(20) S(20) S(21) S(19) 1(13) R(0) S(21)
O.Eskit  S(@3)  S(18) S(22) S(17) S(19) S(17) S(18) 1(13) R(0) R(14)
671.14  S(@1) S(20) 1(19) S(21) S(20) S(22) 1(16) 1(13) R(0) 1(17)
Mug3 S22 S(1) S(24) S(21) S(21) S(18) 1(16) R@o) R(O) R(4)

A58 S@28) S(29) S(24) S(23) S(29) S(24) S(19) S(18) R(0) 1(18)
FTPI S(23) S(28) 1(20) S(26) S(27) S(24) S(27) S(15) 1(14) S(21)
498 S(30) S(30) S(30) S(36) S(30) S(20) S(23) S(26) R(0) S(26)
8053 S(33) S(27) S(26) S(37) S(31) S(27) S(30) S(17) R(0) S(27)
| lactic S(0) R(14) R@1) S(19) S(20) R(14) S(18) R(0) R(0) S(20)

OT: Oksitetrasiklin, AML: Amoksisilin, E: Eritromisin, AM: Ampisilin, TE: Tetrasiklin, P: Penisilin G,
FFC: Florfenikol, CN: Gentamisin, SXT: Sulfamethoksazol+Trimetoprim, ENR: Enrofloksasin,
Duyarlilik; R: Direngli, S: Duyarly, I: Kararsiz, Zon ¢ap1 (mm)
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4.2.3. Antibiyotik direng genlerinin tespiti

Antibiyotik diren¢ genlerinin varliginin arzu edilen sekilde tespit edilebilmesi i¢cin PZR
reaksiyon durumu (anneling sicakligi, MgCI, ve primer konsantrasyonu) her bir gen
bolgesi icin optimize edilmistir. 30 farkli Lactococcus susunda, 10 farkli antibiyotigi
kodlayan toplam 13 diren¢ geninin varligi tespit edilmeye calisilmig ve toplam 10 gen
bolgesinin amplifikasyonu gerceklestirilebilmistir. Kalan 3 gen bolgesinin ise varligi
tespit edilememistir. 293 (Sulll) ve 859 (blargw) bp araligindaki bu 10 direng geninin bir
kismai icin ferdi PZR sonucu Sekil 4.6°da gosterilmistir.

Sekil 4.6. L. garvieae izolatlarinda baz1 farkli direng geni belirleyicilerinin

identifikasyonu
M: 100-bp markir, 1-7: ereB, tetB, tetS, dhfrl, blargy cmlA, aadA

Calismada direng geni tagimayan sus tespit edilmemistir. Bakteri suglarinin tiimiinde 2
ya da daha fazla direng genine rastlanmistir (¢ogul=multiresistant bakteri). En fazla
direnc geni tasiyan sus 7 farkli direng geni saptanan PP60 (italya menseili) isimli sus
olmustur. En c¢ok tespit edilen direng genleri ise; kloramfenikol, tetrasiklinler ve
eritromisin antibiyotiklerini kodlayan sirasiyla cmlA, tetB ve ereB direng genleridir.
Sirasiyla 21, 20 ve 19 susta tespit edilen bu direng genlerine 16 susta {icline ayn1 anda
rastlanilmistir. Tetrasiklin ve oksitetrasiklin antibiyotiklerini kodlayan 2 direng

geninden biri (tetS) sadece 2 susta tespit edilirken digeri (tetB) suslarin ¢gogundan izole
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edilebilmistir. 30 Lactococcus susunun 21’inde ve biri hari¢ (serl14) tiim yurt ici
suslarinda tespit edilen cmlA direng geni en ¢ok tespit edilen direng geni olmustur (Sekil
4.7).

Sekil 4.7. Baz1 L. garvieae suslarinda cmlA direng geninin tespiti
M: markir, 1-10: L. garvieae suslar

Toplam 13 direng geninin varligi 29 L. garvieae ve 1 L. lactis susunda tek tek tespit

edilmeye c¢alisilmis ve sonuglar1 Cizelge 4.3°de ifade edilmistir.



Cizelge 4.3. L. garvieae suslarinda antibiyotik direng genlerinin varlig

tetB | tetS |ereA |ereB | Sull | Sul2 |ampC|cmlA | FloR |Dhfrl| blarem | blapse | aada

637-5 + _ _ _ + _ _ + _ _ _ _ _
Kg + _ _ + _ _ _ + _ _ _ _ _
Ard 30 + - _ + _ _ - + - + - - -
Sider-17 + - _ + _ _ _ + _ _ _ _ _
Tyi. Sfk. + _ _ + + _ + _ _ _ _ _
225-1 + - _ + + - + - - - - -
Ser114 + _ _ _ _ + _ + _ _ _ _
Trb + _ _ + _ _ _ _ _ _ _ _
235-16 + - _ + _ - + - - - - -
Mug 1 + _ _ + _ _ + _ _ _ _ _
Mug 2 + _ _ + _ + _ + + _ _ _ _
Lgper + _ _ + _ _ _ + + _ + _ _
M 300 + - _ + _ _ - + - - - - -
G_27 + _ _ + _ + _ + _ _ _ _ _
PP6O + _ _ + + + _ + + _ + _ _
2398 + - _ - _ _ - _ - + - - -
1684 - - _ - _ + - _ + - - - -
164 A/03 _ + _ _ _ + _ _ + _ _ _ _
532 - + _ - _ + - _ + - - - -
ATCC + +

89



Cizelge 4.3. (devam)

Akoluk

399-18

0. Eskit

671-14

Mug 3

A-58

FTPI

498

8053

L. lactis

65
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4.3. Plazmit Sonuclan

Calismada 30 Lactococcus susunun plazmit barindirma durumlar arastirilmistir.
Plazmit izolasyonun ardindan gerceklestirilen goriintilleme islemi sonucunda 2 L.
garvieae susunun (164 A/03 ve 8053) yaklasik 3 ve 9kb biiylikliigliinde plazmit
tagidiklar tespit edilmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. L. garvieae suslarindan elde edilen plazmid DNA’nin agaroz jel

elektroforezdeki goriintiisii
L: Lambda Hindlll markir, 1: E. coli dh5, 2 ve 3: L. garvieae suslari
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5. TARTISMA ve SONUC

Su dirlinleri son yillara kadar iilkemizin ihra¢ ettigi tek hayvansal {iriinlerdendir.
Tirkiye’de yetistiriciligi yapilan Gokkusag1 alabaligi, deniz levregi, orkinos ve ¢ipura
gibi tiirlerin bir kismu tliketilmek iizere i¢ piyasaya siiriiliirken, 6nemli bir kismi da yurt
disina ihra¢ edilmektedir. Gokkusagi alabaligi yetistiriciligi 1970°1i yillarda amator
anlamda baglamig olup son yillarda akarsular iizerine kurulu beton havuzlarda, gol,
golet, baraj gollerini ve denizlerdeki ag kafeslerde daha bilingli ve yogun kapasite ile
yapilmaktadir. Bugiin itibari ile yaklasik yillik 110 000 ton ile {ilkemizde en yogun
yetistiriciligi yapilan tiirdiir (SUMAE 2012; TUIK 2013).

Balik {tiretimindeki hizli gelisim, hastaliklar ve ila¢ kullanimina bagli ekonomik
kayiplart da beraberinde getirmistir. Yetistiricilik alanindaki basari, ancak etkili balik
sagligi yonetimi ile miimkiin olmaktadir. Gelisen ilag sanayi ve yetistiricilik
tekniklerine ragmen bakteriyel hastaliklara bagli balik oliimleri halen en onemli

yetistiricilik problemlerindendir (Kusuda ve Kawai, 1998).

