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ONSOZ

Su {irlinleri yetistiriciliginin en 6énemli problemi profilaktik 6nlemlere ragmen
yaygin ve toplu oliimlere neden olan hastaliklarin etkin sekilde onlenememesidir.
Bunun pek ¢ok sebebi olmakla birlikte, temel nedenlerden biri direng gelismesinden
dolay1 antibiyotiklere yeterli cevabin alinamamasidir. Rutinde yapilan ilaca duyarlilik
yontemleri yetersiz oldugundan; hizli ve giivenilir alternatif antibakteriyel ilag
secenekleri hizli uygulamaya konularak antibakteriyel ilaglardan kaynaklanan direncin

saglik ve ¢evreye yonelik etkilerinin en aza indirilmesi gerekmektedir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

0C derece santigrat

ul mikro litre

ug mikro gram

be Baz cifti

CLSI Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstiitiisti
DNA Deoksiriboniikleik asit

EDTA Etilen diamin tetra asetik asit

FAO Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
MHA Miieller Hinton agar

MHB Miieller Hinton broth

MR Metil Red

NaCl Sodyum kloriir

NA Nutrient agar

O/F Oksidasyon/Fermantasyon

ONPG Orta nitrofenil beta galaktosidaz

RNA Riboniikleik asit

rDNA Ribozomal Deoksiriboniikleik asit

rRNA Ribozomal Riboniikleik asit

TCBS Tiyosiilfat sitrat safra tuzlar1 sukraz agar
TILLING Targeting Induced Local Lesions in Genomes
TSA Triptik soy agar

TUIK Tiirkiye Istatistik Kurumu

VAM Vibrio anguillarum besiyeri

VP Vogues-Proskauer
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1. GIRIS

1.1. Giris

Bireylerin ve yasadiklar1 toplumun gelisiminde beslenme aligkanliklar1 ve
tercihlerine dair farkindalik her gegen giin artmaktadir. Aminoasit yoniinden zengin
olan balik eti, et, siit, yumurta gibi diger protein kaynaklarinin yaninda %67,5 oraninda
gercek protein igerigi ile miikkemmel bir besin olmaktadir. Ayrica bu gidalar igerisinde
¢oklu doymamis yag asitleri yoniinden zengin olan balik ve diger su iriinlerinde bu
yonden ilk siralarda yer almaktadir (Kaldirim ve Yilmaz, 2013; Yazicioglu, 2015). Son
yillarda niifus artisiyla birlikte ihtiyag duyulan protein alimi yetersiz olmakta ve
ihtiyacin karsilanmasinda dogal olarak elde edilen (avcilik) su firiinleri miktar
yetmemektedir. Bu durum ise su iirlinleri yetistiriciligine verilen 6nemin artmasina
neden olmaktadir (Erdogdu, 2012). Bu baglamda su tirlinleri yetistiriciligi son yillarda
en hizli biyliyen gida iiretim sektoriidiir (FAO, 2011). Diinyada toplam kiiltiir
balik¢iligr iiretimi 2009 yil1 istatistiklerine gore 145,1 milyon tondur. Kiiltiir balik¢ilig
tiretimi 2006 ile 2010 yillar1 arasinda her sene % 2 artis gdstermigken 2011 senesinde
148,5 milyon tondan 154 milyon tona yiikselerek % 4 artis ile tiretimin ivme kazandig:
gozlenmistir. Tirkiye’de 2011 yilinda tiretim 703,545 ton (Cizelge 1.1) olmaktadir
(BSGM, 2016).

Cizelgel.1’de gorildiigi tizere 2000 yilindaki toplam avcilik ve yetistircilik
miktarlari1 2015 yili rakamlan ile karsilastirdigimizda ise yetistiriciligin toplam
tiretim igerisindeki payr 6nemli diizeyde artmis olup gelecekte de avciliktan saglanan
iiretim miktarin1 gecebilecegi goriilmektedir. TUIK verilerine gére 2015 yilinda
tiretilen su triinleri miktar1 672,241 ton olarak belirlenerek, bu iiretimin 431,907 tonu
avcilik; 240,334 tonu ise yetistiricilik yolu ile elde edilmistir. Tiirkiye’deki balik
ciftlikleri deniz ve i¢ sularda faaliyet gostermekte olup, 138,879 ton balik denizlerde;
101,455 ton balik ise i¢ sularda faaliyet gosteren balik ¢iftliklerinden elde edilmektedir
(BSMG, 2016).



Cizelge 1.1. Su Uriinleri Uretim Miktar ve Degerleri (TUIK, 2016).

villar AVCILIK YETISTIRICILIK TOPLAM

Miktar (ton) Deger (b) Miktar (ton) Deger (b) Miktar (ton) Deger (¢)
2000 503.345 367.840.650 79.031 139.552.950 582376  507.393.600
2001 527.733 490.719.350 67.244 173.890.600 594.977 664.609.950
2002 566.682 630.759.100 61.165  212.248.000  627.847 @ 843.007.100
2003 507.772 878.154.800 79943  415.575.800 587.715  1.293.730.600
2004 550.482  1.120.965.400 94.010 520.603.300 644.492 1.641.568.700

2005 426.496  1.574.988.200 118.277 704.283.000 544773 2.279.271.300
2006 533.048  1.706.983.000 128.943  766.229.750 661.991 2.473.212.750
2007 632.450 1.323.151.750 139.873 839.762.500 772323 2.162.914.250
2008 494.124  1.097.178.400 152.186 850.646.080 646.310 1.947.824.480
2009 464.233 837.387.880 158.729 952.935.500 622962 1.790.323.380
2010 485.939  1.078.515.200 167.141 1.066.778.600 653.080 2.145.293.800
2011 514.755 1.143.272.172 188,790 1.270.028.140  703.545 2.413.300.312
2012 432.442  1.209.028.426 212,410 1605.293.700 644,852 2.814.322.126
2013 374.121  1.188.432,525 233394 1.704.471.151 607.515 2.892.903.676
2014 302.212 1.099.749.495 235.133 ' 2.160.070.890 537335 3.259.820.385
2015 431.907  1.245.020.381 240334 | 2.569.208.590 | 672241 3.814.228.971

Cizelge 1.2. Tiirkiye’de Yetistiricilik En Cok Yapilan Tiirlerin Uretim Miktarlart
(TUIK, 2016)

Alabalik

Yillar e Senk Tonlera Gipura Levrek

2000 ‘ 42.572 1,961 44,533 15.460 17.877
2001 36.827 1.240 38.067 12,939 15.546
2002 ‘ 33.707 846 34.553 11,681 14.339
2003 39.674 1.194 40.868 16.735 20.982
2004 ‘ 43,432 1650 45.082 20435 26,297
2005 48,033 1.249 49.282 27.634 37.290
2006 56.026 1.633 57.659 28.463 38.408
2007 58.433 2.740 61.173 33.500 41.900
2008 65.928 2.721 68.649 31670 49,270
2009 | 75.657 5.229 80.886 28.362 46.554
2010 78.165 7.079 85.244 28.157 50.796
2011 | 100.239 7697 107.936 32.187 47.013
2012 111,335 3.234 114,569 | 30.743 65.512
2013 | 122.873 5.186 128.059 35,701 67.913
2014 107.983 5.610 113,593 41,873 74,653

2015 101.166 6.872 108.038 51.844 75.164

Yetistiriciligi yapilan tiirler arasinda tatli suda en c¢ok iiretilen alabalik
(Oncorhynchus mykiss) 108 bin ton, denizde yetistirilen levrek (Dicentrarchus labrax)
75 bin ton ve ¢ipura (Sparus aurata) ise 51 bin ton olarak belirtilmistir (Cizelge 1.2).
Tesislere bakildiginda i¢ sularda 242.316 ton/yil, denizde 236.964 ton/y1l ve toplamda



ise 479.280 ton/y1l kapasiteli yetistiricilik isletmeleri mevcuttur (BSGM, 2016; TUIK,
2016).

Tiirkiye levrek (Dicentrarchus labrax) ve gipura (Sparus aurata) iiretiminde
Akdeniz tlkeleri arasinda tigiincii, alabalik (Oncorhynchus mykiss) iiretiminde ise
birinci sirada yer almaktadir. Iller bazinda yapilan gipura ve levrek yetistiricilik tiirleri
ve iliretim miktarlarina bakildiginda 2015 yilinda Mugla 70,500 ton ile ilk sirada yer
almaktadir. Bunu Izmir 47,410 tonla, Hatay ise 482 tonla takip etmektedir (Coskun ve
ark., 2011; Kaldirim ve Yilmaz, 2013; TUIK, 2016). Balik yetistiriciliginin en fazla
yapildigi Ege ve Akdeniz’deki isletmeler iiretimin biiylik kismini yurt disina
satmaktadir. Ayrica akuakiiltiir sektoriine yeni bir ivme kazandirabilmek ve
yetistiricilikte gozlenen sorunlar nedeniyle ekonomik degeri yiiksek alternatif
(mercan, sinagrit, mersin ve Karadeniz alabaligi) tiirlerin iiretimi de giindeme
gelmistir. Bu kapsamda Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi kendisine bagli
birimlerde yapilan caligmalara destek vermekte ve desteklenen projelerinde basarili
sonuglar elde edilmektedir (Giiralp, 2012; Cotek, 2016).

