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OZET

LACTOCOCCUS GARVIEAE iZOLATLARININ ANTiMiKROBIiYAL DiRENC
PROFILLERININ FENOTIPiK VE GENOTIPiK OLARAK BELIRLENMESI

Amag: Antimikrobiyel ajanlarin su {riinleri yetistiriciligindeki yogun ve bilingsiz kullanimi
sucul ortamda antibiyotik direngli bakterilerin ve antibiyotik diren¢ genlerinin olusumuna
neden olmaktadir. Bu gibi durumlarda su ve sediment antibiyotik diren¢ genleri i¢in rezervuar
durumuna dontigebilir ve bu genler horizontal gen transferi ile insan ve balik patojenleri
arasinda yayilabilirler. Bu tez ile lilkemiz su iirlinleri sektoriinde, o6zellikle, alabalik
isletmelerinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olan L. garvieae izolatlarinin antibiyotik
diren¢ durumlarmin, direng ile ilgili baz1 genetik yapilarin (antibiyotik diren¢ genleri) ve

izolatlar arasi iligkilerin ortaya konulmasi amaglanmastir.

Materyal ve Metot: Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden izole edilmis 25 L. garvieae izolatinin
14 farkli antibiyotige kars1 duyarliliklar disk difiizyon yontemiyle belirlendi. izolatlarm sahip
olduklar1 cesitli antibiyotik diren¢ genlerinin varlig1 spesifik primer ¢iftlerinin kullanildig:
PCR metodu ile belirlendi. Ayrica izolatlar arasindaki olas1 klonal iligkiler RAPD-PCR

metodu ile ortaya konuldu.

Bulgular: L. garvieae saha izolatlarinin ¢alismada kullanilan 14 farkli antibiyotige karsi
degisik diizeyde antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 belirlendi. Izolatlarin tamaminin en
az 4 farkli antibiyotige kars1 direngli oldugu, bir izolatin ise 9 farkli antibiyotige kars1 direng
ile en yiiksek direng profiline sahip oldugu belirlendi. izolatlardan birinin (%4) sull direng
genine, altisinin (%24) sulll direng genine ve bir izolatin (%4) tetD diren¢ genine sahip
oldugu belirlendi. izolatlarin ERIC2 primeri ile 3 farkli genotipe ayrildigi ve izolatlarm biiyiik
bir bdliimiiniin (16 izolat) baskin tip olan LG2 genotipine dahil oldugu belirlendi.

Sonu¢: Calismada coklu ilag direncinin yiiksek oranda saptanmasi balik hastaliklarinin

tedavisinde uygun antimikrobiyel ajanlarin se¢ilmesinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik; Antibiyotik diren¢ geni; Genotiplendirme; L. garvieae

Ilker HANCI, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Temmuz - 2018
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ABSTRACT

PHENOTYPIC AND GENOTYPIC DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL
RESISTANCE PROFILE FOR LACTOCOCCUS GARVIEAE ISOLATES

Aim: The intense and unconscious use of antimicrobial agents in aquaculture results in the
occurrence of antibiotic-resistant bacteria and antibiotic resistance genes (ARGs). In such
cases, water and sediment may become a reservoir for ARGs and these genes can be
transferred horizontally among fish and human pathogens. This thesis is mainly aim to
determine antibiotic resistance profiles and some genetic structures that related resistance
(ARGs) and relationships among the L. garvieae isolates which causes important economical

losses in Turkish aquaculture industry, especially trout industry.

Material and Method: Antimicrobial activity of 25 L. garvieae strains isolated from
different regions of Turkey was determined by disk diffusion method against the 14 different
antibiotics. Presence of various antibiotic resistance genes in the isolates was determined by
PCR method with specific primers. Additionally, possible clonal relationships between

isolates was demonstrated by the RAPD-PCR method

Results: L. garvieae field isolates were found to have antimicrobial activity at different levels
against 14 different antibiotics used in the study. All isolates have resistant to at least 4
different antibiotics, also one isolate had the highest resistance profile with resistance to 9
different antibiotics. It was determined that one of the isolates (4%) has Sul/l resistance gene,
six (24%) of isolates have the su/ll resistance gene and one isolate (4%) has tetD resistance
gene. It was determined that the isolates were divided into 3 different genotypes by the ERIC2

primer and large amount of the isolates (16 isolates) have involved dominant type LG2
genotype.

Conclusion: Detection of high rate multi-drug resistance in the study, suggested that selection

of appropriate antimicrobial agents is important for treatment of fish diseases.

Keywords: Antibiotic; Antibiotic resistance gene; Genotyping; L. garvieae

ilker HANCI, Master’s Thesis
University of Ondokuz Mayis - Samsun, July-2018
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1. GIRIS

Istatistikler su iiriinlerine olan talebin 6zellikle son yiizyilda diinya ¢apinda
artis gosterdigini  gostermektedir. Bu talep patlamasinin sadece avcilik yoluyla
karsilanamayacagr zaman i¢inde kendini gostermistir. Nitekim son yilizyilda diinya
capinda en hizli biiyiiyen tarimsal sektoriin su {iiriinleri yetistiriciligi sektorii oldugu
gbzlemlenmistir. Giiniimiizde diinya capinda {iretilen balik¢ilik {irlinleri iiretiminin
yarist yetistiricilik yoluyla saglanmaktadir. Artan talep, artan tiiketim beraberinde kalite
standartlarinin korunmasi ve siirdiiriilmesini zorunlu kilmaktadir. Bakteriyel, viral,
protozoal ve trematodal etmenler su iirlinleri yetistiriciligi sektoriinde dnemli kayiplara
neden olmaktadir (Austin ve Austin, 2012). Balik hastaliklarinin tedavisinde
antibiyotikler énemli bir rol oynamaktadir. Yeme katilarak, enjeksiyon yolu ile veya
suya katilarak kullanilabilen antibiyotiklerin kullanimina, son zamanlarda ¢esitli tilkeler
tarafindan kisitlama getirilmistir. ABD’de baliklarda sulfamerazin, oksitetrasiklin
dihidrat, sulfadimetoksin-ormetoprim ve florfenikol’iin yasal kullanimina izin
verilmektedir (Baydan ve ark., 2012). Ingiltere’de sadece {ic adet antibiyotik
(florfenikol, oksitetrasiklin ve amoksisilin) su iirlinleri yetistiriciliginde kullanim ig¢in
lisans almistir (Ngo ve ark., 2018). Ulkemiz su iiriinleri yetistiriciliginde ¢ok cesitli
antibakteriyellerin kullanildigi bildirilmis olmasma ragmen, Gida Kontrol Genel
Miidiirligi verilerine gore baliklarda kullanilabilecek 40 adet ruhsathi antibakteriyel
uriin bulunmakta ve bu uriinlerin ise 5 farkli etken madde florfenikol, oksitetrasiklin
HCI, enrofloksasin, siilfadiazin-trimetoprim ve amoksisilin trihidrat icerdigi
goriilmektedir (GTHB, 2018b). Dolayisiyla bu veriler 1s18inda baliklarda kontrolsiiz ve
bilingsiz bir antibiyotik kullaniminin oldugundan bahsedilebilir. Faj terapisi ve
probiyotik bakteri kullanimi su iirtinleri yetistiriciliginde umut verici bir se¢enek olarak
karsimiza c¢iksa da daha ileri diizeyde arastirmalar yapmak ve bunlar1 pratikge dokmek
gerekmektedir. Bu baglamda antibiyotik kullanim1 zorunlu hale gelmektedir.

Antibiyotikler bir¢ok balik tiirlinde goriilen streptokokkal enfeksiyonlarda
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Aoki ve ark., 1990). Uygulama genellikle spesifiye
edilmis yemlerle birlestirilerek agiz yoluyla uygulama seklinde olmaktadir.
Antimikrobiyal maddelerin in vitro L. garvieae’ye kars1 giiglii etki gdstermesine karsi
infekte olmus zayif istahsiz baliklarda etkisi oldukca zayiftir (Bercovier ve ark., 1997).

Linkomisin, oksitetrasiklin ve makrolid grubu antibiyotikler kiiltiir balik¢iliginda L.



garvieae’nin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Aoki ve ark., 1990;
Kawanishi ve ark., 2005). Gokkusagi alabaliklarinda Laktokokkozis salginlarinin
tedavisinde ¢ogunlukla eritromisin, oksitetrasiklin, amoksilin ve diisiik diizeyde
doksisiklin kullanilmaktadir (Vendrell ve ark., 2006). Ancak kemoterapotik tedavi
sreptokokkal balik patojenlerinde antibiyotik direnci olusmasina neden olmustur (Aoki
ve ark., 1990; Austin ve Austin, 2012). Bununla birlikte insan ve hayvanlarda diizensiz
ve yanlig antibiyotik kullanimi ile birlikte antibiyotik direncinin yayilimi kiiresel bir
saglik sorunu olarak hizla bliytimektedir (Heuer ve ark., 2009).

Bu tez caligmasi ile Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden izole edilmis olan L.
garvieae izolatlarinin antimikrobiyal aktiviteleri ve izolatlarin sahip olduklar1 bazi
antibiyotik diren¢ genleri belirlenmis ve izolatlar arasindaki genetik iligkiler Random
Amplified Polimorfik DNA-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RAPD-PCR) metodu ile
ortaya konulmustur. Elde edilen sonuglarin L. garvieae izolatlarima yonelik uygun
antibiyotik se¢iminin yapilmasina ve bu sayede direngli saha izolatlarmin gelisiminin

engellenmesine katki saglayacagi kanisindayiz.