Bu calismada Ordu/Persembe’de bulunan bir ag kafes isletmesinden hastalik salgini
esnasinda daha once izole edilen ve LgPer ismi verilen susun viriilansligint belirlemek
ve referans sus (ATCC 49156) ile aralarindaki patojenite farkliligini tespit etmek amaci
ile bir caligma yapilmistir (1. deneysel enfeksiyon). Tiim deneysel enfeksiyonlar
immersiyon ve intraperitonal olmak iizere 2 yontemle yapilmistir. Iki farkli bakteri
susuna maruz kalarak 6len baliklarin morfolojik muayenelerinde bulgular benzer fakat
oliim oranlar1 farkli bulunmustur. Olen baliklarin otopsilerinde i¢ ve dis bulgular L.
garvieae enfeksiyonunun genel karakterini yansitmaktadir. Lp. enjeksiyon yolu ile
yapilan denemede iki sus arasinda 6liim oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gozlenmezken (%98, %89, P>0,05), imm. yolu ile yapilan uygulamada Lgper
susunun viriilans1 daha yiiksek olarak bulunmustur (%53, %12, P<0,01, Sekil, 4.2).
Dogal ortamda hastaliklarin immersiyona benzer yol ile meydana geldigi
diisiiniildiiglinde %50’nin {izerindeki Olim oran1 isletmelerde 6nemli ekonomik

kayiplara neden olabilecek boyuttadir. Ayrica isletmelerdeki ticari kaygilardan Gtiirii
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baliklarin, kurulan deney diizenegine kiyasla ¢ok daha yiliksek yogunlukta
stoklanmalar1, fiziki sartlarin daha koti olmasi ve oOzellikle ag kafeslerde farkl
isletmelere ait baliklarin birbirlerine yakin tutulmalari gibi nedenlerden dolayir 6liim

orani daha yiiksek olabilir.

Kawanishi et al. (2006) sarikuyruk baliklar1 tizerinde gergeklestirdikleri ¢aligmada
ATCC 49156 ve kendi izole ettikleri saha suslarimi kullanmiglardir. Saha suslarinin
giiclii viriilent olduklari, %100 mortaliteye sebep olduklar1 ve LD50 degerinin 102
cfu/balik degerinin altinda kaldig: ifade edilmistir. Diger taraftan, referans susun ise
izolasyonunun iizerinden yillar gectigi icin fizyolojik degisime ugradigini bu nedenle
sarikuyruklarda mortaliteye sebep olmadigini, LD50 degerinin 10® cfu/balik degerinin
tizerinde oldugunu rapor etmislerdir. Oysa bu ¢alismada ayni referans sus ile Gokkusagi
alabaliklar1 tizerinde gerceklestirilen g¢alismada ortalama 10° cfu/balik miktarinda
bakteri kullanilmis (i.p) ve %89 oraninda mortalite tespit edilmistir. Ayrica i.p.
uygulamada saha susu ile aralarinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir. Ayni
bakteri susunun iki farkli balik tiirlinde ¢ok farkli oranlarda mortaliteye sebep olmasi

bakteri konakei iligkisi ile aciklanabilir.

Kore’nin en onemli deniz kiiltiir baliklarindan olan kaya baliginin son yillardaki
tiretiminin azalmasinin nedenlerinin arastirildigi bir ¢alismada, nedenin L. garvieae
enfeksiyonlart oldugunu diisiiniilmiis ve etkenin patojenitesi arastirilmistir. Ulkeden
izole edilen suslar baliklara enjekte edilmis ve 25 giin 18°C’de gergeklestirilen
calismada ozellikle bazi suslarin virtilansinin ¢ok yiiksek oldugu ve balik kayiplarinin
ana nedeni oldugu sonucuna varilmistir Kang et al. 2004. Ulkemizde son yillarda
Ozellikle bahar ve yaz aylarinda su sicakliklarinin artmasiyla beraber ciftliklerdeki balik
oliimleri artmaktadir. Ozellikle Karadeniz Bolgesi’nde bulunan birgok isletmede
bakteri, tek ya da mix enfeksiyonlar seklinde izole edilebilmistir (Tiire vd 2012). Bu
calismadaki yiiksek mortalite bulgular1 dikkate alindiginda, lactococcosizin iilkemizde
Kore’de oldugu gibi son yillarda alabalik ¢iftliklerinde ki artan balik kayiplarinin en

onemli nedenlerinden biri oldugu sdylenebilir.
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Hastaligin ¢ikis1 ve gelisimi su sicakligina ve ¢evresel faktorlere bagli olarak degisse de
lactococcosiz hiperakut olarak gelisir ve baliklarda hemorrajik septisemiye neden olur.
Etkenin inkubasyon periyodu ¢ok kisa ve viriilansi ¢ok yliksek oldugundan deneysel
enfeksiyonlarda klinik belirtiler iki giin i¢inde kendini gosterip, mortalite oran1 %100’¢
kadar ¢ikabilecegi rapor edilmistir (Itami et al. 1996; Bercovier et al. 1997). Bu
calismada, oliimler 2. giin baglamig ve 5. giinlin sonunda baliklarin ortalama %50’si
Olmustiir (i.p). Hasta baliklardaki en onemli dis belirtiler ekzoftalmus ve deride
kararmalardir. Ayrica agiz ve goz g¢evresinde, aniis ve kuyruk yiizgeci kaidelerinde
kizarikliklar mevcuttur. Otopside, dalak, karaciger ve bagirsaklarda biiylime ve
kanlanmalar goriilmiistir. Olen ve olmek {izere olan baliklardaki lezyonlar
lactococcosizin tipik karakterini yansitmaktadir (Eldar and Ghittino 1999; Avc et al.
2010; Timur vd 2011).

Cagirgan ve Tanrikul (1995), Tiirkiye’de ilk defa alabalik ¢iftliklerinde yeni bir sorun
olan gram (+) karakterli Enterococcus benzeri bir bakteriden s6z etmislerdir. Diler vd
(2002) ise 2001 yilinda Ege Bolgesi’ndeki bir Gokkusagi alabaligi isletmesinde izole
ettikleri bakterinin biyokimyasal ve morfolojik karakterini belirlemek suretiyle L.
garvieae oldugunu rapor etmislerdir. Sonralar1 etken hizla diger bolgelere yayilarak
ilkemiz Gokkusagi alabaligi ciftlilerinin en 6nemli sorunu halini almistir (Cagirgan
2004; Kav ve Erganig 2007; Avci et al. 2010; Tanrikul and Giiltepe 2011). Yapilan
epidemiyolojik ve bazi modelleme caligmalar1 sonucunda, genel olarak bakteriyel
etkenlerin hizli yayiliminda ¢iftlikler arasi1 kontrolsiiz balik hareketlerinin roliiniin
biiyiik oldugu bildirilmistir (Werkman et al. 2014). Ulkemizde alabalik ciftlikleri
arasinda yumurta, yavru, ana¢ ve porsiyonluk balik nakilleri kontrolsiiz olarak
yapilmaktadir. Bu durum diger bakteriyel ve wviral hastaliklarda oldugu gibi
lactacoccosizin yayilmasina neden olabilmektedir (Oztiirk and Altinok 2014).

Akuakiiltiiriin baslangic1 lilkemizde 1970’li yillara dayanmakta olup karasal hayvan
yetistiriciligi ile karsilastirildiginda nispeten yenidir. Gokkusagi alabaligi ile baslayan
kiiltiir caligmalari, levrek, ¢ipura, Karadeniz alabaligi ve diger tiirlerin de katilimi ile

bugiin itibari ile Akdeniz iilkeleri arasinda 6nemli bir konumdadir (Cagirgan 2009). Son
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yillarda Karadeniz alabaligi {iretimi, bu tiiriin hizli bliylime, adaptasyon yetenegi ve
yiiksek market degeri gibi 6zelliklerinden dolay1 hizla artmaktadir (Cakmak vd 2007).
Bu tiiriin ¢evreye uyumu ve 6zellikle hastalik direnci konusunda yetistiricileri yakindan
ilgilendiren ¢alismalar bilgilerimize gore yoktur. Bu ¢alismada gergeklestirilen 2. deney
diizeneginde; bu alabalik tiiriiniin lactococcosize karst hassasiyeti Gokkusagi

alabaliklar ile karsilastirilarak belirlenmeye ¢aligilmistir.