1.2. Baliklarinda Gériilen Bakteriyel Hastahklar ve Hastalik Tam1 Yontemleri

Kiltiir balikgihiginda yetistiriciligin artis1 ile beraber hastaliklarin ortaya
¢ikisinda da artis gozlenmekte ve karsilagilan hastaliklarin neden oldugu ekonomik
kayiplarda giderek artmaktadir. Bu kayip tiim karsilasilan ekonomik zararin % 10°na
tekabiil etmektedir (Hawke, 2000; Coskun ve ark., 2011). Ulkemizde yetistiriciligi
yapilan baliklarda goriilen, rapor edilmis bakteriyel hastaliklari; Furunculosis (Korun
ve Timur, 2001; Kayis ve ark., 2009), Aeromonas septisemisi (Candan ark., 1995),
atipik Aeromonas enfeksiyonu (Karatag ve ark., 2005), Yersiniosis (Cagirgan ve
Yiireklitiirk, 1991; Timur ve Timur, 1991; Karatas Diigenci ve Candan, 1997; Karatas
Digenci ve ark., 2004), Fry Mortalite Sendromu (Cagirgan ve ark., 1997; Korun ve
Timur, 2001; Diler ve ark., 2003,2004; Timur ve ark., 2004; Kum ve ark., 2008; Kay1s
ve ark., 2009; Durmaz ve ark., 2012), Pseudomonas Septisemisi (Akayli ve Timur,
2004a, 2004b), Streptococcosis (Diler ve ark., 2002,2003; Avcr ve ark., 2010),



Staphylococcosis (Timur ve Akayli, 2003; Kubilay ve Ulukdy, 2004; Turgay, 2009),
Vibriosis (Timur ve Korun, 2004; Akayli ve Timur, 2004; Demircan ve Candan, 2006),
Pasteurellosis (Candan ve ark., 1996; Colak, 1999; Yaman ve ark., 2003; Korun ve
Timur, 2005) ve Bakteriyel Bobrek Hastaligi olarak siralanabilir (Savas ve ark., 2006).
Yetistiriciligi yapilan levrek ve ¢ipurada en sik karsilasilan bakteriyel hastalik ise
Vibriosisdir (Tanrikulu ve ark.,2004). Yasama ortami itibariyle baliklar siirekli
mikroorganizmalarla temas halindedir. Balik hastaliklarinin ortaya ¢ikis nedeninde
yasama ortami, etken, patojenin virulensi ve bali§a ait etmenler (genetik, immun

sistem vb.) onemlidir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Baliklarda hastalik nedenlerinin siniflandirilmasi (Tiirk ve Oguz, 2013).

Biyolojik nedenler Biyolojik olmayan nedenler
Bakteriler Balik Yemi

Parazitler Su

Mantarlar Genetik etmenler

Viruslar

Baligin bagisiklik sistemini baskilayan stres, hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda en
onemli nedenidir. Cizelge 1.4’de ¢ipura ve levrek baliklarinda tanimlanan Gram
negatif bakteriyel enfeksiyonlar1 ve baslica klinik belirtileri verilmistir (Yaman ve
ark., 2003). Stres nedeniyle ortaya ¢ikan hastalik ve insidensi kiiltiiri yapilan
baliklarda avcilik yoluyla tutulan baliklara gore daha yiiksek olmaktadir (Rodgers,
2003). Kiiltiir kosullarinda strese neden olan etkenleri; pH, su sicakligi ve oksijen
miktarindaki ani degisimler, tasima, yemlemenin diizensiz ve dengesiz yapilmasi,
yetistiricilerin fiziksel miidahelesi, boylama, ortam hijyen eksikligi ve ortamda
bulunan hastalik etkenleri olarak siralanabilir (Rottman ve ark., 1992; Treves- Brown,
2000; Gtiralp, 2012).



Cizelge 1.4. Cipura ve levrek baliklarinda tanimlanan Gram negatif bakteriyel
enfeksiyonlar (Yaman ve ark., 2003).

Bakteri Bahk Balik bityiikliigii Bashca Klinik Belirtileri
Vibrio anguillarum serotip u.k | Cipura Larva Larvada dlimler

Vibrio anguillarum serotip 1 | Levrek Yavru, yetiskin Hemorajik septisemi
Vibrio anguillarum serotip 3 | Levrek Yavru Septisemi

Vibrio ordalii Levrek Yavru, yetiskin Septisemi

Vibrio damsela Levrek, Cipura | Yavru Enteritis

Vibrio alginolyticus

Levrek, Cipura

Yavru, yetigkin

Deri lezyonlari

Vibrio harveyi Levrek, Cipura | Yavru, yetiskin Ulseratif lezyonlar
Pasteurella piscicida Levrek Yavru, yetigkin Dalakta nodiiller
Pasteurella piscicida Cipura Larva, yavru Dalakta nodiiller
Pseudomonas anguilliseptica | Cipura Yetiskin Hemorajik septisemi
Aeromonas hydrophila Cipura Yetiskin

Cytophage — benzeri bakter

Levrek, Cipura

Yetigkin, yavru

Deri, ag1z lezyonlar1

Flexibacter maritimus

Levrek

Yetiskin, yavru

Deri, solungag lezyonlari

1.2.1. Vibriosis

Deniz ve tath suda yasayan balik tiirlerinin en 6nemli ve sik karsilasilan
bakteriyel hastaligi olan vibriosis gerek Tiirkiye’de gerekse tiim diinyada yaygin
goriilen bakteriyel balik hastaligidir. 1985 yilinda MacDonell ve Colwell’in yaptigi
calismalarla etken Listonella grubuna dahil edilmis ve hastalik Listonellosis olarak
adlandirilmis ancak bir¢ok arastirict hastaligi tanimlarken vibriosis terimini tercih
etmistir. Ayrica hastalik pekgok literatiirde red pest, cod pest, red disease, pestis rubia
anguillarum, tuzlu su furunkulozisi, erysipelosis anguillarum, eye disease, ulcer
disease ve bakteriyel dermatitis gibi adlarla da anilmaktadir (MacDonell ve Colwell,
1985; Hawke, 2000; Austin ve Austin, 2012; Buller, 2014).

Vibriosis, yaz aylarinda su sicakligimin 10 °C yi gectigi veya suda ¢oziinmiis
oksijen seviyesinin diistigii durumlarda ortaya cikmaktadir. Yogun yetistiricik
yapilmasindan ileri gelen stress ve kotii hijyen sartlart da hastaligin ¢gikmasia neden

olan diger faktorler arasinda yer almaktadir (Yaman ve ark., 2003; Austin ve Austin,



2012). Agyrica, ¢evrede bulunan agir metal (demir ve bakir) varligi hastaligin
siddetlenmesinde rol oynadigi, bakir ve demirin farkli yogunluklar1 ve temas
stirelerinde hastaligin virulensini arttirdig: bildirilmistir (Litwin ve Calderwood,
1993).

Yiagnisis ve Athanassopoulou tarafindan yapilan (2011) ¢alismada Vibriosis
etkenlerinden V. anguillarumun daha ¢ok su sicakliginin arttigi mart, nisan ve mayis
aylarinda ortaya ¢iktig1; haziran, temmuz ve en fazla eyliil ayinda olmak tizere V.
alginolyticus’un hastaliga neden olan etkenler arasinda baskin oldugunu belirtilmistir.
Hasta baliklarda Klinik olarak deride koyulasma, viicut yiizeyinde, abdominal
kaslarda, yiizge¢ hizasi ve agiz etrafinda nekrozlar, yer yer karin altinda, kaudal
yiizgecte erimeler gozlenmektedir. Ayrica bazi baliklarda asites ve ekzoftalmus
gozlenmistir. Nekropside ise karin duvarinda, karacigerde hemoraji ve enteritis
goriiliir. Dalak, bobrek ve karaciger normalden biiyilk ve nekrotik loblu
olabilmektedir, Kronik enfeksiyonlarda deri ve kas iilserasyonu en belirgin hastalik
bulgusudur (Demircan ve Candan, 2006; Hawke, 2000; Noga, 2010; Actis ve ark.,
2011; Austin ve Austin, 2012).

Her yastaki deniz baliklarindan izole edilen Vibrio tiirleri, Gram negatif,
hareketli, hafif kivrik basil, 0,5 X 1,4-2,6 um boyutlarinda besi yerlerinde krem
renginde, yuvarlak, kenarlar1 diizglin koloniler olusturan, fermantatif, oksidaz pozitif,
genellikle O/129’a duyarli bakteriler olarak tanimlanmaktadir. Tuz oran1 % 1-3 ve su
sicakligi 25- 30 °C olan sularda optimum iireyen bu bakteriler tatl sularda da 1-4°C’de
tireyerek baliklarda hastaliga neden olmaktadir (Toranzo ve Barja, 1990; Alsina, 1994,
Yaman ve ark., 2003; Actis ve ark., 2011; Noga, 2010).