2. GENEL BIiLGILER

L. garvieae, su sicakliginin 16 C°’nin iizerine ¢iktig1 yaz aylarinda bir¢ok balik
tiirlinii etkileyen ve hem tathh hem de tuzlu su yetistiriciliginde 6nemli ekonomik
kayiplara neden olan Laktokokkozis hastaliginin etiyolojik ajanidir. Genel olarak
hastalik hiperakut bir seyir gosterir ve hemorojik septisemi ile karakterizedir (Vendrell
ve ark., 2006). Hastaligin tiim boyutlardaki baliklarda goriilmesi ve mortalite oraninin
%95’e ulasmasi (Pereira ve ark., 2004) isletmelerde ekonomik olarak ciddi kayiplara
neden olmaktadir.

Glinlimiizde, L. garvieae diinya genelinde yayilim gostermis ve bir¢ok iilkede
basta alabalik olmak iizere farkli sucul hayvanlardan izole edilmistir. Son yillarda
Hindistan’da Gokkusagi alabaliklarinda (Shahi ve ark., 2018), Misir’da Nil
tilapyalarinda (Oreochromis niloticus) (Osman ve ark., 2017), Brezilya’da bir tiir yayin
baliginda (Pseudoplatystoma sp.) (Fukushima ve ark., 2017), Amerika’da alabaliklarda
(Nelson ve ark., 2016), Endonezya’da Nil tilapyalarinda (Anshary ve ark., 2014),
Tayvan’da kefal (Mugil cephalus), tilapya, sar1 ylzgegli ¢ipura (Acanthopagrus latus)
baliklarinda, Japon yayin baliginda (Anguilla japonica) ve dev tath su karideslerinde
(Macrobrachium rosenbergii) (Tsai ve ark.,, 2012) etkenin izole edildigine dair
bildirimler bulunmaktadir.

Ulkemizde ilk hastalik bildirimi 2001 yilinda Tiirkiye nin batisinda yer alan bir
gokkusagi alabaligr isletmesinden yapilmistir. Bu hastalik vakasinda su sicakliginin 17
°C oldugu ve etkenin 100-150 gr agirhigindaki baliklarda %80’in ilizerinde bir kayba
neden oldugu bildirilmistir (Diler ve ark., 2002). ilk izolasyon sonrasi hastaligin hizli
bir yaylim siirecine girdigi ve Tiirkiye’nin farkli bélgelerinde, 6zellikle de yetistiriciligi
yapilan gokkusagi alabaliklarinin 6nemli bir patojeni haline geldigi goriilmiistiir (Altun
ve ark., 2004; Ozer ve ark., 2008; Timur ve ark., 2011; Altun ve ark., 2013; Didinen ve
ark., 2014; Tiire ve Altinok, 2016).

L. garvieae’nin sucul hayvanlar disinda insanlarda enfeksiyona (Tandel ve ark.,
2017) neden olmasi etkenin balik kokenli zoonozlar igerisinde siiflandirilabilecegini
gostermektedir. Ancak molekiiler tiplendirme metotlarinin (Pulsed Field Gel
Electroforesis) kullanildigi bir¢ok calismada baliklardaki salginlardan elde edilen
izolatlar ile farkli konakg¢ilardan elde edilen izolatlar arasinda farkliliklarin oldugu, bir

baska ifadeyle diisiik genetik iliskilerin oldugu ortaya konmustur (Kawanishi ve ark.,



2006; Tejedor ve ark., 2011). Dolayisiyla L. garvieae’nin zoonoz olup olmadigi hala

soru igaretidir.

2.1. Tarihce

L. garvieaemin taksonomik pozisyonu tartismali ve dolambacgl bir gecmise
sahiptir. ilk olarak Streptococcus garvieae olarak adlandirilan etken Birlesik Krallikta
s1gir mastitis vakasindan izole edilmis ve o izolasyonda elde edilen izolat referans sus
(ATCC 43921) olarak kayitlara girmistir (Collins ve ark., 1983; Vendrell ve ark., 2006).
Kisa bir siire sonra gelisen tekniklerle birlikte Streptococcus genusu igerisinde yer alan
laktik streptococlar 1985 yilinda yeni bir genus olan Lactococcus igerisine dahil
edilmistir (Schleifer ve ark., 1985). 1991 yilinda Japonya’da sarikuyruk (Seriola
quinqueradiata) baliklarinda meydana gelen streptococcal hastalik salginindan izole
edilen Gram pozitif balik patojeni yeni bir patojen, Enterococcus seriolicida olarak
rapor edilmistir (Kusuda ve ark., 1991). 1988 yilinda Ispanya’da gokkusag
alabaliklarinda ilk defa laktokokkozis salgininda izole edilen bakteri Enterococcus sp.
olarak tanimlanmustir (Palacios ve ark., 1993). 1993 yilinda E. seriolicida ile L.
garvieae arasinda yakin bir iligki olduguna dair fenotipik ve filogenetik kanitlar ortaya
konulmustur (Domenech ve ark., 1993). ilerleyen yillarda farkli kitalarda yer alan
arastirmacilar yaptiklar1 fenotipik ve genotipik ¢aligmalar sonrast E. seriolicida’nin L.
garvieae ile sinonim (es anlamli) oldugunu kabul etmisler ve Enterococcus ile
Lactococcus genusunu yeniden iligkilendirmiglerdir (Eldar ve ark., 1996; Teixeira ve
ark., 1996). Giinlimiizde L. garvieae taksonomik olarak lactobacillales takiminda
streptococcaceae familyasinda lactococcus genusu igerisinde yer almaktadir (NCBI,

2018).

2.2. Fenotipik Ozellikleri

L. garvieae Gram- pozitif, fakiiltatif anaerobik, hareketsiz endospor iiretmeyen
bir bakteridir. Optimum iireme sicakligt 37°C olup 4-42°C arasindaki sicakliklarda
iireyebilmektedir. Bazi1 suslar 45°C’de zayif ve yavas bir sekilde iireyebilirler. Ureme
cift ya da kisa zincirler halinde olmaktadir (Boomker ve ark., 1979, Kusuda ve ark.,
1991, Eldar ve ark., 1996). Bakterinin Man, Rogosa ve Sharpe agar, trypticase-soy
(TSA) agar ve brain-heart infusion (BHIA) agar gibi genel besi yerlerinde iyi bir sekilde

tiredigi (Kusuda ve ark., 1991), McConcey ve Enterococcus agar’in ise etkenin



tiremesini inhibe ettigi bildirilmistir (Toranzo ve ark., 1994). Genel olarak a-hemolitik
bakteriler olarak tanimlanirlar (Ravelo ve ark., 2001), ancak B-hemolitik aktivite
gosterdikleri de rapor edilmistir (Teixeira ve ark., 1996). Bakteriyel iireme, pH 4,5-9,6
arasinda ve %4 NaCl iceren ortamda gerceklestigi, baz tiirlerin ise %6,5 NaCl iceren
ortamda tireyebildigi bildirilmistir (Kusuda ve ark., 1991).

L. garvieae izolatlar1 arasinda bazi biyokimyasal 6zellikler yontinden farkli
sonuglar elde edilebilmektedir (hippurati hidroliz etme yetenegi) (Vendell ve ark.,
2006). Altun ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada B-Glukoronidaz, D-riboz, sorbitol,
laktoz, rafinoz, voges proskauer (VP), alanyl-phenylalanyl-proline arylamidase (APPA),
pyrrolidonyl arylamidase (PyrA) ve lireaz testlerinin L. garvieae izolatlar1 arasinda
farkli sonuglar verdigini bildirmiglerdir. Yine ayni ¢alismada sadece ATCC 43921
susunun hippurati hidroliz ettigi ortaya konulmustur. Genel olarak L. garvieae’nin
fenotipik 6zellikleri Tablo 1°de verilmistir.

L. garvieae izolatlar1 biyokimyasal testlerle birbirinden ayirt edilemeyen 2
serotipe ayrilmistir. Serotipler L. garvieae kars1 elde edilmis serumlar aglutine etme
yeteneklerine gore ayrilmaktadir. Agliitinasyon gostermeyen (Non-agglutinating)
fenotipler KG- ile agliitinasyon (agglutinating) gosteren fenotipler KG+ ile ifade
edilmektedir. Immuno floresan boyama teknigi ile KG+ antijenlerinin sadece bakterinin
hiicre yiizeyinde yogunlastigi, KG- antijenlerinin ise hiicre kapsiilii boyunca yerlestigi

gozlemlenmistir (Meyburg ve ark., 2017).



Tablo 1. L. garvieae’nin biyokimyasal, fizyolojik ve kiiltiirel 6zellikleri (Vendell ve ark., 2006’dan).