Kirk bes giin boyunca, 6nceki ¢alismalara nispeten daha diisiik deniz suyu sicakliginda
(12°C) gerceklestirilen bu ¢alismada, mortalite oranlar1 diisiik bulunmustur. Daldirma
yolu ile gercgeklestirilen enfeksiyonlarda gozlenen toplam &liim oranlari, Karadeniz ve
Gokkusagi alabaliklari igin sirastyla %5,5 ve %]l,1, i.p. enjeksiyon yolu ile olusturulan
deneysel enfeksiyonlarda ise %8,8 ve %16,6 olarak gerceklesmistir (Sekil 4.3).
Istatistiksel olarak degerlendirildiginde iki balik tiirii arasinda imm. yol ile yapilan
deneyde az bir farklilik olup (P<0,01), i.p. yol ile yapilan hastalik denemesinde farklilik
goriilmemistir (P>0,01). Mortalite oranlarinin diigiik bulunmasi ve iki farkli yontem ile
gerceklestirilen denemede birbiri ile celiskili sonuglarin olusmasindan dolayr iki
alabalik tiirtiniin L. garvieae’ye karsi hassasiyeti mukayese edilememistir. Ne var Ki
mevcut sartlarda 6liim oraninin Karadeniz alabaliklarinda daha yiiksek (imm.) ¢ikmasi
bu tiirlin bakteriye karsi en az Gokkusagi alabaliklar1 kadar duyarli oldugunu ortaya

koymustur.

Karadeniz Bolgesi’ndeki alabalik isletmecileri Karadeniz alabaliginin Gokkusagr ile
karsilastirildiginda, hastaliklara bagli kayiplarin bu tiirde daha az yasandigini
savunmaktadirlar. Ozellikle smoltifikasyondan sonra balik dliimlerinin ¢ok az yasandig1
belirtilmektedir. Yapilan bu ¢aligmada 2 balik tiirli arasinda L. garvieae’ye duyarlilik
bakimindan anlamli fark bulunamamustir. Ayrica bu sorulara daha saglikli cevap
verebilmek icin ¢aligmanin farkli balik boylar1 ve farkli patojenler ile yapilmasi

gerekmektedir.

Ogiit and Altuntas (2011) gerceklestirdikleri bir ¢alismada, Karadeniz, Gokkusag: ve

kahverengi alabaliginin Viral hemorrajik septisemi viriisu (VHSV)’na karst duyarlilik
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farkin1 ortaya koymuslardir. 0,1-0,2g arasindaki alabalik larvalarmin imm. yol ile
enfekte edildikleri calismada Gokkusagi alabaliklari ile kahverengi alabaliklar
arasindaki 6liim oraninin esit olup, en duyarl: tiir ise Karadeniz alabaliklar1 olarak tespit
edilmistir. Bu ¢alismadan da anlasilacag tizere alabaliklarin duyarliliklar1 yaglarina ve

test edildikleri etkene gore farklilik gostermektedir.

Algoet et al. (2009) ingiltere’de yaptiklar1 bir calismada, Gokkusagi alabaligs,
kahverengi alabalik, ¢ipura, Atlantik salmonu, tathh su kefali ve sazan tiirlerinin L.
garvieae’ye karsi duyarhiliklarini arastirmiglardir. Farkli sicakliklarda ve sabit dozda
bakteri miktari ile Gokkusagi alabaliklarinin enfekte edildigi denemede, su sicaklig
arttikga 0lim oraninin arttig1 goriilmiistiir. Bakteri dozu arttirildik¢a balik 6liimlerinin
arttiginin  goriildiigi bir baska denemede ayrica Gokkusagi alabaligi en duyarli tiir
olarak bulunmustur. Kahverengi alabaligin Karadeniz alabaligi ile yakin iliskili tiirler
oldugu sdylenmektedir (Ogiit and Altuntas 2011). Bu acidan bakildiginda 2. denemenin
sonucu bu c¢alismayla celismektedir. Ayrica diisik sicaklikta gerceklestirilen 2.
denemede mortalitenin 1. denemeye kiyasla ¢ok diisiik ¢ikmasi L. garvieae’nin artan su

sicakligi ile beraber patojenitesininde arttig1 gergegini bir kez daha teyit etmistir.

Japonya’da sarikuyruk, alabalik ve bazi karasal hayvanlardan izole edilen L. garvieae
suslarinin aralarindaki epidemiyolojik iliskinin irdelendigi bir diger ¢alismada, ayni
konakgidan elde edilen suslarin kendi aralarinda epidemiyolojik olarak iligkili olduklari
anlagilmistir. Ayrica baliklardan izole edilen suslarin yine baliklarda patojen, karasal
hayvanlardan izole edilen suslarin ise baliklarda apatojen olduklar1 deneysel yollarla
ortaya koyulmustur. Lactococcus garvieae’nin bazi vakalarda insanlardan izole edilmesi
etkenin zoonoz oldugunu ve balik ¢iftliklerinde gelisen salginlarla iliskili oldugu
bildirilmistir (Wang et al. 2007). Ulkemizde, etken yaygin olarak balik ¢iftliklerinden
izole edilmesine ragmen insanlardaki varligi heniiz rapor edilmemistir. Ozellikle Uzak
Dogu kaynakli bu endisenin yetistiricilikten ziyade ¢ig balik ve balik iiriinlerinin

tiiketiminden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
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Ulkemizin 6nemli demersal balik tiirlerinden olan kalkan, az av veren fakat ekonomik
olarak degerli bir balik tiiriidiir. 2006 yilindan buyana av giicii gittikge azalmakta ve
stoklarin sinirli olmasindan endise edilmektedir. 2012 yili itibari ile yillik av miktar
200 ton civarmdadir (TUIK 2013). Uzak Dogu’da Japonya, Avrupa’da ise Ingiltere,
Fransa, Ispanya gibi iilkeler yass1 balik iiretimi bakimindan oldukga ileri seviyededitler.
Avcilik yolu ile elde edilen kalkan balig1 ise tiim diinyaya yayillmis vaziyettedir (Zengin
et al. 2006). Ulkemizde kalkan baliginin kiiltiire alinmas1 ve biyoekolojik 6zellikleri
Tarim Bakanligi’na baglh arastirma enstitiileri ve {niversiteler tarafindan halen
arastirilmakta olup, birkag 6zel tesebbiis liretim icin hazirliga baglamigtir. Azalan av
giicli, stok miktarlar1 ve tiiketici talepleri degerlendirildiginde, gelecekte yassi balik

tiretiminin oldukgca ileri seviyelere gelebilecegi diistintilmektedir.

Bu calismada kalkan baliklari, 30 giin boyunca 15+0,5°C su sicakliginda ortalama
10°cfu/balik miktarinda bakteri ile i.p. ve imm. ydntemler ile enfekte edilmistir.
Deneysel enfeksiyonun sonunda baliklarin higbirinde 6liim ve hastaliga ait klinik
belirtiler gériilmemistir. Deney sonunda baliklar ile yapilan bakteriyolojik muayenede

baliklarin bir kismimin hastalik belirtisi gostermeksizin etkeni tasidigi saptanmistir

(Cizelge 4.1).

Literatiirler incelendiginde, kalkan baliklarindan bir¢ok, bakteri virlis ve parazitin izole
edilebildigi goriilmiis ancak L. garvieae’den s6z edilmemistir. Baeck et al. (2006) bir
baska yass1 balik olan pisi baliginda, yogun kiiltiirii yapilan alanlarda benzer hastalik
bulgularina rastlanildigini bildirmistir. Yapilan incelemede cogunlugu Streptococcus

parauberis olmak iizere az sayida baliktan Lactococcus garvieae izole edebilmislerdir.

Ramilo et al. (2011), kalkan baliklarinin Aeromonas salmonicida bakterisine karsi
duyarliligini tespit ettikleri bir calismada, bazi balik soylarinin enfeksiyona direngli
olduklarin1 ayrica in-vitro kosullarda yapilan siirekli pasajlarin bakterinin patojenitesi
tizerine olumsuz etki gosterebilecegini bildirmektedir. Ewart et al. (2008) yaptiklari bir
calismada in-vivo ve in-vitro kosullarda iiretilen Aeromonas salmonicida’nin bazi gen

aciklanma diizeylerinin farklilik gosterdigini ortaya koymuslardir. Ayrica denemede
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kullandigimiz ortalama 7 aylik baliklarin enfeksiyonlara karsi daha duyarli olduklari
larval asamayir gecmis olmalari ve dolayisiyla enfeksiyonlara genel olarak direngli
olabilecekleri distiniilebilir. Ancak denemede kullanilan ayni bakteri susunun
alabaliklarda yiiksek mortaliteye sebep olmasi (1. deney) ve denemede kullanilan
baliklarin deneme disinda, tesisteki kardeslerinde zaman zaman bakteriyel hastaliklara
bagl oliimlerin goriilmesi bu tezleri ¢liriitmektedir. Baliklarin ¢cogunlukla bakteriyel
etkeni bobrek ve karaciger gibi dokularinda tagimalar1 fakat 6liim ya da hastalifa bagh
isaretlerin goriilmemesi kalkan baliklarinin L. garvieae’ye karsi direngli oldugunun

kanitidir.