[lk olarak 1718 yilinda Bonaveri tarafindan yilan baliklarinda “kizil veba” olarak
tanimlanmis ve Avrupa’da gozlenen ilk bakteriyel balik hastalig1 olarak kaydedilmistir
(Austin ve Austin, 2012). V. anguillarum (Listonella anguillarum), V. ordalii, V.
alginolyticus, V. vulnificus, V. damsela (Photobacterium damsela), V. harveyi, V.
fischeri, V. chagasii V. splendidus, V. cholerae non-O1, V. marinus, V. ichthyoenteri,

V. pelagius, V. trachuri, V.salmonicida V. tubiashii V. campbelli, V.

6



parahaemolyticus, V. viscosus siniflandirmaya sonradan katilan pek¢ok Vibrio tiirii

vibriosis etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Schiewe ve ark., 1981, Dalsgaar ve ark.,

1999; Austin ve Austin, 2012). Deniz baliklarinda Vibriosis etkenleri ve cografik

dagilimlar1 bakimindan degisiklik gostermektedir (Cizelge 1.5)

Hasta levreklerden izole edilen Vibrio anguillarum ve diger vibriosis etkenleri

% 77 oraninda en fazla hastalia neden olan bakteri sinifidir (Yiagnisis ve

Athanassopoulou, 2011).

Cizelge 1.5. Deniz baliklarinda Vibriosis etkenleri ve cografik dagilimlari (Noga,
2010; Austin ve Austin, 2012; Giiralp, 2012; Buller, 2014)

Etken Hastalik ad1 | Balik tiirii Cografik Dagilhim Referans
V. anguillarum Vibriosis Atlantik salmonu
Kalkan balig1
Deniz levregi
Cipura Amerika,  Avrupa,
Cizgili levrek Tiirkiye, Japonya,
Yilan baligt Israil, Kuveyt
Ayu balig
Morina balig1
Kirmizi mercan
V. ordalii Salmonoidler Akdeniz tilkeleri,
Cipura Tiirkiye
V. alginolyticus Atlantik salmonu | Israil, Iskogya, Kizil
Cipura deniz
Kalkan baligi
Yilan baligt (Noga, 2010;
V. cholerae Ayu balif Japonya Austin ve
V. tischeri Cipura Austin, 2012,
Kalkan balig Giiralp,
V. splendidus Atlantik salmonu | Ispanya, Iskogya 2012; Buller,
Cipura 2014)
Kalkan
V. harvei Cipura ABD, Tayvan,
Levrek Ispanya
Dil balig1
V. parahaemolyticus Cipura Cin, Tiirkiye, ABD
V. salmonicida Atlantik salmonu | Atlantik salmonu
Morina balig Morina balig:
V. pelagius Kalkan balig1 Ispanya, Norveg
V. ichtyoenteri Kulugkahane Japonya
V. campbelli Levrek Ispanya
V. vulnificus Yilan baligi Japonya, Danimarka,
ABD, ispanya
V. viscosus Kis tlseri Atlantik salmonu | Norveg, izlanda,
Kalkan balig1 Ispanya




1.2.1.1. V. anguillarum

V. anguillarum, en sik tespit edilen vibriosis etkeni olarak bildirilmis ve
tilkemizde ilk olarak ¢ipura baliklarinda izole edilmistir (Candan, 1991). Cipura,
levrek ve yilan balig1 gibi 48'den fazla deniz ve tatli su baligi tiirtinde etken hastaliga

neden olmaktadir (Akayl ve ark., 2009).

V. anguillarum, Vibrionaceae familyasmin ait, Gram negatif, hareketli, tek
flagella, kivrik comak seklinde, guanin ve sitozin (G+C) igerigi % 45,6-46,3 olan, 20-
30°C’de % 1,5-2 NaCligeren TSA (Triptik soy agar) ve NA (Nutrient agar) gibi zengin
besi yerlerinde rahatca iireyebilen, agarda yuvarlak diizgiin, krem renkli koloniler
olusturan halofilik bakteridir. Katalaz, sitokrom oksidaz, ONPG (B- galaktosidaz),
indol, nitrat, jelatin, amilaz, arjinin dihidrolaz, glukoz, mannitol, sakkaroz, mannoz,
sorbitol, fruktoz testleri pozitif; liiminisans, iire, ornitin ve lizin dekarboksilaz,
glukozdan gaz olusumu ve laktoz testleri negatif sonug verir (Buller, 2014; Austin ve
Austin, 2012). inositol, MK, VP, eskiilin, arabinoz, maltoz ve galaktoz testlerinde ise
farkli sonuglar elde edilmistir. Ayrica V.anguillarum’un tanisinda O/129’a hassaslik,
TCBS agarda sar1 ve yesil koloni olusturma ve se¢ici besi yerinde (VAM) sar1 koloni
olusturma kullanilan diger testler olmaktadir (Austin ve Austin, 2012). Bazi
kiltiirlerde O/129’a direng gelistigi ve hareketsiz oldugu bildirilmistir (Muroga ve
ark., 1979).

Ik olarak 1977 yilinda Schiwe ve arkadaslar tarafindan iki farkli biyotipe
ayrilmistir. V. anguillarum’un toplamda 23 O serotipi bulunmaktadir. Biyotip I ve
Biyotip 2 salginlarda en c¢ok karsilasilan serotipler olmaktadir. Biyotip 2 olarak
tanimlanan tiir 1981 yilinda V. ordalii olarak isimlendirilmistir (Actis ve ark., 2011;
Oztiirk ve Altinok, 2014). TCBS agarda iireme 6zelligi ile V. anguillarum ayirt
edilmektedir. Etken normal deniz mikroflorasinda yer almakta olup virulent ve
aviriilent suslari uzun siire varligin siirdiirebilmektedir. Etken horizontal olarak su ile
ya da enfekte baliklar (deriden dogrudan, solunga¢ veya aniis) aracilifiyla
yayilmaktadir. Yapisindaki endotoksin ve ekzotoksinleri etkenin patojenitesini

belirlemektedir. Ayn1 zamanda deniz suyu sicakligi da etken viriilensinde etkili
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olmaktadir (Stickney, 2000). Virulens mekanizmalar1 ise patojenin yiiksek demir
tasima sistemi, plazmid ya da siderefor aracili sistemlerdir. Park ve Chun (1986)
yaptiklar1 ¢alismada V. anguillarum’un 25 °C’de sazan ve ¢ipura baliklarinda virulent
oldugunu ancak 15 °C’de aviriilent oldugunu belirtmislerdir. 1983 yilinda yilan
baliklarindan izole edilen viriilent V. anguillarum susuyla yapilan ¢alismada etkenin
flagella sayisiyla patojenitesi arasinda iligki oldugu ortaya konulmustur (Chart ve
Trust, 1984).

V. anguillarum’un virulensinin en fazla oldugu O1 ve O2 suslar1 arasindaki
farkliliklar1 ortaya koymak icin pekcok arastirmaci molekiiler metotlar kullanmistir
(Toranzo ve ark., 1997; Noga, 2010; Austin ve Austin, 2012). Ayrica kuzey ve gliney
Avrupa tilkerinde tespit edilen O2 suslar1 arasindaki farkliliklarda ortaya konulmustur
(Torasnzo ve ark., 2005).

1.2.1.2. V. alginolyticus

Cipura ve deniz somon baliklarinin yetistiriciliginde siklikla karsilasilan V.
alginolyticus ilk olarak 1955 yilinda hastaneye gelen Japonya’da akut gastroenteritis
tanis1 konulan bireyde tespit edildi. Sakazaki ve ark., (1963) V. parahaemolyticus tip
2 olarak isimlendirmis ancak arastirmaci 1968 ‘de yaptig1 calismada V. alginolyticus
olarak yeni bir tiir olarak etkeni smiflandirmustir. Israil'de cipura yetistiriciligi yapilan
isletmelerde ilk kez saptanmis, kefal ve yilan baliklarinda da goériilmiistiir (Sakazaki
ve ark., 1968; Timur ve Timur, 2003).

Tiirkiye’de Cagirgan tarafindan 1993 yilinda ilk kez tespit edilmistir. Etken
iilser, septisemi, hemoraji ve peritonda sivi birikimi gozlenen baliklarin dalak,
karaciger ve bobreklerinden izole edilmistir. Deniz balig1 yetistirilen tanklardaki
sulardan izole edilmis, bu nedenle enfeksiyonun ortaya ¢ikmasinda kontamine suyun
da 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (Cagirgan, 1993; Yaman ve ark., 2003; Buller,
2004; Mustapha ve ark.,2013; Austin ve Austin, 2012).