Ozellik Reaksiyon Ozellik Reaksiyon
Hiicre morfolojisi Oval kok
Gram + Arginin tiretimi +
Hareket - Ornitin liretimi -
Ureme; Lizin tiretimi -
4°C + Asit Uretimi;
20 °C + Gliserin —
37°C + Rafinoz -
45 °C + Arabinoz -
pH 9,6 + Sorbitol +
% 6.5 NaCl + Mannitol +
Hemoliz a hemoliz Cellobiose +
Katalaz - Galaktoz +
Oksidaz - D-Glikoz +
TSI A/A- Maltoz +
Oksidatif / fermentatif Fermantatif Trehaloz +
Nitrat rediiksiyon - D- Mannoz +
Sitrat - Inositol —
Ure - Laktoz Z+
Indol tiretimi - Riboz D
Esculin + Sukroz D
VP + Adonitol -
H,S iiretimi - Glikojen -
Arginin dihydrolase + Melibiose -
Pyrrolidonyl arylamidase + Melezitose -
Alkalin fosfataz - Nisasta —
B-Glucuronidase Tagatose D
Losin arylamidase + L-Rhamnose -
Sodyum hippurate hidrolizi - D- Ksiloz -
Lancefield grup N Salicin +

V: degisken reaksiyon, Z: zayif reaksiyon, (+) : pozitif reaksiyon, (-) : negatif reaksiyon, A/A—: TSI’da
asit ve H,S tretimi.

2.3. Izolasyon ve Identifikasyon
Laktokokkozis salginlarinda 6rnekler hasta baliklardan veya sogukta muhafaza
edilmis yeni 6lmiis baliklardan alinmalidir. Etken karaciger, dalak, goz, bagirsak veya

kandan izole edilebilmesine ragmen izolasyon i¢in en uygun organlar bobrek ve



beyindir (Vendell ve ark., 2006). Izolasyonda genellikle TSA, BHIA, kanli agar ve
nutrient agar (NA) gibi klasik kiiltiir vasatlar1 kullanilmaktadir (Austin ve Austin,
1999). Son zamanlarda L. garvieae’y1 ve diger balik patojenlerinden ayirmak i¢in LG
agar olarak adlandirilan bir besiyeri gelistirilmistir. Bu besiyeri Difco''Oxgall (%3) ve
potasyum tellurite (10 ppm) gibi bircok bakterinin iiremesini inhibe eden selektif
maddeleri icermektedir. Kapsiillii L. garvieae izolatlar1 besiyerinde metalik siyah renkte
etrafinda kirmizi halka bulunan koloniler olusturmaktadir (Chang ve ark., 2014).
Identifikasyon etkenin biyokimyasal 6zelliklerine dayanilarak konvansiyonel
mikrobiyolojik metotlar veya API-20 Strep ve API-32 Strep gibi minyatiirize sistemler
kullanilarak yapilabilmektedir (Vendell ve ark., 2006; Altun ve ark., 2013). Ancak
fenotipik olarak L. garvieae’y1 kendisine en yakin tiir olan L. lactis subsp. lactis’den
ayirmak icin clindamisin duyarhilik testinin yapilmasi gerektigi veya bu iki tiirlin
genetik olarak PCR uygulamalariyla birbirinden ayrilmasi gerektigi bildirilmistir
(Zlotkin ve ark., 1998). Bu baglamda L. garvieae izolatlarinin genetik olarak
identifikasyonunda kullanilabilecek farkli gen bdolgelerini hedef alan primerler
gelistirilmis ve rutin kullanima sunulmustur. Tablo 2’de L. garvieae spesifik primer

ciftleri ve bu primerlerin hedef alindig1 gen bolgeleri verilmistir.

Tablo 2. L. garvieae izolatlarinin molekiiler identifikasyonunda kullanilan hedef genler (Meyburg ve

ark., 2017°den).

Hedef Gen Primer Cifti Uriin Boyutu (bp)

16StTDNA pLG-1 1100
pLG-2

Dihydropteroate synthase SA1B10-1-F 709

SA1BI10-1-R

16S rRNA LcG-F 252
LeG-R

16S-23S rRNA TSLg30F 290

ITSLg31R

Zlotkin ve ark., (1998) tarafindan gelistirilen pLG-1/pLG-2 primerlerinin
iilkemiz saha izolatlariin molekiiler teshisinde arastirmacilar tarafindan yaygin bir

sekilde kullanildig1 goriilmektedir (Altun ve ark., 2013; Didinen ve ark., 2014).



2.4. Koruma, Kontrol ve Sagaltim

L. garvieae enfeksiyonlarmin  kontrol altina alinmasinda  duyarh
populasyonlarin etkene karsi agilanmasi 6nemli bir yer tutmaktadir (Vendrell ve ark.,
2006). Ancak asilamanin basaris1 konak¢inin tiiriine, uygulama yoluna ve adjuvantin
tipine gore degismektedir. Genel olarak alabaliklarda bu hastaliga kars1 yapilan
asilamanin etkinliginin diisiik oldugu ve koruma siirelerinin kisithi (3-6 ay) oldugu
bildirilmistir (Afonso ve ark., 2003). Bununla birlikte, son yillarda L. garvieae’ye karsi
as1 denemelerinin hiz kazandig1 goriilmektedir (Bastardo ve ark., 2012; Nakajima ve
ark., 2014; Fukushima ve ark., 2017). Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlig: tarafindan
2018 yili itibar1 ile ruhsathi balik asilarimin listesine gore tlkemizde baliklarda
laktokokkozis hastaliginin kontroliinde kullanilabilir bir adet ruhsathi balik asis1
bulunmaktadir (GTHB, 2018a). Ek olarak son yillarda iilkemizde su iirlinleri
yetistiriciligi yapilan isletmelerde meydana gelen salginlarin kontrol altina alinmasinda
otovaksin uygulamalarinin arttig1 gézlenmektedir.

Patojen mikroorganizmalarin isletmelere giris olasiliginin azaltilarak hastalik
risklerini en aza indirilmesinde biyogiivenlik stratejilerinin  gelistirilmesi  ve
uygulanmas1 hayati énem tagir. Bu tiir stratejiler, ayn1 zamanda, vahsi su hayvam
popiilasyonlari iizerinde ciddi etkileri olabilecek ve ¢iftlik hayvanlari i¢in bir enfeksiyon
rezervuart olarak rol oynayabilecek yabanil ortama patojenlerin yerlesmesinide
Onleyebilecektir (Oidtmann ve ark., 2011). Patojen etkenlerin balik ¢iftliklerine girisini
onlemede ilk bariyer sanitasyon uygulamalaridir. Baliklara manipulasyonun azaltilmasi,
o6lii veya hasta baliklarin elemine edilmesi, stok yogunlugunun diisiik diizeyde tutulmasi
en Onemli uygulamalardir. Ek olarak tanklarin periyodik olarak temizlenmesi,
isletmelerde kullanilan aletlerin dezenfektan maddeler ile yeterli bir diizeyde dezenfekte
edilmesi etkenin yayillmasini azaltacak diger 6nemli uygulamalardir. Ayrica etkenin
isletmelere girisinin ve yayiliminin engellenmesi i¢in balik ya da yumurta ithalati
kontrol edilmelidir (Vendrell ve ark., 2006).

L. garvieae enfeksiyonlarinin tedavisinde en etkin yol, patojene karsi
antibiyogram yaparak en etkili antibiyotigi tespit ederek uygulamaktir. Bu sayede
etkene karsi diren¢ gelisimi Onlenebilecegi gibi hastaliklarin niikslerinin de
azaltilabilecegi bildirilmektedir (Kubilay ve ark., 2005). Hem iilkemizde hem de

diinyada cesitli hastalik vakalarinda izole edilmis L. garvieae izolatlarinin antibiyotik



etkinlik profillerinin belirlendigi bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Kubilay ve ark., 2005;
Altun ve ark., 2013; Didinen ve ark., 2014; Tiire ve Boran 2015; Osman ve ark., 2017).
Genel olarak L. garvieae enfeksiyonlarinin tedavisinde en sik kullanilan antibiyotikler
eritromisin, oksitetrasiklin, amoksisilin ve diislik diizeyde doksosiklin’dir (Vendrell ve

ark., 2006).

2.5. Antibiyotik Direnci ve Onemi

Antibiyotik direncinin yayilimi, insan ve hayvanlarda diizensiz ve yanlis
antibiyotik kullanimi ile birlikte kiiresel saglik sorunu olarak hizla biiyiimektedir (Heuer
ve ark., 2009). Ozellikle, veteriner antibiyotiklerinin gida hayvanlarina uygulanmasinin
beseri hekimlikte kullanilan antibiyotiklere karsi direngli suslarin gelisimini arttirdigi
diistiniilmektedir. Bu suslarin aktarimi, hayvanlarla dogrudan temas yoluyla veya gida
zinciriyle tiiketicilere iletilebilmektedir (Kemper, 2008).