Nishizawa et al. (2006) Tirkiye’de yaptiklart bir ¢alismada, Trabzon kiyilarindan
yakalanan ana¢ ve ana¢ olmayan kalkan baliklarindan ve kiiltiirii yapilan kalkanlardan
Viral haemorrhagic septicemia virtis (VHSV) tespit etmislerdir. Elde edilen sus ile
yavru alabaliklarda ve kalkan larvalarinda patojenite denemeleri yapilmis fakat
baliklarda 6liim olmamustir. Isidan (2010), benzer ¢alismada 12 dogal ve kiiltiirii yapilan
balik tiirlerinde VHSV’nin izolasyonu ve izole edilen viriislerin potojenitelerini
arastirmaya yonelik bir ¢calisma gerceklestirmislerdir. VHSV nin varligi, sadece kalkan
baliklarinda tespit edilebilmistir. Elde edilen viriis ile kalkanlara yonelik gerceklestirilen
patojenite ¢aligmalarinda etkenin kalkanlar i¢in patojen oldugu ve son yillarda kalkan

balig1 stoklarindaki azalmanin nedeni olabilecegini diisiindiirm{isttir.

Deniz levregi Tiirkiye’de en yogun yetistiriciligi yapilan deniz balig1 tiiridiir. Son 10
yilda tretimi siirekli artis halinde olup 2012 yili itibariyle ortalama 65 000 ton
tiretilmistir (TUIK 2013). Avrupa’da yaygin olarak yapilan levrek yetistiriciligi
tilkemizde Ege, Akdeniz ve Karadeniz Boélgesi’'nde denizlerdeki ag kafeslerde
stirdiiriilmektedir. Toranzo et al. (2005), Vibriosis, Photobacteriosis, Streptococcosis ve
Mycobacteriosis’i  levreklerde siklikla goriilen bakteriyel hastaliklar  olarak
bildirmislerdir. Ege Bolgesi’'nde Kkiiltiirii yapilan cipura ve levreklerde goriilen
bakteriyel ve paraziter hastaliklarin teshis ve tedavisine yonelik yapilan ¢aligmalarda;
Vibrio anguillarum, Vibrio ordalii, Photobacterium damsela ve Pasteurella piscicida

gibi bakteriyel etkenlerden s6z edilirken, Cryptobia sp., Trichodina sp., Cryptocaryon
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irritans, Diplectanum aequans ve Meinertia oestroides gibi paraziter etkenlerin varligi

bildirilmistir (Cagirgan ve Yiireklitiirk 1996; Cagirgan ve Toksen 1996).

Dogal ya da kiiltiiri yapilan levreklerde iilkemizden ya da yurt disindan Lactococcosis
vakasi bildirilmemistir. Bu ¢alismada iki farkli boydaki levrekler (6,5 ve 13g) iki farkl
sicaklikta 15°er giin siiresince L. garvieae ATCC susu ve her iki enfeksiyon tipi ile
enfekte edilmiglerdir. Deneysel calisma, 15 glin 17+0,5°C’de siirdiiriilirken sicaklik
23+0,5°C’ye ¢ikarilmis (ortalama giinde 1°C) ve 15 giinde o sekilde siirdiirtilmiistiir.
16-17°C levreklerin ortalama denize indirilme sicakliklar1 olup, 23°C ise Karadeniz’in
ortalama yaz suyu sicakligidir. Ortalama 10° cfu/balik dozunda bakterinin kullanildig
calismada higbir grup balikta 6liim gézlenmemistir. Deney sonunda incelenen baliklarin

bir kisminin etkeni tasidiklar1 goriilmiistiir (Cizelge 4.1).

Yapilan enfeksiyon denemelerinin sonucunda kalkan ve levrekler L. garvieae
bakterisine kars1 direncli tlirler olarak tespit edilmislerdir. Karadeniz alabaliklar1 en az
Gokkusagr alabaliklart kadar duyarli tiirler olup, 2 alabalik tiirii arasindaki direng
farkliliklarinin tam olarak tespiti i¢in yeni calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica
tilkemizden izole edilen bir sus alabaliklar {izerinde yliksek patojenik etkiye sahip olup,
bakterinin izole edildigi her ortam riskli kabul edilip eradikasyon (etkeni yoketme)

calismalar1 yapilmalidir.

Akuakiiltiirde bakteriyel hastaliklardan korunmak i¢in, uygun ¢evre ve gerekli dnlemler
alindiktan sonra en iyi ydntem uygun antimikrobiyal maddelerin kullanilmasidir
(Kubilay vd 2005). Baliklarda, Streptococcus cinsine ait bakterilerden kaynaklanan
hastaliklarin tedavisinde antibiyotikler eskiden beri kullanilmaktadir. Fakat bu
maddelerin bilingsizce kullanimi sucul cevrede antibiyotik direng gelisimine sebep

olmustur (Kitao 1982; Vendrell et al. 2006).

Bu calismada farkli cografik alanlardan, cogu Gokkusagi alabaliklarindan izole edilmis
29 adet L. garvieae ve 1 L. lactis susunun antibiyotik direnci fenotipik ve genetik olarak

arastirtlmistir. Antibiyotik direncinin antibiyogram testi ile fenotipik olarak arastirildig:
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calismanin sonuglar1 Cizelge 4.2’de verilmistir. Toplam 13 antibiyotik diren¢ geni
bolgesinin tespitine yonelik ¢alisma ise PZR (Uni-plex) araciligi ile gergeklestirilmis ve

sonuglar1 Cizelge 4.3’de izaha calisilmistir.

10 farkli antibiyotie karsi antibiyogram testi uygulanan suslarin; penisilin,
oksitetrasiklin ve tetrasikline %210, ampisilin, amoksisilin ve eritromisine %16,
enrofloksasine %27, gentamisine %50 ve sulfametoksazol+trimethoprim’e karsi ise
%86’siin direngli oldugu saptanmisgtir. 28 L. garvieae susu (%93) 1 ya da daha fazla
antibiyotige direncli bulunurken (¢ogul antibiyotik direnci) 2 sus antibiyotiklerin

higbirine diren¢ géstermemistir.

Tetrasiklinler 1950°1i yillardan buyana insan, hayvan, gida iiriinleri ve bitkiler iizerinde
tedavi edici ya da biiylimeyi hizlandirict etkilerinden dolayr kullanilmaktadir (Chopra
and Roberts 2001). Tetrasikline karsi direng, ortamda tetrasiklinin kullanilmasiyla
baslamis olup su ana kadar yaklasik 40 adet tetrasiklin (tet) ve 3 adet oksitetrasiklin
(otr) direng geninin varligi tespit edilmistir (Dancer et al. 1997; Kim et al. 2004; Robert
2005). Bu genlerin ¢ogunlugu aktif pompa mekanizmasini (efflux) bir kismi ise
ribozomal koruma proteinlerini aktiflestirerek bakterilerin antibiyotige direng
gostermesini saglarlar (Robert 2005). TetA, tetB, tetC, tetD ve tetE direng genleri gesitli
sucul ortamlarda, balik tiretim ciftliklerinde ve yetistiricilik yapilan deniz kafeslerinde
cogunlukla tespit edilen direng genleridir (Schmidt et al. 2001; Balta et al. 2010; Boran
et al. 2013).