Vibrionaceae familyasina ait, fermentatif Gram negatif, ¢omak seklinde,
hareketli, guanin ve sitozin (G+C) igerigi % 45 - 47 olan etkenin 37 °C’de % 7 NaCl
iceren besi yerinde iireyebildigi tuzsuz ve % 10 tuz ilave edilmis ortamda lireyemedigi
bildirilmistir. TSA besiyerinde yayilimci tarz koloni olusturmasi ile diger vibriolardan
ayrilmaktadir. Bu durumun sahip oldugu peritrik flagella ile ilgili oldugu ve bunun da
kiiltiir sartlarina gore degistigi bildirilmistir. Katalaz, oksidaz, H.S, indol, ODC, LDC,
ornitin, lizin dekarboksilaz, MR ve VP testlerinin pozitif, arjinin dihidrolaz, eskulin ve
ONPG (B- galaktosidaz) testlerinin negatif sonu¢ verdigi, nitrat, jelatin, lireaz
kullandig1, glukoz, mannitol, sakkaroz, mannoz, sorbitol, fruktoz gaz olusumu
pozitifken arabinoz laktoz ve inositolden gaz olusumu negatiftir (Austin ve Austin,
2012; Buller, 2014). Etken, TCBS agarda genis sar1 koloni olusturur ve deniz tuzu
iceren kanli agar1 hemolize eder. V. parahaemolyticus ile oldukca benzer 6zelliklere
sahip olup biyokimysal testlerle ayirt etmek miimkiin degildir. Benzer durum V.
alginolyticus ve V. harveyi tiirlerinde arasinda gegerlidir. Bu iki tiiriin ayriminda VP
testi ve glukuronat fermentasyonu testleri kullanilmaktadir (Mustapha ve ark.,2013;
Buller, 2014). V. anguillarum’da oldugu gibi etkenin virulensi ¢evresel faktorlere (tuz,

sicaklik gibi) gore degiskenlik gostermektedir (Stickney, 2000).

V.alginolyticus arastirmacilar tarafindan firsat¢1 patojen olarak ifade edilmistir.
Stress nedeniyle zayif diismiis baliklarda ve hasar almis, mukozal biitiinliigii bozulmus
baliklarda ikincil enfeksiyon etkeni olarak tespit edilmistir. Hastalanan baliklarda
korneal opasite ve eksoftamik goz belirgin semptomatik Ozelliktir. Siklikla ince
bagirsaklar ve safra kesesi agik sar1 renkli sivi icermektedir (Burke ve Rodgers, 1981;
Lee, 1995; Austin ve Austin, 2012)

Etken Japonya’da kontamine deniz iirlinlerini ¢ig tiilketen insanlarin digkisindan
izole edilmistir. Ayrica Ingiltere’de 2011 yilinda yapilan bir galismada yiizeysel
yaralanmasi olan insanlarda etken nedeniyle kontamine deniz suyu temasiyla kulak

enfeksiyonu vakalari ile karsilagilmistir (Korun, 2009; Reilly ve ark., 2011).
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1.2.2. Hastalik Tam1 Yontemleri

Hastalikla miicadelede amag en kisa siirede dogru, hasas ve gilivenilir bir sekilde
hastalik etkenini tanimlamak ve hastalik yayilmadan kontrol altina almaktir.
Yetistirme sirasinda ortaya ¢ikan hastalik kisa zamanda diger baliklara bulasarak hizli
yayilir. Patojenin kisa zamanda tespiti, gerek hastaligin yayiliminin kontrol edilmesi
gerekse ¢evre (serbest dolasan balik, diger su canlilart ve sucul ortam) agisindan da
onemlidir (FAO, 2000). Anemnez ve Klinik bilgiler dogru teshis i¢in 6nemlidir.
Hastalik etkeni bakterilerin teshisi i¢in baliklarin i¢ organlarindan besiyerlerine
ekimler yapilarak etken izolasyonu gergeklestirilir. Elde edilen saf kiiltlirler
morfolojik, biyokimyasal, serolojik ve molekiiler testler yardimiyla teshis edilir

(Austin ve Austin, 2012; Buller, 2014).

1.2.2.1. Konvansiyonel Bakteriyolojik Yontemler

Bakterilerin kiiltiirel 6zelliklerini incelemede, bunlarin kat1 ve sivi ortamlardaki
saf kiiltiirleri kullanilir. Bu asamada izolasyon ve izolatin saflik kontrolii gibi
uygulamalar 6nemlidir. Bu amagla hastalik etkeni normal veya segici besi yerine
(VAM, TCBS gibi) ekilir. Bakteri kiiltiirleri etken igin gerekli olan optimal 1s1
derecesinde ve aerobik, mikroaerofilik veya anaerobik kosullarda uygun bir siire
inkubasyonda birakilir. Balik hastaliklarinda ise etken, daha ¢ok 6zel besi yerine ve
20-25 °C’lik inkubasyon sicakligina ihtiya¢ duymaktadir. Hastalik etkenini ¢ogaltmak,
izole etmek i¢in kat1 besi yeri ekimi veya 6zel yayma teknikleri kullanilmaktadir.
Kullanilan tekniklerde ama¢ miimkiin oldugu kadar mikroorganizmay: tek koloni
olarak diistirmektir. Morfolojik siniflandirma icin kat1 (agar) besiyerine ekilen etkenin
koloni yapisi, sekli, rengi gibi koloniye ait ilk tanimlamalar yapilir. Bakteriyel
izolasyonda kullanilan besi yerleri bakteri tiirline gore degismekte olup bazi tiirlerde
belirleyici tan1 olmaktadir (Buller, 2014).

Smiflandirmanin ilk basamagini olusturan Gram boyama ydntemiyle bakteri

morfolojik olarak ayirt edilmektedir. Gram pozitif ve Gram negatif olarak genel ayrimi
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yapildiktan sonra bakterilere katalaz tretimi, sitokrom oksidaz reaksiyonu,
oksidasyon-fermentasyon (O/F), glukoz testi, indol tiretimi, Metil-red (MR) ve VVoges-
Prousker (VP) testleri, lizin ve ornitinden dekarboksilaz iiretimi, arjinin dihidrolaz
trerimi, eskiilin tretimi, sitrat kullanimi, nitrat rediiksiyonu, amilaz, jelatin, B-
galaktosidaz (ONPQG), iireaz tiretimi, seker fermentasyon testleri, farkli tuzluluk (% 0,
3, 8, 10 ve 15) ve sicaklik (4, 37 ve 44 °C) toleranslarinin belirlenmesi ve 6zellikle
balik patojenlerinin siniflandirlmasinda O/129 ( 10 pg ve 150 pg ) gibi bazi
biyokimyasal testler uygulanmaktadir (Alsina ve Blanch, 1994; Whitman, 2004;
Buller, 2004).

Ayrica etkenin hizli teshisine olanak saglayan biyokimyasal reaksiyon temelli
API hizli tani1 kitleri gliniimiizde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Austin ve Austin,
2012; Buller, 2014). Ondokuz enzimatik reaksiyonun belirlendigi test kitleri bakteri
morfolojisine gore secilmektedir. Baliklarda hastalik etkenlerinden Gram negatif ve
fermentatif comak olanlarin teshisinde APl 20E, Gram negatif ve fermentatif olmayan
comaklarin teshisinde API 20NE kullanilmaktadir. Bu kitlerin disinda 6 adet daha kit
bulunmakta ve teshis i¢in kullanilmaktadir (Biomerieux, 2016; Buller, 2014).

1.2.2.2. Agliitinasyon Yontemleri

Biyokimyasal testleri destekleyici amagla serolojik yontemler de gilinlimiizde
kullanilmaktadir. Agliitiinasyon test kitleri kolay, hizli, ucuz ve sahada kullaniminin

uygun olmasi nedeniyle balik hastaliklarinin teshisinde de tercih edilmektedir (Austin

ve Austin, 2012).
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1.2.2.3. Molekiiler Tespit ve Goriintilleme Yontemleri

Klinik belirtiler gdstermeyen tasiyict canlilar hastalik etkenlerini tagimakta ve
hastaligin yayilimmi arttirmaktadir. Balik populasyonunda tasiyici baliklardan
hastalik etkeninin tespiti olduk¢a zor olmaktadir. Rutin kullanilan biyokimyasal ve
serolojik testler tespitte yetersiz kalmaktadir. Ayrica yumurta ve larvalardan etken
izolasyonu erginlere gére daha da gii¢ olmaktadir. Bununla birlikte ayn1 genus igindeki
bakteri suslar1 arasinda klasik testlerde farklilik olmadig1 gozlemlenmistir (Shewan ve

McMeekin, 1983; Tiire ve ark., 2012).

Molekiiler teknikler, hastalik etkenlerinin tespitinde daha hizli ve duyarh
olmasiyla klasik yontemlere gore yetistiricilere avantaj saglamaktadir. Ayrica
asemptomatik hasta baliklardan etken tespiti salgin hastaliklarin onlenmesi ve
kullanilan antibiyotik miktarlarinin azalmasina neden olmaktadir. Buna bagli olarakda
gelismekte olan antibiyotik direncinin kontrolii ve ilaglarin ¢evre tizerindeki etkisini
azaltilmakla katki saglanmaktadir. Molekiiler yontemler kiiltiirii zor yapilan,
yapilamayan hatta 6lii bakteriden niikleik asit tespiti ile hastalik teshisine olanak

saglamistir (Altinok ve Kurt, 2003).

Baliklarda son 20 yildir kullanilan molekiiler yontemler nceleri etken tespitinde
kullanilmakta iken gilintimiizde etkenin yayilimi, korunma onlemleri konusunda da
kullanilmaktadir. Yapilan epidemiyolojik calismalarda da siklikla basvurulan

yontemler arasindadir (Teletchea, 2009; Tiire ve ark., 2012).