Kemoterapotik tedavi streptokokkal balik patojenlerinde antibiyotik direnci
olusmasina neden olmustur (Aoki ve ark., 1990; Austin ve Austin, 2012). Bir izolatta
birden fazla kemoterapotik ajana karsi direncin gelistigi ¢oklu direng sik olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Bakteriyel populasyonlardaki antibiyotik direng genlerinin
yayilimi, horizontal gen transferinin ¢esitli mekanizmalar1 yoluyla gerceklesmektedir.
Streptokokkal balik patojenlerinde en yaygin gen transfer mekanizmasi plazmid iligkili
transferdir. Akuvatik streptokok tiirlerinde antibiyotik direnciyle ilgili ilk rapor
Japonya’da kiiltiire edilen sarikuyruk baliklardan yapilmistir (Aoki ve ark., 1990). Bu
caligmada makrolid, linkomisin ve tetrasikline kars1 orta diizeyde direng olustugu ve
diren¢ genlerinin yapisal olarak ekspresse oldugu ve transfer edilemez oldugu ortaya
konulmustur. Yine aym1 c¢aligmada makrolid, linkomisin, tetrasiklinler ve
kloramfenikole karsi yliksek diizeyde diren¢ olustugu ve iliskili direng genlerinin
transfer edilebilir ve indiiklenebilir oldugu belirlenmistir. Arastirmacilar, antibiyotik
diren¢ determinantlarmin diren¢ (R) plazmidlerinde ya da tranposonlarda lokalize
oldugunu tahmin etmislerdir (Aoki ve ark., 1990). Bu bulgular, eritromisin,
oksitetrasiklin ve linkomisin direngli L. garvieae izolatlarindan izole edilen R
plazmidlerinin karakterizasyonuna neden olmus ve ermB ve fet(S) direng genlerinin
varligimi ortaya ¢ikarmistir (Hirono ve Aoki, 2001). 170 adet L. garvieae izolatinin
antibiyotik duyarlilik testi sonucu izolatlarin neredeyse yarisinin ayni anda eritromisin,

limkomisin ve oksitetrasikline direncli oldugu ve tiim direngli izolatlarin ermB ve fet(S)



direng genlerine sahip olduklari ortaya konulmustur (Kawanishi ve ark., 2005). Iran’da
yapilan calismada 49 L. garvieae izolatinin %65,3’1i enrofloksasin’e, %42,8’1
eritromisin’e, %40,8’1 kloramfenikol ve trimetoprim-+sulfametoksazol ve %38,7’sinin
tetrasiklin’e kars1 direngli oldugu bulunmus ve test edilen 49 izolatin tamaminin en az
bir tetrasiklin direng geni tasidigi saptanmustir (Raissy ve Shahrani, 2015). Ulkemizde
L. garvieae izolatlarinda antibiyotik diren¢ genlerinin varliginin belirlendigi bir
caligmada izolatlarin en yaygin olarak tetrasiklin (zefB) direng geni tasidigi ortaya

konulmustur (Ttre ve Boran, 2015).
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal

Calismada Tirkiye’nin degisik bolgelerinden izole edilmis olan 25 adet
Gokkusagr alabaligi kokenli L. garvieae saha izolati ve L. garvieae ATCC 43921
referans susu kullanildi (Tablo 3). Calismadan 6nce gliserinli buyyon (%15) igerisinde -
20 °C'de saklanan izolatlar Trypticase soy broth’a (Merck, Almanya) pasajlandi ve 25
°C'de 24 saat inkiibe edilerek canlandirildi.

Tablo 3. Calismada kullanilan L. garvieae saha izolatlari, izolasyon yerleri ve tarihi

No izolatlar Izolasyon Yeri Izolasyon Yih
1 Cob S Mugla Akdeniz 2001
Y Alk S Antalya Akdeniz 2002
3 Haykas 12B Isparta Akdeniz 2012
4 Anakas 12B Isparta Akdeniz 2012
5 Kep B Antalya Akdeniz 2001
6 Yal B Isparta Akdeniz 2012
7 Can B Isparta Akdeniz 2012
8 Goz B Mugla Akdeniz 2001
9 Cift B Eskisehir Ic Anadolu 2012
10 Esk B Eskisehir Ic Anadolu 2017
11 Sam ED Samsun Karadeniz 2010
12 Sam EK Samsun Karadeniz 2010
13 Or YDD Ordu Karadeniz 2014
14 Or YDB Ordu Karadeniz 2014
15 Or YDE Ordu Karadeniz 2014
16 Or YDF Ordu Karadeniz 2014
17 SK 68D Aydin Ege 2011
18 SK 45K Aydin Ege 2011
19 SK 31K Aydin Ege 2011
20 SK 19K Aydin Ege 2011
21 SK 67K2 Aydin Ege 2011
22 SK 66B Aydin Ege 2011
23 SK 53K Aydin Ege 2011
24 SK 65B Aydin Ege 2011
25 37K Aydin Ege 2011
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3.2. Metot

3.2.1. L. garvieae Spesifik PCR

Izolatlarm DNA ekstraksiyonlar1 prensibi spin kolon ile filtrasyon esasina
dayanan ticari DNA ekstraksiyon kiti (Invitrogen, Kanada) kullanilarak yapildi. Kit
icerigine ek olarak Gram pozitif bakteriler i¢in 0,06 g Tris-HCl, 0,15 g EDTA, 240 ml
Triton X-100, 0,4 g lizozim’den olusan 20 ml lizozim lizis buffer hazirlandi. L. garvieae
izolatlar1 genetik olarak tiir spesifik pLG-1 (5’-CATAACAATGAGAATCGC-3’) ve
pLG-2 (5’-GCACCCTCGCGGGTTG-3’) primer setinin kullanildigit PCR metodu ile
konfirme edildi (Zlotkin ve ark., 1998). Bu amagla PCR amplifikasyonunda PCR water,
IxPCR Buffer, 1,5 mM MgCl,, herbir dNTP’den 0,2 mM, 1,0 U Taq polymerase
(Fermentas), 1uM her bir primer ve 5 pl template DNA igeren 25 ul PCR karigimi
olusturuldu. Olusturulan bu karisim 94°C‘de 3 dk ©6n denatiirasyon ve sonrasinda
94°C‘de 1 dk denatiirasyon, 55°C‘de 1 dk primer baglanma, 72°C‘de 1,5 dk uzama
olmak tizere 35 siklus ve 72°C‘de 10 dk son uzama kosullarinda amplifiye edildi.
Amplifikasyon sonrasi olusan son {iriinler etidium bromid (2mg/ml) iceren % 1,5 agaroz
jel elektroforezinde kosturuldu ve sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi. L.
garvieae spesifik 1100 bp’lik son amplifikasyon iirlinliniin goriildiigii izolatlar L.
garvieae olarak degerlendirildi. PCR calismasinda pozitif kontrol olarak L. garvieae

ATCC 43921 susu kullanildi.

3.2.2. Disk Difiizyon Testi

Izolatlarm antibiyotik profillerinin belirlenmesinde disk difiizyon metodu
kullanildi. izolatlarn amoksisilin (10 pg), ampisilin (10 pg), enrofloksasin (5 pg),
eritromisin (15 pg), florfenikol (30 pg), flumekuin (30 pg), gentamisin (10 pg),
kanamisin (30 pg), neomisin (30 pg), oksitetrasiklin (30 pg), oksolinik asit (2 ug),
sefoperazon (75 pg), trimetoprim (5 pg) ve trimetoprim+sulfametoksazol (25 pg)
(Bioanalyse, Tiirkiye) olmak ftizere 14 farkli antibiyotige karsi diren¢ profilleri
belirlendi. Bu amagla her bir bakteri BHI broth 25 °C’de 24-48 saat inkubasyona
birakilarak subkiiltiire edildi. Elde edilen bakteri subkiiltiirleri McFarland 0.5
standardina gore ayarlandi ve slispansiyonlarinin her birinden 0,1 ml alinarak Miieller-
Hinton agara steril svap yardimiyla ekimleri yapildi. Daha sonra ekim yapilan petrilere

antibiyotik diskleri yerlestirilerek 25 °C’de 24-48 saat inkube edildi. Inkubasyon sonrasi
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diskler etrafinda olusan inhibisyon zon c¢aplar1 6l¢iildii ve sonuclar referans degerlerle

karsilagtirilarak degerlendirme yapildi (CLSI, 2011).

3.2.3. Antimikrobiyal Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan L. garvieae izolatlarinda eritromisin (ermB, ermF),
florfenikol (floR), sulfanamid (su/l, sulll ve sullll), tetrasiklin (tetA, tetB, tetC, tetD,
tetE ve tetG) ve trimetoprim (dhfrl) antibiyotik direng genlerinin varligt PCR metodu
ile arastirildi. Calismada kullanilan oligoniikleotid primer dizileri ve bu dizilere ait

beklenen PCR son iiriin boyutlar1 Tablo 4’de verildi.