Bu c¢alismada ayn1 3 sus tetrasiklin ve oksitetrasikline fenotipik olarak direng
gostermistir. Ayrica tetrasiklin direng genlerinin tespitine yonelik tetB ve tetS genleri
arastirtlmis ve tetB geni 20, tetS geni ise 2 susta tespit edilmistir. tetB diren¢ geni en
fazla tespit edilen (%66) direng genlerinden biri olmustur. Tetrasiklin direng
belirleyicilerin bakteri popiilasyonlar1 arasinda hizli yayilmast bu genlerin plazmit,
tranzpozon ve gen kasetleri gibi mobilize unsurlar iizerinde konuslanmasindan
kaynaklanir (Sunde and Nordstrom, 2006). Bu calismada tetB geninin yaygin tespiti bu
bilgiyi dogrular niteliktedir.
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Kawanishi et al. (2005) Japonya’da Seriola cinsi baliklardan izole ettikleri L. garvieae
suslarinin yarisinin tetS ve ermB direng genlerini tasidiklarini rapor etmislerdir. Mevcut
caligmada ise tetS geni bu Ol¢lide olmasa da ayni antibiyotigi kodlayan bir diger direng

geni (tetB) suslarin ¢ogunda tespit edilmistir.

Kav and Erganis (2008) alabalik ¢iftliklerinden izole ettikleri L. garvieae suslarinin
antibiyotik duyarliliklarini tespit ederek etkili antibiyotik tedavisini belirledikleri
caligmada, tiim bakteri suslarini penisilin G, amoksisilin, ampisilin+sulbaktam, ve
sefoperazon gibi B- laktam grubu antibiyotiklere kars1 duyarli bulunmuslardir. Sonug
olarak [B-laktam antibiyotiklerin bu hastaligin tedavisinde kullanilabilecek uygun
bilesikler oldugu rapor etmislerdir. Gergeklestirdigimiz ¢alismanin bulgulari bu literatiir

bilgisini dogrular niteliktedir.

Iran’da iftcilerin, Lactococcosis salgmnlarinda kullandiklar1 antibiyotiklerin ise
yaramadigindan sikayet etmeleri {izerine gercgeklestirilen bir calismada; Gokkusagi
alabalig1 ciftliklerinden izole edilen L. garvieae suslarinin antibiyotik direngleri
fenotipik olarak incelenmis ve suslar genel olarak; oksitetrasiklin, penisilin, gentamisin,
klindamisin, siprofloksasin, ve sefotaksime kars1 yliksek oranda direngli bulunmustur.
Ayrica caligmada, direngli gelisiminin engellenmesi icin antibiyotik kullanimlarinin
kisitlanmas1 gerektigi vurgulanmaktadir (Raissy and Ansari 2011). Mevcut arastirmada
bakteri suslarinin fenotipik olarak tetrasiklinlere karsi duyarli olmalarina ragmen, iliskili
direng geninin (tetB) yaygin olarak tespit edilmesi ve bu grup antibiyotiklerin sahada
pek ise yaramadigin bilinmesi benzer tedbirlerin iilkemizde de alinmasimi gerekli

kilmistir.

Tetrasiklin direng genleri bircok ortamda yaygmdir. Ozellikle ¢ogul antibiyotik
direncine sahip bir¢ok mikroorganizmada tespit edilmistir (Levy et al. 1999). Ng et al.
(2001) gergeklestirdikleri bir ¢alismada insanlardan izole ettikleri metisilin direncli
Staphylococcus aureus ve Salmonella typhimurium klinik suslarinda 14 farkl tetrasiklin
direng genlerini tespit etmeye caligmiglardir. Bakterilerde yaygin sekilde bulunan tetA,
tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetK, tetL, tetM, tetO, tetS, tetA(P), tetQ ve tetX, direng
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genlerinin ¢ogu tespit edilebilmistir. Mevcut calismada da goriildiigii lizere tetrasiklin
diren¢ genleri hem karasal hem de sucul ortamda yayginligindan dolayi, beseri oldugu

kadar su triinleri alanin1 da ilgilendirmektedir.

Makrolit, linkosamid ve streptogramin yapi olarak iligkili olmamalarina ragmen ¢ok
sayida makrolit direng¢ geni bu bilesiklerin iigline birden direngli olabilir (Robert 2008).
Erm genleri plazmit ve transpozon gibi mobil elementlerle iligkili olduklarindan
bakteriler arasinda kolaylikla transfer olabilirler (Liu et al. 2007). Bu ¢alismada, L.
garvieae suslarmin 4 tanesi (%16) eritromisine fenotipik olarak direngli olup, ereA ve
ereB genlerinin tespit edilmeye calisildigi genetik calismada ise ereA geni tespit
edilemezken, ereB direng geninin varlig1 19 susta ortaya koyulabilmistir. Tetrasiklin
direncinde oldugu gibi eritromisin direncinde de fenotipik ve genetik calismalar

arasinda zayi1f korelasyon vardir.

Austin and Austin (1999) yaptiklar bir denemede hasta sarikuyruklara giinde 25mg/kg
canlt agirhig1 dozunda verilen eritromisinin, oksitetrasiklin ve ampisiline gore daha etkili
oldugunu belirtmistir. Oysa bu c¢aligmada oksitetrasiklin ve ampisilin fenotipik olarak

eritromisinden daha etkili bulunmustur.

Bakterilerdeki eritromisin direnci, ¢ogunlukla aktif pompa mekanizmasi, eritromisin
metilaz ve diger inaktive edici enzimleri vasitasi ile gergeklesir. Mevcut caligmada
eritromisin diren¢ genlerinin tespiti i¢in kullanilan primerler ila¢ inaktivasyonunun
tespitine yoneliktir (Sutcliffe et al. 1996). Kawanishi et al. (2005) Japonya’da tetrasiklin
ve eritromisin direngli tiim L. garvieae suslarinin tetS ve ermB diren¢ genlerini
tagidiklarini rapor etmislerdir. Mevcut ¢alismada da ayni antibiyotiklere karsi direng

genleri (tetB ve ereB) hemen hemen esit oranda bulunmustur.

Sutcliffe et al. (1996) yaptiklar1 bir ¢alismada farkli konakg1 gruplarindan izole ettikleri
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus —pneumoniae,
Enterococcus faecalis ve Escherichia coli klinik suslarinda eritromisin direncine yol

acan diren¢ genlerini arastirmiglar ve birden fazla direng geni tespit etmislerdir. Ayrica
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caligmalarinda PZR tekniginin direng genlerinin saptanmasinda kullanish bir metot
oldugu belirtilmistir. Bizim g¢alismamizda ise eritromisin ile ilgili 2 diren¢ geninin
varlig1 (ereA ve ereB) arastirilmis ve 1 direng geni bakterilerde yogun olarak izole
edilmistir. Ayrica bu c¢alismada alinan sonuglar esiginde, spesifik primerler ile
gerceklestirilen PZR tekniginin diren¢ genlerinin saptanmasinda kullanish, hizli ve

ekonomik bir metot oldugu goriilmiistiir.

Diinyada ve tilkemizde L. garvieae, Y. ruckeri, A. salmonicida, F. psychrophilum ve V.
anguillarum gibi balik patojenlerinin antibiyotik duyarliliklarinin ve direng genlerinin
tespiti lizerine c¢alismalar yapilmigtir. Bu c¢alismalarin bir kisminda bakterilerin
eritromisine karsi direngli olduklari tespit edilirken (Sutcliffe et al. 1996; Kayis 2009;
Boran vd) bir kismi ise ayni tiir bakterilerin bu antibiyotige duyarli olduklarini rapor
etmislerdir (Kubilay vd 2005; Kav et al. Erganis 2008; Raissy and Ansari 2011;
Durmaz vd 2012). Bu sonuglardan anlasilacagi iizere; bir bakteri tiirliniin antibakteriyel
direnci sabit olmayip suslarin izole edildikleri alanlar, bu alanlarin bakteri ve
antibakteriyel agidan kirliligi, antibakteriyelin konsantrasyonu, izolasyon zamani, ve
konak¢mnin tlirii gibi kriterlere bagli olarak degismektedir. Bilinen genel kani,
eritromisin ve tiirevi antibiyotikler gram (+) bakterilere kars1 etkilidirler. Bu ¢alismada

ve L. garvieae ile yapilan ¢alismalarin gogunda bu kani dogrulanmustir.