Balik hastaliklarinda etkenin dogrudan teshisi ve etken karakterizasyonunun
dogrulanmasi amaciyla keza 1980°den itibaren yaygin bir sekilde RAPD, PCR-RFLP,
AFLP, Real Time PCR, RT-PCR (reverse transcription PCR) gibi farkli PCR
yontemleri 6zellikle kiiltiirii zor olan bakteri ve viriislerin teshis edilmesi i¢in siklikla

tercih edilmektedir (Altinok ve Kurt, 2003).
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PCR’nun amaci ¢ogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgii ve tamamlayici
olan, 18-20 baz uzunlugunda sentetik oligoniikleotid primerler kullanilarak, primer ile
sinirlandirilan  bdlgenin  enzimatik olarak ¢ogaltilmasidir. Ug¢  basamaktan
olusmaktadir. Bunlar; ¢ogaltilacak DNA’nin  yiikksek sicaklikta (94°C),
denatiirasyonu, primerlerin DNA {izerindeki hedef bolgelerle uygun sicaklikla
birlesme (annealing) reaksiyonu, son basamak Taq DNA polimeraz enziminin 72
°C’de primerlerin uzamasi ile zincir sentezini olusturmasidir. Elde edilen PCR
uriinleri Agaroz Jel Elektroforez yontemi kullanilarak goriintiilenip ayrimi
yapilmaktadir. Yontemde, amplifikasyon iriinleri agaroz jellere uygun tampon
kullanilarak uygulanir. Hafif molekiiller hizli ilerlerken agir olanlar daha yavas
ilerlemektedir. Elektrik akimai ile ayrilan fakli DNA parcalarina ait bantlar1 saptamakta
cift iplik¢ikli DNA nin baz giftlerine baglanan flouresan boya (Etidiyum bromiir, red
safe gibi) kullanilir ve UV 1s1k altinda degerlendirilir (Sambrook ve ark., 1989;
Newton ve Graham, 1994; McPherson ve Mgller, 2006).

V. anguillarum (Martinez-Picado ve ark., 1994; Powell ve Loutit, 1994 Gonzalez
ve ark., 2003; Rodkhum ve ark., 2005, 2006; Kim ve ark., 2008; Crisafi ve ark., 2011),
V. alginolyticus (Zhou ve ark., 2007, Cai ve ark., 2009, 2010), L. garvieae (Zlotkin ve
ark., 1998; Tiire, 2012), Photobacterium (Osorio ve ark., 1999; Amagliani ve ark.,
2009; Rajan ve ark., 2003), Flavobacterium (Izumi ve Wakabayashi, 1997; Liu ve
ark., 2001; lzumi ve ark.,, 2005), Y. ruckeri (Altinok ve ark., 2001; Soto et al . 2010)
gibi birgok balik patojeninin teshisinde ¢esitli PCR yontemleri kullanilmistir.

Bakterilerin siniflandirilmasinda klasik yontemler (morfolojik, metabolik,
fizyolojik ve kimyasal karakter tayini) filogenetik iliskiyi ortaya koymakta yetersiz
kalmaktadir. Bu da bircok farkli bakteri grubunun dolayisiyla neden olduklar
hastaliklarin tanimlanmasinda ciddi bir sorun olmaktadir. Son yillarda molekiiler
yontemlerin gelismesiyle bakterilerin yakin akrabalari ile olan iligkileri de ortaya
konulmaktadir. Bu amacgla bakterilerin spesifik 5S, 16S ve 23S rDNA dizileri
molekiiler teshisin yapilmasinda kullanilir. Dizi analizi, bir DNA molekiiliin
niikleotidlerinin belirlenmesi olarak tanimlanmistir. Izolatlarm ayriminda en ideal

yontem DNA dizisinin kullanilmasidir. Bu amagla tire gore degisken dizileri
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barindiran ve korunma orani digerlerine gore yliksek olan 16S rDNA gen dizisi
bakterilerin PCR ile tanisi i¢in primer bolgelerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
Bakterilerin, teshisi ve filogenetik siniflandirmalar1 GenBank veri tabaninda bu
dizilerin karsilastirilmasiyla yapilir. Dizi analizinde en ¢ok kullanilan y6ntem Sanger
yontemidir (Sanger ve ark., 1977; Martinez-Picado ve ark., 1994; Osorio ve dig., 1999;
Nascimento, 2011).

Calisma prensibi, dizilenecek DNA pargalari primerler yardimiyla PCR ile
cogaltilir, dizileme cihazinin kapillerinin (anot ve katot arasinda uzanir), polimerle
doldurulmasinin ardindan negatif yiikli PCR {irtini DNA 6rnegini ¢ekerek pozitif
yiiklii anoda dogru ilerleyerek, 1sikla uyarilan floresan boyalarin yansittigi 1s18in
detektor tarafindan kaydedilmesine dayanmaktadir. Kaydedilen veriler matematiksel
olarak degerlendirilerek bir grafikle (elektroferogram) goriintiilenmektedir.
Gorlntlilenen grafik cesitli yazilimlarla incelenebilir. DNA dizileme, genetik
mutasyonlart (direncin tespiti), gen polimorfizmi ve bakteriyel identifikasyon tespit

etmede kullanilmaktadir (Sanger ve ark., 1977; Srinivasan ve ark., 2015).

1994 yilinda Martinez-Picado ve arkadaslari tarafindan yapilmis olan ¢alismada
V. anguillarum’un 16S rRNA dizi analizi kullanilarak oligoniikleotid tasarlanmis ve
isaretli spesifik problar kullanilarak etkenin gevredeki suslardan ve yakin tiirlerden
ayrimi  yapilmistir (Martinez-Picado ve ark., 1994). Hong ve ark., (2007) V.
anguillarum’u konvansiyonel PCR kullanarak identifiye etmistir. V. alginolyticus, V.
parahaemolyticus, V. campbellii, ve V. harveyi gibi yakin 6zelliklere sahip tiirleri
birbirinden ayirt etmede 16S rRNA’nin kullanisli olmadigi arastirmacilar tarafindan
belirtilmistir (Thompson ve ark., 2007). V. harveyi ve V. campbellii gibi 6zellikleri
birbirine ¢ok yakin suslarin DNA benzerlik oran1 % 69, 16S rRNA benzerlik oran1 %
97 olmaktadir. Spesifik primerler ve dizi analizi ile V. harveyi teshis dogru teshis
edilmistir (Lopez ve ark., 2009). 16S rRNA analizinde Vibrio alginolyticus ve V.
parahaemolyticus 'un %99.7 homolog olduklar1 saptanmistir (Ruimy ve ark., 1994).

Osorio ve ark., 1999’da yaptig1 calismada pasteurellosisin etkeni P. damselae

subsp. damselae’y1 16S rRNA analizi ile P. damselae subsp. piscicida olarak tekrar
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smiflandirmislardir (Osorio ve ark., 1999). Rajan ve ark., ( 2003)’te iki tiirii hizli

olarak PCR ile ayirt etmistir.

Direncin karakter 6zellikleri genetik kodlamadan ileri gelmektedir ve molekiiler

yontemler

bu amagla antibiyotik direncine neden olan genin

tespitinde

kullanilmaktadir. Bu amagla kullanilan gen belirtegleri Cizelge 1.6.’da verilmistir.

Cizelge 1.6. Direng mekanizmalarinin ve gen belirtegleri (Boerlin ve White, 2008; Sekkin

ve Kum, 2011)

Antibakteriyel

Diren¢ mekanizmasi

Genetik belirleyici
ornekler

Tetrasiklin

E. coli ve diger Enterobakteriler de tetrasiklinlerin
uyarilabilir efluks, ribozomal korunma

tetA, tetB, tetD, tetM

baglayici proteinler

Gram (+) bakteride ribozomal koruma tetO, tetM
Kloramfenikol Enterobakterileredeki efluks cmlA, floR

Enterobakterilerde asetilasyon catA
Beta-Laktam Enterobakterilerde, Staphylococcus blaTEM, blasHV,

aureus’larda Beta-Laktamaz blacMY-2,blaz
Oksasilin, Metisilin Staphylococcus aureus da Alternatif penisilinimecA geni

imipenem

Enterobacter aerogenes ve Klebsiella sp. azalmig
porin olusumu

Mutasyonlar

Aminoglikozidler

Gram (-) ve (+) bakterilerde aminoglikozidlerin
fosforilasyon, adenilasyon ve asetilasyonu

Ozgiilliikleri cok cesitli
bir¢ok genler

Streptomisin

Ribozomal proteinlerin degisimi veya
Mycobacterium sp.in 16s ribozomal RNA’s1

Mutasyonlar

Makrolidler,
Linkozamidler,
Streptograminler

Gram (+)’deki ribozomal RNA nin metilasyonu

ermA, ermB, ermC

Makrolidler,

Staphylococcus sp.

vga(A), msr(A)

Fluorokinolonlar

Kinolonlara diigiikk ilgili DNA topoizomerazlar,
Plazmid aktarimli ve ¢oklu ilag direnci

gyrA, gyrB, parC, parE,
mar, gnrB, gnrS gqnrC

tikaniklig1 agarak

Stilfonamidler Gram (-) bakterilerde ek direngli Sull, sul2, sul3
dihidropteroat sentataza giden yollarda
Trimetoprim Ek direngli dihidrofolat rediiktaza giden yollarda |Cesitli DFR genler
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1.3. Balik Yetistiriciliginde Kullanilan Antibakteriyel Ilaclar