Tablo 4. Antibiyotik direng genlerinin belirlenmesinde kullanilan primer setleri

Primerler Primer Dizileri Hedef Gen > o Kaynak
Boyutu
ermB-F GAAAAGGTACTCAACCAAATA ermB 639 Roberts ve
ermB-R AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC ark., 1999
ermF-F CGGGTCAGCACTTTACTATTG ormE 466 Roberts ve
ermF-R GGACCTACCTCATAGACAAG ark., 1999
floR-F TATCTCCCTGTCGTTCCAG IR o Van ve ark.,
floR-R AGAACTCGCCGATCAATG ’ 2008
Sull-F CGCACCGGAAACATCGCTGCAC sl 163 Pei ve ark.,
Sull-R TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG 2006
Sulll-F TCCGGTGGAGGCCGGTATCTGG sulll 191 Pei ve ark.,
Sulll-R CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG 2006
Sullll-F TCCGTTCAGCGAATTGGTGCAG - 128 Pei ve ark.,
Sullll-R TTCGTTCACGCCTTACACCAGC 2006
tetA-F GCTACATCCTGCTTGCCTTC oA 210 Ng ve ark.,
tetA-R CATAGATCGCCGTGAAGAGG 2001
tetB-F TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG rorB 659 Ng ve ark.,
tefB-R GTAATGGGCCAATAACACCG 2001
tetC-F CTTGAGAGCCTTCAACCCAG r01C 413 Ng ve ark.,
tetC-F ATGGTCGTCATCTACCTGCC 2001
tetD-F AAACCATTACGGCATTCTGC oD 87 Ng ve ark.,
tetD-R GACCGGATACACCATCCATC 2001
tetE-F AAACCACATCCTCCATACGC Ng ve ark.,
tetE-R AAATAGGCCACAACCGTCAG tetk 278 2001
tetG-F GCTCGGTGGTATCTCTGCTC s 468 Ng ve ark.,
tetG-R AGCAACAGAATCGGGAACAC 2001
dhfrl-F AAGAATGGAGTTATCGGGAATG dhfi ] 391 Van ve ark.,
dhfr1-R GGGTAAAAACTGGCCTAAAATTG 2008
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Direng genlerinden ermB, floR, sull, sulll, tetA, tetB ve tetC’ye ait pozitif
DNA &rnekleri Dr. Mustafa Tiire (Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirliigi,
Trabzon) ve Dr. Muhammed Duman’dan (Uludag Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Su
Uriinleri Hastaliklar1 Anabilim Dali, Bursa) temin edildi.

Eritromisin diren¢ genlerinin belirlenmesinde Roberts ve ark. (1999)’un
bildirdigi PCR yontemi modifiye ve optimize edilerek kullanildi. ermB ve ermF direng
genlerinin belirlenmesinde tekli PCR denemeleri gerceklestirildi. PCR amplifikasyonu
icin 25 ul PCR reaksiyon karisimi olusturuldu. Bu karisim DEPC-treated water, 1xPCR
Buffer, 1,5 mM MgCl,, her bir ANTP’den 0,12 mM, 1,5 U Taq polymerase (Fermentas),
her bir primer’den 1 pmol ve 3 pl template DNA’dan olusturuldu. Olusturulan bu
karisim 94°C‘de 5 dk 6n denatiirasyonu takiben 94°C*de 30 sn denatiirasyon, 50°C*‘de
30 sn primer baglanma, 72°C*‘de 45 sn uzama olmak iizere 35 siklus ve 72°C‘de 10 dk
son uzama kosullarinda amplifiye edildi.

Florfenikol diren¢ geninin (floR) belirlenmesinde Van ve ark. (2008)’in
bildirdigi PCR yontemi modifiye ve optimize edilerek kullamildi. PCR
amplifikasyonunda PCR water, IxXPCR Buffer, 1,5 mM MgCl,, her bir ANTP’den 0,12
mM, 1,5 U Taq polymerase (Fermentas), her bir primer’den 1 pmol ve 3 ul template
DNA igeren 25 ul PCR reaksiyon karisimi olusturuldu. Olusturulan bu karisim 94°C*de
5 dk 6n denatiirasyonu takiben 94°C‘de 30 sn denatiirasyon, 50,5°C’de 30 sn primer
baglanma, 72°C‘de 45 sn uzama olmak iizere 35 siklus ve 72°C‘de 10 dk son uzama
kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu.

Sulfonamid direng genlerinin belirlenmesinde Pei ve ark. (2006)’nin bildirdigi
PCR yontemi modifiye ve optimize edilerek kullanildi. sul/l, su/ll ve sullll direng
genlerinin  belirlenmesinde  tekli PCR  denemeleri  gercgeklestirildi. PCR
amplifikasyonunda DEPC-treated water, 1xPCR Buffer, 1,25 mM MgCl,, her bir
dNTP’den 0,12 mM, 1,75 U Taq polymerase (Fermentas), her bir primer’den 1 pmol ve
3 ul template DNA igeren 25 pl PCR reaksiyon karisimi olusturuldu. Olusturulan bu
karigim 95°C*de 5 dk 6n denatiirasyonu takiben 95°C‘de 15 sn denatiirasyon, sul/l i¢in
55,9°C’de, sulll i¢in 60,8°C’de ve su/lll i¢in 60°C’de 30 sn primer baglanma, 72°C‘de
30 sn uzama olmak tiizere 40 siklus ve 72°C‘de 7 dk son uzama kosullarinda

amplifikasyon islemine tabi tutuldu.
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Tetrasiklin diren¢ genlerinin belirlenmesinde Ng ve ark. (2001)’in bildirdigi
PCR yontemi modifiye ve optimize edilerek kullanildi. Bu amagla iki farkli Multipleks
PCR denemesi gergeklestirildi. Birinci denemede fetB, tetC ve tetD genlerinin, ikinci
denemede ise fetA, tetE ve tetG genlerinin varlig1 belirlendi. PCR amplifikasyonunda
DEPC-treated water, IxPCR Buffer, 2,0 mM MgCl,, her bir ANTP’den 0,3 mM, 1,5 U
Taq polymerase (Fermentas), her bir primer’den 1 pmol (1. denemede tetB, tetC ve tetD
primerleri, 2. denemede tetA, tetE ve tetG primerleri kullanildi) ve 3 pl template DNA
iceren 50 ul PCR reaksiyon karisimi olusturuldu. Olusturulan bu karisim 94°C¢de 5 dk
On denatiirasyonu takiben 94°C‘de 1 dk denatiirasyon, 55°C‘de 1 dk primer baglanma,
72°C*de 1,5 dk uzama olmak iizere 35 siklus ve 72°C*de 10 dk final uzama kosullarinda
amplifikasyon islemine tabi tutuldu.

Trimetoprim diren¢ geninin (dhfrl) belirlenmesinde Van ve ark. (2008)’in
bildirdigi PCR yontemi modifiye ve optimize edilerek kullanildi. PCR
amplifikasyonunda DEPC-treated water, IxPCR Buffer, 1,25 mM MgCl,, her bir
dNTP’den 0,12 mM, 1,75 U Taq polymerase (Fermentas), her bir primer’den 1 pmol ve
3 ul template DNA igeren 25 pl PCR reaksiyon karigimi olusturuldu. Olusturulan bu
karigim 95°C*de 15 dk 6n denatiirasyonu takiben 94°C*de 30 sn denatiirasyon, 50°C’de
30 sn primer baglanma, 72°C‘de 1 dk uzama olmak iizere 30 siklus ve 72°C*de 7 dk
final uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu.

Tiim PCR analizleri sonrasi olusan son amplifikasyon iirlinlerinin
goriintiilenmesinde etidium bromid (2 mg/ml) iceren %1,5-2°1lik agaroz jel kullanildi.

Jel elektroforezi sonrasinda olusan iirlinler UV transilluminator ile goriintiilendi.

3.2.4. izolatlar Arasi Klonal iliskinin Belirlenmesi

Izolatlar arasindaki klonal iliskinin ortaya konmasi amaciyla rastgele
cogaltilmis polimorfik DNA-polimeraz zincir reaksiyonu (RAPD-PCR) metodu
kullanildi. Bu metotta random primer olarak “Enterobacterial repetitive intergenic
consensus” dizgilerine 6zgii ERIC-2 primeri (5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-
3’) kullanild1 (Versalovic ve ark., 1991). Amplifikasyon asamasinda DEPC-treated
water, 1XPCR Buffer, 2,5 mM MgCl,, 200 uM her bir dNTP, 2,5U Taq DNA
polimeraz, 25 pmol primer ve 5 pl (500 ng) template DNA igeren 25 ul’lik bir RAPD
master karigimi hazirlandi. Bu karisim 94°C‘de 5 dk 6n denatiirasyonu takiben 94 °C*de
1 dk denatiirasyon, 40°C‘de 1 dk annealing, 72°C*‘de 3 dk ekstension olmak iizere 40
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siklus ve 72°C‘de 7 dk final ekstensiyon kosullarinda amplifikasyon iglemine tabi
tutuldu. Amplifikasyon tirtinleri etidium bromid (2pug/ml) iceren %1,5’luk agaroz jel
elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi.

Olusan RAPD paternlerinin dendogramlart UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Averages) ile, CHEF-DR® III, Quantity One® yazilimi (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA) kullanilarak ¢izildi. RAPD analizinin
tekrarlanabilirliginin belirlenmesi amaciyla rastgele 7 izolat secildi ve analiz arka
arkaya 3 kez tekrarlandi. Izolatlar arasindaki genetik yakinlik % 70 benzerlik

katsayisina gore hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. L. garvieae Spesifik PCR
Calismada kullanilan izolatlar L. garvieae tiir spesifik PCR uygulamasiyla

molekiiler olarak konfirme edildi. L. garvieae spesifik PCR sonucunda tiim izolatlarin

1100 bp amplifikasyon iiriinii verdigi saptand1 (Sekil 1).