Beta-laktamaz inhibitorii antibiyotikler (- laktamlar) molekiiler yapilarinda B- laktam
halkas1 igeren genis bir gruba sahip antibiyotiklerdir. Penisilin ve tiirevleri,
sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenem bu grubun 6nemli 6gelerinden olup
uzun yillardir insan ve hayvan saghiginda kullanilmaktadirlar (Holten and Onusko
2000). Bakterilerin hiicre duvari sentezini sekteye ugratmak suretiyle etki gdsteren bu
grup antibiyotikler son yillarda tiim ticari antibiyotiklerin yarisindan fazla tiiketilmistir.

- laktamlara kars1 direng¢ kazanilmasi;

1. Bakteriler tarafindan salinan B-laktamaz enzimleri tarafindan p-laktam halkalarinin

acilmasi ve inaktivasyonu,
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2. Bakteri ¢eperindeki penisilin baglayan proteinlerin ilaca karsi afinitesinin (ilgi)
azalmasi,

3. Bakteri hiicre ¢eperinin gecirgenliginin azalmasi sonucu ilacin bakteri ¢eperindeki
periplazmik araliga girmesinin zorlasmasi, mekanizmalar1 ile olmaktadir (Li et al.

2007).

Bu direncin iistesinden gelmek amaciyla - laktamlar genellikle klavulanik asitle
kombine edilmislerdir. Son yillarda 2 antibiyotigin kombinasyonu beseri ve veteriner
hekimlikte gram (-) ve (+) birgok etkenden kaynaklanan hastaliklara karsi tedavi edici
ve profilaktik olarak artan sekilde kullanilmaktadir (Elander 2003). Literatiirde ¢ok

sayida (- laktamaz enzimi ve antibiyotik direng geni (bla) bildirilmistir.

Bu calismada B- laktam grubu antibiyotiklerden penisilin G, ampisilin ve amoksisilin
tercih edilmis ve L. garvieae suslarinin sirasiyla %10, %16, %16’s1 bu antibiyotiklere
direng gostermistir. Calismada bu grup antibiyotiklere duyarli ve direngli bulunan
bakteri suslar1 genellikle ayn1 bulunmustur (Cizelge 4.2). - laktam diren¢ genlerinin
tespitine yonelik yapilan ¢alismada ampC, blaTEM ve blaPSE direng genlerinin varligt
arastirilmis ve sadece blaTEM direg geni 12 susta (%40) tespit edilmistir. PZR metodu
ile tespit edilen bu gen bolgesi boyu en uzun (859bp) gen bolgesi olarak bulunmustur.

Terzi (2013) Dogu Karadeniz Boélgesi’nde giftliklerde iiretimi yapilan alabaliklardan
izole edilen bakterilerin antibiyotik direncini incelemis ve suslarin tamamina yakininin
ampisiline direngli oldugunu ve direngli suslarin ¢ogunun ampC, blaTEM ve blaPSE
direng genlerini tasidiklarini tespit etmistir. Mevcut ¢alismada ise L. garvieae suslarina

kars1 ampisilin direnci diisiik bulunmug ve ampC direng geni tespit edilememistir.

Boran et al. (2013), diinyada ilk kez kafes kiiltiiriine alinan istavritlerin periyodik
muayeneleri esnasinda izole ettikleri gram (-) bakterilerin antibiyotik direnglerini
belirlemisler ve suslarin yarisindan fazlasinin ampisiline direngli oldugu tespit
etmislerdir. Ayrica B-laktam (blatem-ot3-4) Ve tetrasiklin (tetB) direng genleri ¢alismada

en yaygin tespit edilen direng genleri olarak bulmuslardir.
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Van et al. (2008) Vietnam’da yaptiklar1 bir calismada marketlerde satilan ¢ig et ve deniz
tirlinlerinden izole edilen E. coli suslarinin antibiyotik diren¢ ve viriilans genlerini
arastirmiglar ve ¢oklu dirence sahip olarak belirlenen 38 E. coli susununda p-laktam
(TEM) ve tetrasiklin (tetA, tetB) diren¢ genlerini yogun bir sekilde tespit etmislerdir.
Goriildigi tizere balik ve diger canlilardan izole edilen bakterilerde B-laktam direnci ve
diren¢ genleri yogun olarak tespit edilebilmektedir. Calismamizda literatiir bilgisinin
aksine suslarin biiyiik bir kism1 B-laktam grubu antibiyotiklere duyarli bulunmus ve az
sayidaki susta ilgili diren¢ genlerinden sadece biri (blaTEM) tespit edilebilmistir. Bu
sonuglara gore bakterilerin izole edildigi ortamlarin B-laktam grubu antibiyotiklere fazla
maruz kalmadig1 sdylenebilir. Ancak direng gelisiminin sadece antibiyotik kullanimina
bagli olmayip genlerin uygun taksonomik yapiya sahip bakteriler arasinda yatay olarak

da transfer olabilecegi unutulmamalidir.

Siilfonamidler sistemik kullanima ilk giren antibiyotiklerden olup duyarh
mikroorganizmalarda folik asit sentezini sekteye ugratmak suretiyle etki gosterirler.
Genis etki spektrumuna sahip olup gram (+) ve (-) bakterilere etki ederler. Bakterilerde
sulfanamid antibiyotigine kars1 direnc; siilfonamidlerden etkilenmeyen enzim salinimi
ve hiicre zariin stilfonamid gegirgenligini azaltmasi seklinde olmaktadir. Bakteriostatik
(bakteri tiremesini durduran) etkili siilfonamidler genellikle bakterisit (bakteriyi direkt
oldiiren) etki yapan trimetoprim ile beraber (sinerjistik etki) kullanilirlar (Skold 2001;
Anonim 2014b). Sucul ortamlarla iligkili bakterilerle yapilan arastirmalarda genellikle
sull, sul2 ve sul3 direng genlerinden s6z edilmistir (Boran et al. 2013).

Bu ¢alismada L. garvieae suslarinin %90 kadarinin sulfametoksazol+trimethoprim
(SXT)’e kars1 direncli oldugu saptanmistir. Bu sonug, fenotipik olarak tespit edilen en
yiiksek orandir. Antibiyotik direng¢ genlerinin tespitine yonelik yapilan ¢aligmada ise
sul2 direng geninin varhigi 13 bakteri susunda tespit edilirken, sull direng genine sadece

3 susta rastlanmaistir.

Terzi (2013) yetistiriciligi yapilan alabaliklardan izole edilen bakterilerin biiyiik

cogunlugunun SXT bilesigine kars1 direngli oldugunu rapor etse de sull ve sul2 direng
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genlerinin varligin1 %20 oraninda tespit etmistir. Sul3 direng genine ise rastlamamuistir.
Her iki calismada ki fenotipik ve genetik sonuglar arasindaki bu uyumsuzluk:
Sulfonamidlere kars1 gelisen antibiyotik direnci ortamda bu bilesiklerin yogun
kullanimina bagli olarak gelismekte olup heniiz genler lizerinde kodlanmamistir,

seklinde agiklanabilir.

Literatiirler incelendiginde, L. garvieae ve diger balik patojenlerinin %50’den fazlasinin
SXT bilesigine kars1 direngli oldugu goriilmiistiir (Kawanishi et al. 2005; Kubilay vd
2005; Kav et al. Erganis 2008; Raissy and Ansari 2011; Boran et al. 2013). Mevcut
calismada da benzer sonucun goriilmesi, sucul ortamlarin siilfonamid antibiyotigine
geemisten glinlimiize asirt maruz kaldigini ve lactococcosiz salginlarinda bu bilesigin

kesinlikle kullanilamayacagin1 géstermektedir.

Amfenikoller, bakteri ribozomlarinin 50S ribozomal alt birimine baglanarak peptidil
transferaz enzimini bloke etmek suretiyle etki gOsteren bakteriostatik bilesiklerdir.
Florfenikol ve kloramfenikol bu grubun degerli iiyeleridir. Bu grup antibiyotiklere karsi
direng, R- plazmidin tasidigi genler tarafindan salinan asetil transferaz enzimi ile

olmaktadir (Tenover 2006).