Bakteriyel balik hastaliklarinda bagisiklik uyarici, probiyotik kullanimi ve as1
uygulamalar1 gibi sagaltim secenekleri giinlimiizde 6zellikle veteriner hekimlikte
bakteriyel enfeksiyonlarin kontrolii i¢in kullanilmaktadir. Balik yetistiriciliginde en
fazla antibakteriyel ilaclar kullanilmakta bunu kimyasal dezenfektanlar, pestisitler,
anestezik maddeler, mineraller ve vitaminler olmak {izere pekcok kimyasallar takip
etmektedir (Treves-Brown, 2000; Sanders, 2005; Aksit, 2016). Asilar, yetistiricilikte
bakteriyel hastalik etkenlerini kontrol etmede antibiyotiklerin yerini 6nemli 6lgiide
almigtir. Ancak antibakteriyel ilaclar halen agilamanin yapilamadigi veya yetersiz
oldugu kuluckahanelerde hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Armstrong ve
ark., 2005). Antibakteriyel ilaglarin balik yetistiriciligindeki hastaligin sagaltim ve
kontroliine yonelik kullanimi ve kullanim sekilleri iilkeden iilkeye, iilke igerisinde
bulunan farkli isletmelerde bile degisiklik gostermektedir (Horsberg, 1994; Burka ve
ark., 1997; Defoirdt ve ark., 2011). Kullanilan antibiyotikler bulasic1 hastaliklarin
Onlenmesinin yani1 sira yumurta, larva veya anaglarin yeni tesislere ve deniz kafeslerine
taginmasi sirasinda olusabilecek kayiplarin azaltilmasinda da kullanilir (Phillips ve
ark., 2004; Lupin, 2009). Su iiriinlerinde kemoterapétiklerin kullanimi1 hem yasal
olarak hem de kullanimi bakimindan sinirlidir. Maliyet, ilacin uygulama yolu,
toksisitesi, ilacin absorbsiyonu ve ¢evreye etkisi kullanimi smirlandiran faktorler

arasindadir.

1930’lu yillarda ilk denenen antimikrobiyal madde olan siilfonamidler
(siilfamerazin) daha sonra ABD’de furunkulozis’ in sagaltiminda kullanilmaya
baslanmigtir. Baliklarda toksik oldugu anlasilan siilfonamidler 1970’li yillarda kisa
zamanda Avrupaya yayilirken, ABD’de baliklarda kullanim igin yasal izni 1985 ‘te
verilmistir (Alderman, 1988; Okamoto, 1992; Stickney, 2000; Smith, 2002).

Stilfonamidlere karsi direncli bakterilerin ortaya c¢ikmasiyla kloramfenikol
kullanilmaya baslanmis ancak kloramfenikol’iin daha sonra yapilan ¢alismalarda
istenmeyen etkileri tespit edilmis ve ABD’de kullanim1 azalmis, yerini daha ucuz olan
oksitetrasiklin HCI1 ‘e birakmistir. Son yillarda Oksitetrasiklin HC1 (OTC) deniz ve
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akvaryum baliklarinin bakteriyel hastaliklarinin sagaltiminda diinyada ve iilkemizde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Benbrook,2002; Erdogdu, 2012). Nitekim bu
maddelerin kullanima girmelerini izleyen yillar i¢inde, sagaltici etkilerinin yaninda
ozellikle koruyucu ve gelismeyi hizlandirici olarakda yaygin kullanilmalari, insan ve
hayvanlarda direncli bakteri suslarinin olusmasina neden olarak halk saglig1 agisindan
bliyliik risk olusturmus; bu yiizden biiyiikk Ol¢liide kullanim sinirlandirilmistir.
Yetistiricilikte antibakteriyel ilaclar siklikla kullanilmasina ragmen, kullanilan
antibakteriyel ilaglarin miktarlar1 konusunda sinirli bilgi mevcuttur (Sapkota ve ark.,

2008; Heuer ve ark., 2009).

Sadece su iiriinleri yetistiriciligi i¢in {iretilen antibiyotikler mevcut oldugu gibi
farklh tiir hayvan ve diger alanlar i¢in gelistirilen antibiyotikler de yetistiricilikte
kullanilmaktadir (Erdogdu, 2012). Ulkemizde ve tiim diinyada balik hastaliklarmi
tedavi etmek igin cesitli antibakteriyel ilaglar kullanilmaktadir. Ulkemizde Aralik
2016 tarihi itibariyle su iirtinlerinde kullanilan 41 adet ruhsatl ila¢ bulunmaktadir.
Ruhsatli ilaglar yillara gore farklilik gostermekle (Cizelge 1.7) birlikte bu ilaglardan
17°si florfenikol, 11°1 oksitetrasiklin, 9’u siilfadiazin+ trimetoprim, 2’si enrofloksasin

ve 2’si amoksisiklin etken maddesi igermektedir (GKGM, 2016).

Cizelge 1.7. Balik Yetistiriciliginde kullamilan Ruhsatli Antibiyotik [lag Etken Listesi
(GKGM, 2014, 2016)

Antibakteriyel ila¢/ Y1l 2014 Subat 2016 Aralik
Florfenikol 15 17
Oksitetrasiklin HCI 12 11
Amoksisilin trihidrat 2 2
Siilfadiazin-Trimetoprim 9 9
Enrofloksasin HCI 2 2

Oksolinik asit 1

Toplam 41 41
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1.3.1. Tetrasiklinler

Tetrasiklinler, siilfonamidler ve makrolidler beseri ve veteriner hekimlikte

oldukca yaygin kullanilan antibiyotik ila¢ gruplaridir (Kim ve Carlson, 2007).

Etkin, ucuz ve diisiik toksiteli olmasi dolayisiyla tetrasiklinler su {iriinlerinde
tercih edilen antibiyotik grubu olmaktadir. 1950’lerde kullanima giren tetrasiklinler
30s ribozomal alt {initerine baglanarak protein sentezini onleyerek etkirler. Genis
spekturumlu olan tetrasiklinler Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerde
bakteriyostatik etkilidir. Uygulama yoluna gore etkinlikleri farklilik gosterir (Cizelge
1.8, Yetistiricilikte kullanilan bazi antibakteriyel ilaglarin dozlari, uygulama yollari
ve yarilanma 6miirleri). Yemle karistilarak verildiginde etkinligi iyi olmaktadir ancak
banyo olarak uygulandiginda biyoyararlanimi deniz baliklarinda Mg*? ve Ca*? gibi
deniz suyunda bulunan iki degerlikli katyonlara baglandigi i¢in %10’un altina
inmektedir. Bu sebeple sagaltim dozu sularin sertligine gore degisim gostermektedir

(Baydan ve ark., 2012).

Kulugkahane ve yetistirme kafeslerinde siklikla iilser tedavisi, furunkulosiz ve
bakteriyel hemorajik enfeksiyonlarinin sagaltiminda kullanilmaktadir. Yar1 6mrii uzun
olan OTC % 59-90 degisen oranda metabolize olmadan disar1 atilmaktadir (Namdari,
1999; Seyfried ve ark., 2010). Bu da kullanilan OTC’nin sedimentte birikmesinin ana
sebebini olusturmaktadir. Sedimentte parcalanmadan ve giinesten etkilenmeden uzun
stire varligim1 koruyan (3-6 ay) OTC’nin siiriiklenip diger baliklara ve insanlara
gecebilmesi s6z konusudur (Schimith ve ark, 2004). Ayrica yemle birlikte ortama
gecen ilacin bir kismi dogal ortamdaki balik ve diger kabuklu canlilar taratindan alinir.
Kiimiilatif olarak balik ve kabuklularin biinyesinde birikerek  yiiksek
konsantrasyonlara ulagmaktadir. Kullanimi sinirlandirilmis olamasina ragmen yapilan
taramalarda OTC insan tiiketimi i¢in kabul edilebilir miktar1 agmaktadir (Benbrook,
2002; Baydan ve Yurdakok, 2009; Topal ve ark., 2012). Atlantik somonlarin vibrio ve
Yersinya enfeksiyonlari, sazanlarin Flavobacteri ve alabaliklarin Kolumnaris

enfeksiyonlarinin sagaltiminda siklikla tercih edilmektedir (Treves- Brown, 2000).
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Cizelge 1.8. Yetistiricilikte kullanilan bazi antibakteriyel ilaglarin dozlari, uygulama
yollar1 ve yarilanma dmiirleri (Reimschuessel ve ark., 2005).

ilac¢

Tiir

t%
(saat)

Doz

Uygulama

°C

IAmoksisilin

Atlantik Somonu

120

12,5 mg/kg td

Yolu
K1

13

|Atlantik Somonu, Cipura

14-72

40-80 mg/kg td

Di/PO

16-22

Enrofloksasin

IAtlantik Somonu, Kirmizi
IPacu, Gokkusag1 Alabaligi,
Deniz Levregi, Deniz

24-105

5-10 mg/kg td

Ki/Di/P O

10-26

Florfenikol

Atlantik Somonu

12-30

10 mg/kg td

DI/PO

10-11

Morina Balig1

39-43

10 mg/kg td

DI/PO

Flumekuin

Yilan Balig

255

9 mg/kg td

K1

23

IAtlantik Pisi Balig1,
Kahverengi Alabalik, Cirgir
Balig1, Atlantik Somonu,
Morina Baligi,