Sekil 1. L. garvieae spesifik PCR (1100 bp). M; Marker (100 bp Plus DNA Marker), 1; L. garvieae
ATCC 43921, 2; Negatif Kontrol (Distile su), 3-11; L. garvieae saha izolatlar

4.2. Disk Difiizyon Testi

L. garvieae saha izolatlarmin ¢aligmada kullanilan 14 farkli antibiyotige karsi
degisik diizeyde antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 belirlendi. izolatlarin
tamaminin en az 4 farkli antibiyotige karsi direncli oldugu, bir izolatin (Yal B izolati)
ise 9 farkli antibiyotige karsi direng ile en yiiksek diren¢ profiline sahip oldugu
belirlendi. Calismada kullanilan izolatlarin sergiledigi antimikrobiyal profiller Tablo
5°de sunuldu. izolatlarin tamaminin flumekuin, gentamisin, neomisin ve oksolonik
asit’e kars1 direngli amoksisilin, florfenikol ve sefoperazon’a karsi ise duyarli oldugu
saptandi. En diisiik diren¢ oraninin ise %#4 ile oksitetrasiklin ve %12 ile enrofloksasin’e

kars1 sekillendigi goriildii (Tablo 6).
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Tablo 5. Disk difiizyon test sonuglart ve sonuglarin degerlendirilmesi

izolatlar AX AM ENR E FFC  FLM CN
Cob S S30) 125  S(23)  S@4 S22 Ry RO
AlK S S@%) 124 122  s@D)  SR0) Ry RAD
Haykas 12B S@8)  S(30)  S(24)  S26) S23) Ry R(12)
Anakas 12B S@3) 124 122)  S@5 S22 Ry R0
Kep B S(28) 124  1(21)  S(24)  S(20) R(10) R(1D)
Yal B S30)  S@6) R(16)  117)  S(18) Ry  R(10)
Can B S@6) 124 1200  S@4)  SQR0) Ry  R(0)
GozB S(30)  S(26)  I(19)  1(20)  S(22) R(7) _ R(12)
Cift B S(28) 124  1(22)  S(24) S(22) R(10) R(12)
Fsk B S(24)  S(26)  S(23)  S(24)  S(20)  R(10)  R(10)
Sam ED 525 122  R®)  S@D) S0  gro)  R(D)
Sam EK S@4) 122 R(10) S22 SQ20) R  R(I0)
Or YDD S(30)  S(26)  1(20)  S(22)  S(20) R(10)  R(11)
Or YDB S(28)  123)  1(20)  S(25) S(22) R(10) R(12)
Or YDE S@8) 122 1200  S@H S@2) Ry R(2
Or YDF S@6) 124 1200  S@2) S22 Ry RAD
SK 68D S@8) 124 1200  S@3) SR0) Ry R(2)
SK 45K S(24) 124  117)  S(22) S(20) R(12) R(12)
SK 31K S(25)  1(22)  120)  S(24)  S(20) R(10)  R(12)
SK 19K S(30) 125  1(20)  S(22) S(21) R(10)  I(13)
SK 67K2 526 123  1a7)  s@h  S@0)  Rrp)  R(2)
SK 66B S@4) 124 120)  s@h  S@0)  Rrp)  R(10)
SK 53K S28) 122 1200 S22  S20) gy  R(D)
SK 65B S28) 124  120)  120)  S(20) Ry  R(10)
37K S@6)  122) 1200  S@2) SQ0) Ry  R(0)

AX: Amoksisilin, AM: Ampisilin, ENR: Enrofloksasin, E: Eritromisin, FFC: Florfenikol, FLM:
Flumekuin, CN: Gentamisin, S: duyarli, I: Orta derece duyarl, R: Direngli
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Tablo 5. Disk difiizyon test sonuglart ve sonuglarin degerlendirilmesi (devam)

izolatlar K N T OA CEP TMP  SXT
Cob S R(12)  R(10) S(24) R(0)  S(228)  R(0) 1(14)
Alk S R(13) R(12)  1(22) R(0) S(28) (D12 I(11)
Haykas 12B R(1T) R(12) S(26) R(0) S(28) R(0) R(0)
Anakas 12B R(10)  R(10) 825  Rreo) SQ26) Ry 113
Kep B 1(14) R(12)  1(22) RO) S5 (D12 1(12)
Yal B R(11) R(8) R(0) RO) S22 R() R(0)
Can B 1(14) R(10) S5  R) S26)  R() R(0)
Goz B I(14) R(1D  1(22) R(O) S@7) R10)  R(¥)
Cift B 1(14) RAD 825  r(o) S(26)  R(10)  R(0)
Esk B R(13)  R(1)  S(24) R  S(28  R(O)  R(10)
Sam ED I(14) R(10)  S24 Ry  SQ6) 1(12)  R(10)
Sam EK R(12)  R(10)  1(22) R(O) S@4H  R® 1(12)
Or YDD 1(15) R(I1) S24)  RO) S30) RO  I(12)
Or YDB 1(16) (13)  SQ24  Rry S@8  S(18)  1(12)
Or YDE R(13)  R(12) S(24) R S6) S(16)  1(12)
Or YDF 1(14) R(ID)  S24  Rroy S8 Ry R0
SK 68D 1(14) R(10)  1(22) R() S26) Ry R(0)
SK 45K 1(14) R(12)  1(20) RO) S22  1(12)  R(10)
SK 31K 1(14) R(10)  S24  Rr) S5 RO 1(12)
SK 19K R(13)  R(10)  I21) RO) S5 1(12)  1(13)
SK 67K2 1(14) R(11)  S23) Ry S26)  R() R(0)
SK 66B 1(15) R(12)  1(22) RO)  SC6) R0 1(12)
SK 53K 1(15) R(10)  S4) R S26) Ry R0
SK 65B R(12)  R(12) 1(22) RO) S22 R 1(12)
37K R(12)  R(10) S24) Ry S6 Ry R(10)

K: Kanamisin, N: Neomisin, T: Oksitetrasiklin, OA: Oksolinik asit, CEP: Sefoperazon, TMP:
Trimetoprim, SXT: Trimetoprim+sulfametoksazol, S: duyarli, I: Orta derece duyarli, R: Direngli
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Tablo 6. Calismada kullanilan L. garvieae izolatlarin antimikrobiyal profilleri

L. garvieae (n=25)

Antibiyotik n (%)
S 1 R
Amoksisilin 25 (100) - -
Ampisilin 5(20) 20 (80) -
Enrofloksasin 3(12) 19 (76) 3(12)
Eritromisin 22 (88) 3(12) -
Florfenikol 25 (100) - -
Flumequin - - 25 (100)
Gentamisin - - 25 (100)
Kanamisin - 14 (66) 11 (44)
Neomisin - - 25(100)
Oksitetrasiklin 15(60) 9 (36) 1(4)
Oksolinik asit - - 25 (100)
Sefaperazon 25 (100) - -
Trimetoprim 5(20) 2 (8) 18 (72)
Trimetoprim-sulfametoksazol - 12 (48) 13 (52)

S: duyarly, I: Orta derece duyarli, R: Direngli

4.3. Antimikrobiyal Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda incelenen L. garvieae saha izolatlar1 arasindan bir izolatin
(%4) sull direng genine, alt1 izolatin (%24) su/ll direng genine ve bir izolatin (%4) tetD
direng genine sahip oldugu belirlendi. izolatlar arasinda dhfi1, ermB, ermF, floR, Sullll,
tetA, tetB, tetC, tetE ve tetG direng genlerinin varligi saptanamadi. Sadece bir izolatin
(Anakas 12B) birden fazla direng genine sahip oldugu belirlendi (Tablo 7). izolatlarin
izole edildikleri yerler ile sahip olduklar1 antibiyotik diren¢ genleri arasinda anlamli bir

iliski saptanamadi. L. garvieae izolatlarinda gozlenen farkli diren¢ genlerine ait jel

elektroforez goriintiileri Sekil 2, 3, 4, 5, 6 ve 7°de verildi.
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Tablo 7. Calismada kullanilan izolatlarin sahip olduklar1 antibiyotik direng¢ genleri

Izolatlar ermB ermF floR sull sulll sullll tetA tetB tetC tetD tetE tetG dhfirA

Cob S B - - B ) - ) - - ) ) - B

Alk S B B B B } - } - - ) - - -

Haykas
12B

Anakas + +
12B

Kep B - - -0 F - e -

Yal B - - - - e -

Can B - ) - - - - - - - - - - -

Goz B - - - - e -

Cift B - - - - - - -t - -

Esk B - - Y . ] - A - A& - - -

SamED - - - A - : Aoy 4 - - - -

SamEK - - & 4 - y -4 - - - -

orYDD - - A & = Y . -

OrYDB - - - A - F . - W - - - -

OrYDE - - a - & - i Y. -

OrYDF - - N & - .. . s -

SK 68D - - - AT - - - - A - A - -

SK 45K - - - - S -

SK3I1K - - - - S -

SK19K - - - - S -

SK 67K2 - - - - - - s -

SK 66B - - - T - - s -

SK 53K - - - - e -

SK65B - - - - e -

37K - - -0 F - e -
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Sekil 2. ermB spesifik PCR (639 bp). M; Marker (100 bp Plus DNA Marker), 1-2; ermB pozitif kontrol,