Kloramfenikol uzun yillardir insan ve hayvan sagligin1 tehdit eden bakterilere karsi
yogun bir bigimde kullamilmistir. Son yillarda ise gerek yan etkileri gerekse kalinti
sorunundan dolayr kullanimi sekteye ugramistir (Angulo et al. 2004). Florfenikol ise
nispeten yeni bir antibiyotik olup tlilkemiz akuakiiltiir endiistrisine yeni girmis ve balik
hastaliklarinin tedavisinde basarili bir bigimde kullanilmaktadir (Kayis et al. 2009).
Florfenikol ayrica, farkli patojenik bakterilerin neden oldugu balik hastaliklarina karsi

etkisi iyi bilinen antibiyotiklerdendir (Di Salvo et al. 2013).

Bu calismada bakteri suslarinin biiyiikk ¢ogunlugu (%83,3) florfenikole karsi duyarh
bulunurken, direncli sus tespit edilmemistir. Fakat diren¢ genlerinin tespitine yonelik
calismada, kloramfenikol ve florfenikol direng genleri (cmlIA ve FIoR) sirasiyla 21 ve 14

susta tespit edilmistir. Ozellikle kloramfenikolii kodlayan cmlA direng geni en yaygin
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(%70) tespit edilen direng geni olmustur. Fenotipik olarak florfenikole karst heniiz
direng gelismemis olmasi fakat direng genlerinin %50 civarinda tespit edilmesi bu
antibiyotiklerin sucul ortamlarda yaygmn olarak kullanildigini ve yakin gelecekte

kullaniminin riskli olacagini akillara getirmektedir.

Terzi (2013), alabalik isletmelerinden izole ettikleri bakterilerin genel olarak
kloramfenikole karsi sergilemis olduklar1 direnci diisiik bulurken, su ve sedimentten
izole edilen bakterilerde cmlA direng geni %S5, baliklardan izole edilen bakterilerde ise
ayni geni %33 oraninda tespit etmistir. Van et al. (2008), ¢ig et ve kabuklu deniz
tirtinlerinden izole ettikleri E. coli suslarinin antibakteriyel direncini arastirdiklari
calismada suslarin %45’ inin kloramfenikole diren¢li oldugunu ve suslarin ayni1 oranda

cmlA direng geni tasidiklarini rapor etmislerdir.

Bazi iilkeler antibiyotiklerin etkinliklerinden uzun siire faydalanmak icin kullanimlarini
kisitlamiglardir. Bazi Avrupa Birligi iilkeleri ise hayvancilikta antibiyotiklerin tedavi
disinda kullanimma yasak getirmistir. Bu sekilde secici baski azaltilarak direng
gelisiminin Onlenebilecegi diisiiniilmektedir. Biiylimeyi hizlandirmak ve benzeri amacla
antibiyotiklerin kullanimi diren¢ gelisiminin yani sira g¢evreyi kirletme ve tiiketici

konumundaki insan sagligini tehdit etme gibi sonuglarda dogurmaktadir.

Aminoglikozidler, bakteri ribozomlarinin 30S ribozomal alt {nitelerine baglanmak
suretiyle bakterisit olarak etki yaparlar. Dar spektrumlu antibiyotikler olup sadece gram
(-) aerobik basillere etkilidirler. Bu nedenle kombinasyonlar halinde tercih edilirler.
Ancak bazi spesifik hastaliklara kars1 tek baslarina kullanilabilirler (Ronald et al. 1999).
Aminoglikozidlere kars1 direng; bakterilerin asetiltransferaz (aac-aadA), fosfotransferaz
(aph) ve niikleotidiltransferaz (ant) enzimleri ile asetillenmek, fosforillenmek ve
adenillenmek suretiyle antibiyotikleri enzimatik modifikasyona ugratmasiyla gelisir
(Shakil et al. 2008).

Bu calismada antibiyogram testi uygulanan suslarin gentamisine karst %47 sinin

direngli, %?27’sinin ise duyarli oldugu saptanmistir. Gentamisin diren¢ genlerinin



77

varligini saptamaya yonelik ¢alismada ise tespit etmeye calisilan aadA direng geni
yalnizca 3 susta tespit edilebilmistir. Gentamisine karsi olusan yiiksek direncin direng
genlerinden kaynakli  olmadigi, aminoglikosidlerin dar etki spektrumundan
kaynaklandig1 sOylenebilir. Literatiire bakildiginda L. garvieae’nin antibiyotik
direngliligi ile ilgili hemen tiim ¢alismalarda bakterin aminoglikozid grubu
antibiyotiklere (gentamisin, neomisin, spektinomisin, netilmisin) kars1 direngli oldugu
rapor edilmistir (Kawanishi et al. 2005; Kubilay vd 2005; Kav et al. Erganis 2008).

Enrofloksasin, kinolon grubu bir antibiyotik olup duyarli mikroorganizmalarin DNA-
giraz enzimini inhibe ederek bakterisid etki gdsterir. Sentetik olan bu grubun diger
onemli iiyeleri nalidiksik asit, ciprofloksasin, ofloksasin, norfloksasin, enoksasin ve
levofloksasindir. Daha ziyade gram (-) bakteriler olmak iizere gram (+) bakterilere de
etkilidirler (Anonim 2014b). Bu c¢alismada bakteri suslarinin %36’s1 enrofloksasine
kars1 diren¢li bulunmustur. Uygun niikleotit primer dizayni yapilamadigindan bu

antibiyotige kars1 direng gelisimi genetik diizeyde tespit edilememistir.

Kinolonlar, veterinerlik alaninda iilkemizde yillardir kullanilmaktadir. Son donem
enrofloksasin etken maddeli su firiinleri sektoriinlin kullanimina uygun hazirlanmis
preparatlar olup alabalik isletmelerinde o6zellikle yavru baliklara karsi oral yolla

kullanilmaktadirlar.

Cogul antibiyotik diren¢ (MAR) indeksi, ortamin antibiyotiklere maruz kalmalar
sonucunda ortamdaki bakterilerin bu antibiyotiklere gelistirdikleri diren¢ diizeyini ifade
eder. Bagka bir deyisle direncli bakteri suslarinin ortamdaki varliginin yol actig1 saglik
riskinin degerlendirilmesidir. Bu degerin 0,2’den yiiksek olmasi ortamdaki direncli
bakterilerin fazla oldugu anlamina gelir (Krumperman 1983; Baeck et al. 2006). Bu
calismada bakteri suslarinin ferdi MAR indeksleri 0-0,6 arasinda degisirken ortalama
MAR degeri ise 0,26 olarak hesaplanmistir. Bu degerin 0,2 sinir degerinin hemen
tizerinde olmasi1 L. garvieae suslarinin izole edildikleri ortamlarin direngli suslarin yol

actig1 kirlilige asir1 maruz kalmadiklarini ama yine de risk igerdigini gdstermektedir.
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Su et al. (2011), Cin’in gilineyinde bulunan balik ¢iftliklerinden izole ettikleri
Enrerobacteriaceae iiyesi bakterilerde bu degeri 0,56 olarak rapor etmislerdir. Baeck et
al. (2006) yer altt ve ¢evre sularindan izole ettikleri ayn1 grup bakterilerde MAR
degerini 0,27 bulmuslardir. Terzi (2013) Karadeniz Bolgesi’nde yetistiriciligi yapilan
alabaliklardan izole ettikleri koliform bakterilerin MAR degerlerini 0,42-0,83 arasinda
tespit etmistir. Calismamizdaki L. garvieae suslarini yerli ve Avrupa suslari olarak iki
kisimda inceledigimizde MAR indeksinin yerli suslarda esik degerin altinda kaldigi
goriilmektedir. Diger caligmalara oranla bu ¢alismada MAR indeksinin diisiik ¢ikmast
L. garvieae bakterisi ve ona karsi gelisen direng agisindan, bakterinin izole edildigi

alanlarin simdilik ¢ok riskli olmadig1 sdylenebilir.