Deniz Levregi, Deniz
Cuprasi, Kalkan

21-96

5-25 mg/kg td

Pi/DI/PO

5-25

[Yilan Balig1

208-314

10 mg/kg td

DI/PO

23

Gokkusagr Alabaligi

285-736

5 mg/kg td

Di/PO

13
veva

Oksolinik asit

|Atlantik Somonu, Cirgir
Balig1, Yayin Baligi,
Morina Baligi,
Gokkusagt Alabaligi,
Mercan Baligt

15-87

4-20 mg/kg td

Pi/Di

8-24

Atlantik Somonu, Morina
Baligt,
Gokkusagt Alabaligi

82-146

25-75 mg/kg td

5-8

IAtlantik Somonu, Cipura
Gokkusagt Alabaligi,
Sivriburun Karagoz,
Kallkan

13-48

10-40 mg/kg 10
doza kadar

el

)

9-19

Oksitetrasiklin

IAfrika Kedibaligi, Sazan,
Gokkusagi Alabaligi,
Kirmiz1 Pacu, Kizil Somon

63-95

5-60 mg/kg td

K

12-25

IAfrika Kedibalig1, Atlantik
Somon, Sazan, Kral
Somon, Yilan Balig1,
Gokkusagt Alabaligi,
IKirmiz1 Pacu, Deniz
Levregi, Deniz Cuprasi

6-167

5-60 mg/kg td

DI

8-25

Atlantik Somon, Siyah
Cipura, Sazan, Yayin
Balig1, Yilan Baligy,
Gokkusag1 Alabalik,
Levrek, Cipura, Tatli Su

L evresi Dil Ralis:

43-268

10-100 mg/kg 10
doza kadar

7-27

IKral Somon, Kizil Somon

428-578

10-100 mg/kg td

PO

6-11

DI: Damar i¢i; Ki: Kas ici; PI: Periton ici; Po: per os; td: terapotik doz
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Cizelge 1.8. (devam) Yetistiricilikte kullanilan bazi antibakteriyel ilaglarin dozlari, uygulama
yollar1 ve yarilanma 6miirleri (Reimschuessel ve ark., 2005).

Atlantik Somon, Sazan

Siilfadiazin Gokkusagr Alabalik 26-96 [25-200 mg/kg td [Di/PO 8-24
IAtlantik Somon, Yayin

Siilfadimetoksin ~ [D21181, GOkkusagy Alabalik, | 1 48 b5 500 mg/kg td DI/PO 10-20
Tath Su Levregi i

Siilfadimidin Sazan, Gokkusag1 Alabalik 18-57 [100-200 mg/kg [DI/PO 10-20

Siilfametoksipridazin |[Gokkusag1 Alabalik 72 1200 mg/kg td o) 13

.. . |Gokkusag1 Alabalik,
Silfamonometoksin g, 1 o ruk Balig 533 3(;30‘400 mg/kg  pjpo 15-22

Tetrasiklin transport proteinlerini kodlayan genler (tetA-G, tetK, L) Gram
pozitif ve negatif bakterilerde vardir. E. Coli, Salmonella, Vibrio spp. ve Shigella
tiirlerinde bulunan transkripsiyon iinitesinin (marRAB), tetrasiklinin aktif olarak disar1

atilmasiyla iligkili oldugu gosterilmistir (Nikaido, 1994).

Tetrasiklin direncine yol agan ikinci énemli mekanizma ribozomal korunmadir.
tetM, tetO, tetQ, tetS genlerince sentezlenen sitoplazmik proteinin aktivitesi
sonucunda ilag ribozoma baglanamaz. Bu genler Vibrio spp., Campylobacter,
Mycoplasma, Ureaplasma, Bacteroides ve Neisseria gibi birgok bakteri tiirlerinde
bulunur (Levy ve ark., 1999; Ciftgi ve Asik, 2011). Cesitli tiirlerde bulunan tetM en
yaygin rastlanan tetr (tetrasiklin resistance genes) gen olmaktadir (Suzuki; 2010).
Brezilya’da Aeromonas suslarinda polimer zincir reaksiyonu (PCR) ile yapilan
arastirmada incelenen 16 susta, tetrasikline kars1 olusan direngten sorumlu tetA ve tetE

genleri %37.5 oraninda tespit edilmistir (Balassiano ve ark., 2007).

Schmid ve ark. (2001)'nin Gokkusagi alabaliklarinda ¢oklu PCR kullanarak
yaptig1 ¢alismada ise izole ve siniflandirilmasi yapilan Aeromonaslardan %69’ unda
OTC direngli, %30’nun tasiyici oldugu ve bunlarin 2/5’nin tetrasiklin dire¢ genini
tasidigr saptanmustir. Toplamda 19 tetA pozitif, 39 tetE pozitif ve 6 tetD pozitif izolat
bulunmustur. Ug izolatta ise iki tetrasiklin direng belirteci bulunmustur: TetA ve -E;
tetA ve —D; tetE ve —D. Ancak B ve C tetrasiklin diren¢ belirtecine rastlanmamustir
(Schmid ve ark., 2001).
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Yapilan diger bir prevalans ¢alismasinda ise Vibrio alginolyticus susunda tetB
ve tetM’ e bakilmis ve MIK degeri 128 pg/mL olan susta her iki belirtecte tespit
edimistir (Kim ve ark., 2007).

1.3.2. Kinolonlar

Su triinleri yetistiriciliginde solunum, iiriner ve sindirim sistemi hastaliklarinin
sagaltiminda kinolon grubu antibiyotiklerden yararlanilmaktadir (Samanido, 2007;

Baydan ve Yurdakok, 2009; Baydan ve ark., 2012).

Kinolonlar bakteride DNA-jiraz enzim etkinligini engelleyerek DNA’nin
sentezini ve kalibinin ¢ikarilmasini 6nler; boylece bakteri boliinemez ve uzayarak 6liir,

bakteriosidal etkili, genis spektrumludur (Aldred ve ark., 2014).

Ortamin pH’1 ilacin etkinligini biiyiik dl¢lide degistirmektedir. Asidik ortamda
daha etkili olmakla birlikte sert sularda kullaniminda etkileri baskilanmaktadir. Banyo
ve agizdan uygulamalarda etkilidir. Ila¢ atilimlar1 tatl su baliklarinda deniz baliklarina
gore atilim daha hizli olmaktadir. Bu da denizde yetistirilen ve serbest dolasan
baliklarda ilacin daha uzun siire ortamda kalmasina neden olmaktadir. Gida degeri olan
baliklarda kinolonlarin kullanimi Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan
uygun bulunmamustir ve bu grup ilaglar1 izleme bakimindan “yiiksek 6ncelikli” olarak

degerlendirmeye almiglardir (Yanong, 2003; Baydan ve ark., 2012).

Bu grup ilaglar baliklarin 6zellikle Vibriozis ve Furunkulozis hastaliklarinin
sagaltiminda kullanilir. Kinolon grubu ilaglardan Avrupa Birligi’nde kullanimina izin
verilern flumekuin iken, Tirkiye’de enrofloksasindir. Oksolinik asit ise daha once
ruhsatlandirlmasina ragmen gilinlimiizde kullanilmamaktadir (Tirk ve Oguz, 2013;

GKGM, 2016).

Oksolinik asit, eritromisin ve sulfonamide karsi gelisen direnci arttiriken

oksitetrasikline olan direng gelisimini yavaslatmaktadir (Treves-Brown, 2000).
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Enrofloksasin Bakteriyel Bobrek Hastaliginda (BBH) kullanimi 10 mg/kg/giin
doz da 10 giin; oksolinik asit po 10 mg/kg/giin dozda olmaktadir. Aeromonas
salmonicida enfeksiyonun sagaltiminda kullanilan oksolinik asidin MiK degeri deniz
suyunda belirlenene gore tatli sularda 30 kat daha diisiik tespit edilmistir (Baydan ve
ark., 2012).