3-17; ermB negatif L. garvieae saha izolatlar

Sekil 3. floR spesifik PCR (399 bp). M; Marker (100 bp Plus DNA Marker), 1; floR pozitif kontrol, 2-10;

floR negatif L. garvieae saha izolatlari

Rl E

Sekil 4. sull spesifik PCR (163 bp). M; Marker (100 bp Plus DNA Marker), 1-4; sull pozitif kontrol, 5-
12; sull negatif L. garvieae saha izolatlari, 13; sull pozitif L. garvieae saha izolati (Anakas 12B

izolat1)
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Sekil 5. sulll spesifik PCR (191 bp). M; Marker (100 bp Plus DNA Marker), 1; su/ll pozitif kontrol, 2, 3,
6, 8; sulll negatif L. garvieae saha izolatlari, 4, 5, 7, 9, 10, 11; sulll pozitif L. garvieae saha

izolatlar1

Sekil 6. terB (659 bp), fetC (418 bp) ve tetD (787 bp) Multipleks PCR. M; Marker (100 bp Plus DNA
Marker), 1-3 ve 5-9; fefB, tetC ve tefD diren¢ geni negatif L. garvieae saha izolatlari, 4; tefD
direng geni pozitif L. garvieae saha izolat1 (Cift B izolat1), 10; fefB ve tetC genini tasiyan pozitif

kontrol

Sekil 7. L. garvieae izolatlarinda goriilen farkl: tetrasiklin direng genleri. M; Marker (100 bp Plus DNA
Marker), 1; tetA pozitif kontrol (210 bp), 2; tefB pozitif kontrol (659 bp); 3; terB ve tetC (418
bp) genini tagiyan pozitif kontrol
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4.4. izolatlar Aras1 Klonal Iliski

Izolatlar aras1 genetik iliskinin belirlenmesi amaciyla secilen ERIC-2 primeri
ile farkli cografik bolgelerden izole edilmis olan 25 L. garvieae saha izolatinin iiretken
bant paternleri verdigi gozlendi. ERIC-2 primeri ile {i¢ farkli genotip saptandi ve
izolatlar %70 benzerlik katsayisina gore bir kiime (LG2 ve LG3 nolu genotip) ve bir
“unique” tip (LG1 nolu genotip) icerisinde siiflandirildi. Baskin genotip olan LG2’ye
izolatlarin 16’sinin (%64) dahil oldugu, unique tipe ise sadece bir izolatin dahil oldugu,
diger genotipe ise 8 izolatin (%32) dahil oldugu saptandi (Sekil 8). Testin
tekrarlanabilirligi %100 olarak bulundu.

033 040 050 060 0.70 0.80 0.90 100

1zolat No: 9

Izolat No: 1,2,3.4.5.8.11.12

0.79

Izolat No: 6,7,10,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23 24,25

Sekil 8. ERIC2 primeri ile L. garvieae izolatlarinda belirlenen genotipler

Analiz sonucunda elde edilen genotiplerin %30.5 ile %78.7 arasinda degisen

oranlarda birbirleri arasinda benzerlik gdsterdigi saptandi (Tablo 8).

Tablo 8. ERIC2 primeri ile izolatlar arasinda belirlenen genetik benzerlik matriksi (benzerlik katsayist

%70)
1 2 3
1 100.0 36.1 30.5
2 36.1 100.0 78.7
3 30.5 78.7 100.0
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5. TARTISMA

L. garvieae, baliklarda hiperakut, hemorajik septisemisi ile seyreden
laktokkozis hastaliginin etiyolojik ajamidir. Etken ayni zamanda onemli bir zoonotik
patojen olarak ele alinmaktadir. Ticari éneme sahip birgok tatli ve tuzlu su balik
tiirlerinde laktokokkozis sonucu meydana gelen 6nemli ekonomik kayiplar su iiriinleri
yetistiriciligine zarar vermektedir (Meyburg ve ark., 2017). Bununla birlikte L. garvieae
enfeksiyonlarinda tedavi kemoterapotik ajanlar ile yapilabilmektedir. Ancak tedavide
kullanilan antibiyotiklerin kalinti, antimikrobiyal direng gelisimi ve maliyet gibi
faktorler goz oniine alinarak yapilmasi gerektigi, bunun i¢in de uygun antibiyotik se¢imi
icin etkenin duyarli oldugu antibiyotik belirlenerek, uygulanmasinin biiyiik 6nem
tagidigr bildirilmektedir (Kubilay ve ark., 2005). Antimikrobiyal direng gelisimin Oniine
gecilebilmesi  ve 1lilkesel dilizeyde izlenebilmesi i¢in L. garvieae izolatlarin
antimikrobiyel profillerinin belirlendigi calismalarin gelecekte de kesintisiz olarak
siirdliriilmesi gerekmektedir. Bu tez ¢alismasinin da bu baglamda literatiire dnemli
katkilar saglayacagi kanisindayiz.

Ulkemizde yapilan gesitli galismalar ile degisik bolge ve illerden izole edilmis
olan L. garvieae izolatlarinin sahip oldugu antimikrobiyal aktiviteler gbz Oniine
serilmistir. Kubilay ve ark., (2005) 2001-2003 yillar1 arasinda Antalya, Isparta, Konya,
Denizli ve Mugla illerinden izole edilmis 7 L. garvieae izolatinin kanamisin,
sefuroksim, linkomisin, penisilin, norfloksasin, siprofloksasin, ceftriaxone, klindamisin,
vankomisin, okzasilin, streptomisin, trimetoprim+sulfametoksazol, gentamisin,
apramisin, tylosin, colistin, sulfamethizol, flumekuin ve oksolinik asit’e direngli
olduklarimi tespit etmislerdir. Calismamizda benzer sekilde flumekuin, gentamisin ve
oksolinik asit’e karst %100 oraninda diren¢ saptanmistir. Kav ve Erganis (2008) 2002-
2004 yillar1 arasinda Konya ilinde gokkusagi alabaligi isletmelerinden elde ettikleri
izolatlarin tamaminda metisilin, okzasilin, kloksasilin, spiramisin, klindamisin,
linkomisin, gentamisin, neomisin, basitrasin ve trimetoprim+sulfametoksazol’e karsi
direng saptamiglardir. Bu c¢alismada elde edilen sonucglara gore L. garvieae
enfeksiyonlarinin tedavisinde B-laktam gurubu antibiyotiklerin tercih edilebilecegi
bildirilmistir. Altun ve ark. (2013) disk difiizyon yontemi ile Tiirkiye'nin degisik
illerinden izole edilen 10 gokkusagi alabalig1 kokenli L. garvieae izolatinin tamaminin

gentamisin, neomisin, linkomisin ve trimetoprim+sulfametoksazol’e karsi direncli
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olduklarini belirlemisglerdir. Oksitetrasiklin ve eritromisin’e karsi ise sirastyla %80 ve
%090 oraninda yiiksek diizeyde diren¢ saptanmistir. Akdeniz bolgesinde 2012 yilinda
rastlanilan salgindan izole edilen suslarinda benzer sekilde oksitetrasiklin, neomisin ve
trimetoprim+sulfametoksazol’e karsi direngli oldugu bildirilmistir (Didinen ve ark.,
2014). Tiire ve Boran (2015) c¢aligmalarinda kullandiklar1 29 L. garvieae izolati
arasindan 20 izolatin ¢oklu antibiyotik direncine sahip olduklarini bildirmisler ve en
yiiksek diren¢ oranimnin %86,3 ile trimetoprim+sulfametoksazol’e karst sekillendigini
belirlemislerdir. Bu tez ¢alismasinda Tiire ve Boran (2015)‘in bildirdigi gibi izolatlar
arasinda yiiksek diizeyde (%100) c¢oklu antibiyotik direnci saptanmistir. Yapilan
calismalardan farkli olarak trimetoprim+sulfametoksazol’e karsi ise daha diisiik
diizeyde (%52) direncin sekillendigi belirlenmistir. Ozellikle son yillarda yapilan
caligmalarda (Didinen ve ark., 2014; Tiire ve Boran, 2015) calismamiza benzer sekilde
florfenikol’e karst bir direncin sekillenmedigi goriilmiis olup L. garvieae
enfeksiyonlarin sagaltiminda bu antibiyotigin kullanilabilir oldugu degerlendirilmistir.