Plazmitler, gram (-) ve (+) bakterilerde, bazen de Okaryotlarda bulunabilen ekstra
kromozomal DNA parcalaridir. Tipik olarak dairesel ve ¢ift sarmalli olabilen
plazmitlerin boylar1 1 ila 400kb arasinda degismektedir. Plazmitlerin hiicrede kii¢lik ya
da biiylik olmalan ile iligkili olarak 1 ya da ¢ok sayida kopyalar1 bulunabilmektedir.
Bakteri hiicresinde kromozomal DNA’dan bagimsiz olarak replike olabilen, antibiyotik
ve agir metal diren¢ genlerini biinyesinde tasiyabilen yapilardir. Hareketli elementler
olduklarindan tasidiklar1 diren¢ genlerinin ayni ortamda bulunan bakteriler arasinda

horizontal olarak gecisine sebep olurlar (Actis et al. 1999). Plazmit varligi,

e Bu ekstra kromozomal elementin calisilan bakteri suslar1 arasinda ne yayginlikta
bulundugunun tespiti
e leri asamalarda yapilabilecek PZR, restriksiyon analizi ve transformasyon

denemeleri i¢in alt yap1 olusturmak amaciyla arastirilmistir.

Yapilan bu calismada 30 Lactococcus susunun 2 adedinde (%06,6) plazmit tespit
edilebilmistir. Bakteriyel diren¢ genellikle plazmitlerin varligi ve konjugasyon (aktarim)
yetenegi ile alakalidir. Yiiksek molekiil agirligina sahip plazmitlerin kolay konjuge
olabildikleri bildirilmistir (Lie et al. 1999). Mevcut ¢alismada 164A/03 ve 8053 isimli

suslardan sirasiyla 9 ve 3kb’lik plazmit tespit edilmistir. Literatiirde verilen bilgi ile
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dogru orantili olarak 9kb’lik plazmit tagiyan bakteri susu antibiyogram testi uygulanan

antibiyotiklerin ¢oguna karsi direngli bulunmustur (Cizelge 4.2).

Urda et al. (2012), insanlardan izole edilen L. garvieae 21881 susunun plazmit varligini
ve molekiiler yapisimi arastirdiklar1 ¢alismalarinda, bu susun yaklasik 4,5 ile 68,7kb
arast molekiiler biiyliklige sahip 5 plazmit barindirdigini tespit etmiglerdir. Detayli
sekans verileri 1s18inda bu plazmidlerin bazilarinin bakteriyosin (bakterilerin diger
bakterileri Oldiirmek igin iirettikleri zehirli protein) sentezi ve salimmminda gorevli
proteinleri bazilarinin ise viriilans genleri (txn, orf5 ve orf25) barindirdiklart tespit

edilmistir.

Yu et al. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada, biiyiikk molekiiler boyutta plazmite sahip
bakteri suslarinin plazmit tasimayan ayni tiiriin suslarina gore daha patojen olduklarini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise; enfeksiyon denemelerinde kullanilan 2 sus plazmit
tasimadig1 i¢in ve plazmit barindirdig: tespit edilen 2 susla ise enfeksiyon denemesi

yapilmadig1 i¢in bu goriis teyit edilememistir.

Literatiirler incelendiginde, sucul ortamlardan (deniz, dere sular1 ve balik) izole edilen
Vibrio, Aeromonas, Lactococcus, Escherichia, Klebsiella gibi bakteri tiirlerinin belirli
sayida ve degisik molekiiler boyutlarda plazmit igerdikleri ve bunlarin bir kisminin
aktarilabildigi bildirilmistir (Rhodes et al. 2000; Schmidt et al. 2001; Maki et al. 2008;
Korun et al. 2013; Terzi 2013). Mevcut ¢alisma bulgularimiz diger arastirmalar ile ters
diismektedir. Mevcut arastirmada, L. garvieae suslarinin ¢ok diisiik oranda plazmit
tasidiklari, dolayisi ile direng geni aktariminin ¢ogunlukla kromozom vasitasi ile
olabilecegi anlasilmistir. Ayrica MAR indeks degerinin 6zellikle Tiirkiye’den izole
edilen suslarda esik degerin altinda bulunmas1 L. garvieae suslarinda gen aktariminin

cogunlukla vertikal yol ile yapilabilecegini diislindiirmektedir.

Gram (-) bakterilerde gen alisverisinin S pili ile, gram (+) bakterilerde ise direk temas

ile gerceklestigi bilinmektedir (Lederberg and Tatum 1946). Ayrica plazmit
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izolasyonunun Laktik Streptokoklar gibi gram (+) bakterilerde gram (-) bakterilere gore
daha zor oldugu bilinmektedir (Anderson and McKay 1983).

Ulkemiz alabalik {iretiminde Avrupa’nin en biiyiik iireticilerinden biri konumundadir.
Deniz baliklarindan ise 6zellikle cipura ve levrek iiretim seviyesi oldukga yiiksektir.
Bazi Avrupa iilkeleri yassi balik iiretimi bakimindan oldukca ileri seviyede iken
tilkemizde ise halen 6zel sektdr kuruluslar1 bu alana yeterli ilgiyi gostermemislerdir.
Bununla beraber artan {iretim, beraberinde gelen problemler ve diisen kar paylar
yetistiricileri yeni tiir arayislarina itmektedir. Yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen
veriler, 6ntimiizdeki yillarda balik yetistiriciliginde karsilasilabilecek 6nemli hastalik
problemlerin baginda gelen lactococcosiz hakkindaki bilgi boslugunu doldurmaya
yoneliktir. Buna ilaveten yapilan tez calismasi, bundan sonra yapilacak olan ¢alismalar
icin 6nemli bir kaynak niteligindedir. Bu tez calismasi sonucunda, levrek ve kalkan
baliklarinin L. garvieae’ya karsi direngli bulunmasi balik yetistiriciligi agisindan
sevindirici bulunmustur. Bu tez ¢alismasinda;

1. Ekonomik 6neme sahip balik tiirlerinin, 6nemli balik patojeni olan L. garvieae’ye
kars1 duyarliliklari,

2. Bakteri suslarinin antibiyotik direnci,

3. Diren¢ genleri ve plazmit profilleri arastirilmistir. Arastirmadan ¢ikarilabilecek

sonuglar ve Oneriler asagidaki gibi siralanabilir.

1. Bir salgindan elde edilen L. garvieae (Lgper) susunun yavru Gokkusagi alabaliklari
tizerindeki viriilanst referans sus ile karsilastirildiginda yiiksek bulunmustur. Ciftlik
sartlar1 g6z Oniine alindiginda bu bakterinin tek basina ¢cok énemli ekonomik kayiplara
yol agabilecegi diistiniilmeli ve 6nlemler alinmalidir.

2. Karadeniz alabalig1 bu etkene karsi en az Gokkusagi alabaliklar1 kadar duyarlidir.
Uretimi yapilan alanlarda bu husus dikkate alinmalidir.

3. Kalkan ve deniz levregi L. garvieae’ye karsi direngli bulunmustur. Yalniz bu balik
tirleri klinik belirti gdstermeksizin etkeni tasiyabilmektedirler. Asemptomatik

tasiyicilarin hastalik bulastirmada 6nemli bir vektor olduklari unutulmamalidir.
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4. L. garvieae suslar1 penisilin, ampisilin, florfenikol, amoksisilin ve tetrasikline kars1
duyarli, gentamisin ve trimethoprim+sulfonamid antibiyotiklerine karsi ise direngli
bulunmuslardir. Tedavide ozellikle florfenikol ve B- laktam grubu antibiyotiklerden
yararlanilmalidir.

5. L. garvieae suslarinda kloramfenikol, tetrasiklin ve eritromosin antibiyotiklerini
kodlayan sirasiyla cmlA, tetB ve ereB direng genleri yaygin olarak tespit edilmistir. Bu
antibiyotiklerin ge¢misten bugiine yogun ve bilingsiz olarak kullanilmasinin sucul
cevrede olusturdugu tahribat dikkate alinarak en azindan simdilerde kullanima yeni
baslanan antibiyotiklerin se¢imi ve kullanimi konusunda bilingli olunmalidir.

6. Tuim Lactococcus suslarinda plazmit varlig: titizlikle arastirilmis ancak 2 susta izole
edilebilmistir. Antibiyotik diren¢ genlerinin mikroorganizmalar arasi gecisi ¢ogunlukla

kromozom vasitasi ile gergeklestigi diisiiniilmektedir.
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