Duyarli bakteriler, antibiyotigin hiicre membran1 tarafindan dislanmasi,
antibiyotigin hiicre i¢i modifikasyonu ve/veya deaktive edilmesi, hiicresel hedefe
duyarliligmin azaltilmasi, antibiyotigin hiicreden disariya atilmast ve hiicre ici
ayristirma gibi ¢coklu ve kompleks mekanizmalar yoluyla antibiyotiklere kars1 direngli
hale gelebilirler (Taylor ve ark., 2011). Bu mekanizmalar mutasyon ve seleksiyon
yoluyla ya da diger bakterilerden diren¢ kodlayan genetik bilgilerin kazanilmasi ile
evrimlesebilir. Diren¢ kodlayan genetik bilgilerin aktarimi horizontal gen transferi
(HGT) araciligiyla gergeklesebilir. HGT igerisinde, konjugasyon (bakteriyel plazmidler
ve konjugatif transpozonlar yoluyla), transformasyon (serbest DNA'nin c¢evreden
alinmasiyla) ve transdiiksiyon (bakteriyofajlarla) gibi biiyiik bir 6l¢lide antibiyotige
direngli bakterilerin gelistirilmesinden sorumlu mekanizmalar bulunmaktadir (Marti ve
ark., 2014). Antibiyotik diren¢ genlerinin patojenler arasinda aktarilmasinda 6zellikle,
akuvatik ortamlarin 6nem tasidigir ve bu ortamlarin rezervuar olarak gorev yaptiklar
bildirilmektedir (Heuer ve ark., 2009). Dolayisiyla balik patojenlerinde goriilen
antibiyotik direncinin ve izolatlarin sahip olduklar1 diren¢ genlerinin belirlenmesi hem
hayvan saghig hem de insan sagh@ acgisindan dnem tasgimaktadir. Ulkemizde ve
diinyada L. garvieae izolatlarinin sahip olduklar1 antibiyotik diren¢ genlerinin ortaya

konuldugu smirh sayida ¢aligma bulunmaktadir. Tiire ve Boran (2015) 28 L. garvieae
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saha izolatininda 12 farkli antibiyotik diren¢ geninin varligim1 inceledikleri
calismalarinda, izolatlarin en yaygin olarak terB (20/28) ve ereB (19/28) direng
genlerini tasidiklarii saptamislardir. Arastirdiklart diger direng genlerinden 13 izolatin
floR, 12 izolatin sulll ve blaTEM (B-lactam diren¢ geni), 3 izolatin sul/l, 2 izolatin tetS,
dhfrl ve aadA (gentamisin direng geni) tasidigini, izolatlarin hi¢ birinin ereA, blaPSE
(B-lactam diren¢ geni) ve ampC (B-lactam diren¢ geni) tagimadigini ortaya
koymuslardir. Bununla birlikte izolatlarin tamaminin en az 2 antibiyotik diren¢ geni
tagidigin1  bildirmiglerdir. 25 adet L. garvieae saha izolatinin incelendigi bu tez
caligsmasinda ise, Tiire ve Boran (2015)’in aksine izolatlarin diisiik diizeyde antibiyotik
diren¢ geni tasidig1 belirlenmistir. Calismamizda bir izolatin (%4) su/l direng genine,
alt1 1zolatin (%24) sulll direng genine ve bir izolatin (%4) tetD diren¢ genine sahip
oldugu belirlendi. Izolatlar arasinda ermB, ermF, floR, tetA, tetB, tetC, tetE tetG ve
dhfrl direng genlerinin varlig1 saptanamamistir. Calismamizla benzer sekilde Duman,
(2017) 137 L. garvieae saha izolatinin incelendigi calismada izolatlarin tetA ve floR
direng genlerine sahip olmadigini belirlemistir. Ancak yine aymi c¢alismada, her iki
caligmada ortak olarak arastirilan genlerden ermB’nin dort izolat da var oldugu
bildirilmigtir. Bunun disinda izolatlarin dokuzunda ermA, yedisinde teftM ve dordiinde
tetS direng genine sahip oldugu belirtilmistir. Calismamizda su/l ve sulll direng genine
sahip oldugu belirlenen 4, 10 ve 25 nolu izolatin fenotipik olarak
trimetoprim+sulfametoksazol’e kars1 direncgli, 15 ve 22 nolu izolatin ise orta diizeyde
duyarl olduklar1 belirlenmistir.

fran’da yapilan bir calismada 49 L. garvieae izolatinda yiiksek diizeyde
(%89,4) tetA geninin varligina rastlanilmistir (Raissy ve ark., 2015). Ayn1 calismada,
tez calismasinda buldugumuz tek tetrasiklin direng geni olan fefD ise %15,3 oraninda
saptanmistir. Yine Iran’da yapilan bir baska calismada ise 24 L. garvieae izolati
incelenmis ve izolatlarin dokuzunun ermB, onunun ise tetS direng genine sahip
olduklar1 belirlenmistir (Raissy ve ark., 2016). Bu tez ¢calismasinda ise ermB direng geni
saptanamamustir. Sonuglar farkli cografik bolgelerden izole edilen izolatlarin farkl
direng genlerine sahip olduklarmi gostermektedir. Bu farkliliklarin isletmelerde
hastaliklarin tedavisinde bolgesel olarak kullanilan antibiyotik farkliliklarindan ve/veya
izolatlarin  bolgeler arast yumurta ve balik nakilleri ile yayilmasindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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Bakteriyel izolatlar arasinda genetik iliskilerin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilan metotlardan birisi RAPD-PCR metodudur (Onuk ve ark., 2011; Altun ve ark.,
2013). Arastirmacilar bu metotda random primer olarak farkli primer dizilerinin
kullanilabilirligini degerlendirmislerdir. Ravelo ve ark. (2003) farkli cografik bolge ve
balik tiirlerinden izole edilen L. garvieae izolatlarin1 P5 ile P6 primerlerinin kullanildig:
RAPD-PCR ile genotiplendirmislerdir. Calismalarinda kullandiklar1 izolatlart 3 geno
gruba ayrrmislardir. Alabaliklardan izole edilen Ispanya, Portekiz, Ingiltere ve Tiirkiye
izolatlarinin 1. grupta, yine alabaliklardan izole edilen Fransa ve italya suslarinin 2.
grupta ve sarikuyruk baliklarindan izole edilen Japon izolatlar ile L. garvieae NCDO
2155 referans sugun ise 3. grupta kiimelendigini bildirmiglerdir. Foschino ve ark. (2008)
L. garvieae izolatlar1 arasindaki genetik iliskiyi belirlemede M13 ve P5 primerlerini
kullanmiglardir. M13 primerinin en 1yi ayirim giicline sahip oldugunu belirlemislerdir.
Bu primer ile Italyan balik ve ¢iftlik 6rneklerinden elde edilen toplam 81 izolat1 5 kiime
icerisinde 52 RAPD genotipine ayirmiglardir. Baliklardan izole edilen izolatlarin ise 3
farkli kiimeye dagildigi goriilmiistiir. Sonugta balik ve ciftlik izolatlar1 arasinda diistik
genetik iliskinin oldugu belirlenmistir. Altun ve ark. (2013) L. garvieae izolatlarinin
ERIC2 primeri ile degisken bant paternleri verdikleri, dolaysiyla epidemiyolojik
aragtirmalarda  bu random primerin kullanilabilir oldugunu saptamislardir.
Arastirmacilar L. garveae izolatlarin1 3 farkli genotip iceren bir kiime igerisinde
gruplamis ve Ravelo ve ark. (2003)’lin ¢alismalarina paralel olarak iilkemizden izole
edilen bazi izolatlarin Ispanya ve Ingiltere izolatlariyla yiiksek oranda benzerlik
gosterdikleri belirlenmistir. Yine ayn1 ¢alismada Tiirkiye kokenli izolatlarin biiylik bir
boliimii (8 izolat) predominant tip olan LG1 genotipine dahil oldugu belirlenmistir. Tez
caligmasinda 25 L. garvieae saha izolatinin ERIC2 primeri ile {iretken bant paternleri
verdigi gdzlenmis ve izolatlar ii¢ farkli genotip igerisine yerlestirilmistir. izolatlarin
16’smin (%64) baskin genotip olan LG2 igerisine dahil oldugu, unique tip’te ise sadece
bir izolatin bulundugu belirlenmistir. Izolatlarin biiyiikk ¢ogunlugunun Altun ve ark.
(2013)’tin yapmis olduklar1 ¢alismada oldugu gibi baskin bir genotip igerisinde
gruplanmis olmasi Tiirkiye kokenli L. garvieae izolatlarinin tek bir epidemiyolojik sus

ile iligkili olabilecegini gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Su iriinleri yetistiriciliginde meydana gelen periyodik hastalik salginlarinin
%54,9’undan bakteriyel patojenlerin, %22,6’sindan viruslarin, %3,1’inden mikotik
ajanlarm ve %19,4’linden paraziter ajanlarin sorumlu oldugu bildirilmektedir (Dhar ve
ark., 2014). Yetistiricilik sistemlerinde meydana gelen bakteriyel hastaliklarin
tedavisinde antimikrobiyal ajanlar yaygin olarak kullanilmaktadir (Heuer ve ark., 2009)
Ancak, bu maddelerin bilingsiz ve yaygin kullanimi antimikrobiyal diren¢ gelisimine
neden olabilmektedir. Bu baglamda isletmelerde goriilen hastaliklarin ve hastalik
etkenlerinin antimikrobiyel aktiviteleri ve etkenlerin sahip olduklari direng genlerin
izlenmesi hem balik saglig1 hem de insan saglig1 agisindan dnem tagimaktadir.

Bu tez ¢alismasinda tlilkemiz su tiriinleri yetistiriciligi sektériinde yaygin olarak
gorilen ve Onemli ekonomik kayiplara neden olan L. garvieae izolatlarinin
antimikrobiyel etkinlikleri ve sahip olduklar1 ¢esitli direng genleri ortaya konuldu. Elde
edilen veriler izolatlarin c¢oklu antibiyotik direncine sahip oldugunu gosterdi.
Antimikrobiyal direng gelisiminin Oniine gecilebilmesi i¢in sahada balik hastaliklarinin
uygun olmayan sekilde tedavi edilmesinin veya ruhsatsiz antibiyotik kullaniminin
onlenmesi igin tedbirlerin alinmas1 gerekmektedir. Isletmelerde kullanilan ilaglarin
mutlaka regeteli olmasmmin ve ilaglarin kayit altina alinmasinin  saglanmasi

gerekmektedir.
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