Fluorokinolonlara kars1 olusan direng kromozomal kaynaklidir. Nalidiksik asid
gibi birinci kusak kinolonlarin sistemik etkileri zayif ve etki spekturumlar1 dardir.
Ikinci kusak kinolonlar Gram negatif bakterilere karsi ¢ok etkili antibiyotiklerdir. Yeni
gelistirilen tglincli kusak kinolonlar ise sadece Gram negatif bakterilerle sinirli
kalmayip Gram pozitiflere de etki eden genis spekturumlu antibiyotik grubudur.
Kinolon grubu antibiyotiklere gelisen direng, diger antibiyotiklerde oldugu gibi dogal-
intrinsik ya da sonradan kazanilmis olabilmektedir. Bakterilerde kazanilmis kinolon
direnci ise ¢ogunlukla kromozomal mutasyonlar ile olusmaktadir. Bu mutasyonlara en
stk Ser-83 ve Asp-87 (DNA giraz) ile Ser-80 ve Glu- 84 (topoizomeraz 1V)
kodonlarinda rastlanmaktadir. DNA giraz; DNA replikasyonu, rekombinasyonu ve
onariminda gorev alir. Topoizomeraz IV ise replikasyon sirasinda olusan yavru DNA
iplik¢iklerinin birbirinden ayrilarak yavru hiicrelere gecmelerine yardim eder. DNA
giraz (topoizomeraz II) enzimi gyrA geni tarafindan kodlanan iki A alt birimi ile gyrB
geni tarafindan kodlanan iki B alt biriminden olusmaktadir. Ancak yapilan
caligmalarda tek basina gyrB geninde meydana gelen mutasyonun, ilaca kars1 gelisen
direngten sorumlu olmadig1 belirtilmistir. Topoizomeraz IV ise parC geni tarafindan
kodlanan iki parC alt birimi, parE geni tarafindan kodlanan iki parE alt biriminden
olusmaktadir (Everett ve ark., 1996; Hooper, 1999; Miranda ve ark., 2013). GryB gen
mutasyonuna ise Ozellikle P.aeruginosa ve E. coli ‘de rastlanmistir. Son yillarda S.
auerus’ta gyrA mutasyonel degisikligi gozlenmekte olup bunun fluorokinolona kars1

gelisen direngten sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Tanir ve Co6l, 1999; Yiice, 2001).

Kim ve ark. (2005) Photobacteterium damselae subsp. piscicida suslarinda
kromozomal kinolon direncine neden olan gyrA, parC genlerini PCR yontemiyle tespit

etmeye ¢aligmistir. Diigiik maliyeti olan TILLING (Targeting Induced Local Lesions
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in Genomes) yontemi kullanarak yaptigi bu c¢alismada mutasyonu nedenini gyrA

geninden kaynaklandigini tespit etmistir (Kim ve ark., 2005).

Rodkhum ve ark. (2008)’de Vibrio anguillarum suslarinda oksolinik aside
gelisen direncin kromozomal mutasyona (gyrA ve parC) bagli olarak olustugunu PCR

yontemi kullanarak ortaya ¢ikarmiglardir.

Norveg’te Vibrio anguillarum O2b susunda yapilan bir ¢alismada gelisen
kinolon direncinin 83 ve 85’inci kodondaki mutasyondan ileri geldigi belirtilmistir

(Colquhoun ve ark., 2007).

1999 yilinda Japonya’da V. parahaemolyticus suslarinda yapilan ¢alismada
siprofloksasine gelisen direng sekans analizi ile belirlenmis, duyarli ve orta duyarl
olan suslarda gelisen direncin sadece gryA ‘dan ileri geldigini ancak direngli olan diger
suslarda bunun nedeninin hem gyrA ve hem de parC oldugu belirtilmistir (Okuda ve
ark., 1999).

1.4. Sudaki Bakterilerde Direng

Yaygin bulagici hastaliklarin sagaltimima yonelik ilag secenekleri giderek daha
kisitli ve pahali hale gelmektedir. Ayrica sagaltimda kullanilan ilaglar, bakterilerde
gelisen diren¢ nedeniyle kullanilamaz hale gelmektedir (FAO, 2005). Genel olarak, su
bakterileri antibakteriyel ilaclara maruz kalma durumunda verdikleri yanitlar
bakimindan diger bakterilerden farkli degildir (Heuer ve ark., 2009). Diinya Saglik
Orgiitii, yemeklik hayvanlardaki antibakteriyel kullanim1 sonucunda olusan direncin
halk saglig1 agisindan olumsuz etkiye yol a¢tigin1 bildirmistir (WHO, 2011). Veteriner
hekimlikte de bakterilerin ilaglara kars1 direng gelisimi giderek artmaktadir (Kemper,
2008; Mulcahy, 2011). Baliklarda hastaliga yol agan bakterilerden bazilarinin
insanlardaki enfeksiyonlara neden olmasi gelisen direncin baliklardan insanlara gegme
olasiligin1 daha da giiclendirmektedir (Heuer ve ark., 2009). Profilaksi i¢in diisiik

miktarlarda antibiyotik kullanimi, ilaca karsi direngli suslarin ortaya ¢ikmasina ve
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bunun sonucunda da kontrol edilmesi gii¢ salgin hastaliklara neden olmaktadir
(Mulcahy, 2011). Ayrica dogru olmayan, etkiket dis1 antibakteriyel se¢imi, kullanimi1
ve siiresi, hatali uygulama yolu, yanlis doz hesabi ve siklig1 direngli bakterilerin ortaya
¢ikmasindaki diger etmenlerdir (Mulcahy, 2011). Bakterilerdeki diren¢ gelisimi
antibakteriyel ilaglarin dogrudan kullaniminin yani sira ilaglarin etkene dolayli olarak
temasiyla da olmaktadir. Direng genleri serbest dolasan baliklardan, insan
patojenlerinden, hayvan kokenli bakterilerden ve hatta cevresel bakterilerden izole
edilmistir (Kemper, 2008; Martinez, 2009; Martinez ve Silley, 2010). Su bakterilerinin
antibakteriyel ilaclara kars1 gelistirdigi direng ve bu direncin olusma mekanizmalari

diger bakterilerdeki gibidir.

Balik patojenlerine R-faktorii transferi ilk kez belirli Aeromonas salmonidae
suslariyla gosterilmistir. ilaca direngli suslarda transfer edilebilen R-faktdrii
plazmidleri ayrica Aeromonas hydrophila, Vibrio anguillarum, Edwardsiella tarda ve
Pasteurella piscicida ile gosterilmistir (Alderman ve Hastings, 1998). Tetrasikline
diren¢ genleri antibakteriyel ilaglar1 az miktarda kullanan kiiclik ¢iftliklerde bile
bulunmaktadir; ayrica antibakteriyel ilacin kullaniminin iizerinden 6nemli bir siire
gecmis olmasina karsin tetrasikline direngli bakterilerin varligr  gozlenmistir
(Stachowiak ve ark., 2010) Bu durum bize bakterilerin direng geni rezervuarlar
olarakda etki gosterebildigini ortaya koymaktadir. Nihayetinde, su ortamindaki direng
genleri insan patojenlerine ulagabilmekte ve insanlarda hastalik yapan patojenlerin

direncini daha da arttirmaktadir (Novotny ve ark., 2004, Heuer ve ark., 2009).

Balik yetistiriciliginde antibakteriyel ilag kullaniminin, ¢evredeki antibakteriyel
direncin yayilmasimi arttirdigi diisiiniilmektedir (Sapkota ve ark., 2008; Davies ve
Davies, 2010). Antibakteriyele direncli bakterilerin yetistiricilikte kullanilan suda ve
sedimentte bulunma olasiiginin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ilaglar yeme
uygulanmis sekilde verildigi zaman, ilaglara karsi bakteriyel direncin hem yiizdesi
hem de diizeyi daha yiiksek olmustur. Ayrica, direng siiresi diger ila¢ uygulama

sekillerine oranla daha uzun olmustur (Yu ve ark., 2009).
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Mg*2 ve Ca*2 gibi divalent iyonlarin varligi kinolon ve oksitetrasiklinin in vitro
minimum inhibitér konsantrasyon (MIiK) degerini 40-60 kat arttirmaktadir. Yem katki
maddeleri balik yemi yemeden Once peletin dagilmamasini saglarken, bagirsaktan
emilmeden oOnce ilacin selasyonunu engelleyememektedir. Yapilan ¢alismada
Oksolinik asit ve OTC bagirsak filorasinda bakteri sayisinda ilk 24 saatte artisa neden
olmakta daha sonrasinda atilma periyodunda azalisa gegmektedir (Treves-Borwn,
2000).

1.5. Su Bakterilerine Yonelik Antibakteriyel Duyarhlik Testi

Direncin veya direng diizeyinin tespiti, testin tipine ve kosullarina ayrica
bilesigin icerigine, etki bigimine baghdir (Kimmerer, 2008). Antibakteriyel ilaclarin
kullaniminda her zaman klinik olgunun incelenmesi, bakteriyel enfeksiyonun teshisi
ve hastalik i¢in klinik acidan etkili bir maddenin se¢ilmesi gerekir. Ote yandan belirli
durumlarda (baliklarin ciddi derecede hasta olmasi veya yiiksek 6liim orani veya hizli
yayilmalariyla birlikte bir salginin mevcut olmast durumu gibi), klinik belirtiler goz
Oniine alinarak sagaltima baglanabilir (Guardabassi ve Kruse, 2008; Smith ve ark.,
2008). Kesin teshis, hastaliga neden olan etkenin tercihen 3-5 adet enfekte olmus
baliktan izolasyonu sonucu belirlenmesiyle gerceklesir (Smith ve ark., 2008).
Antibakteriyel bir 1lacin uygulanmasindan 6nce, enfeksiyon odagindan bakteriyolojik
kiiltiir numuneleri toplanmalidir (Walker ve Giguére, 2008). Gliniimiizde, ¢ok cesitli
standartlastirilmis yontemler mevcuttur (Guardabassi ve Kruse, 2008; CLSI, 2014;
USM, 2015). Tath su ile tuzlu su baliklar1 arasinda; farkli balik tiirleri arasinda bile
izole edilen bakterilerde ve bunlarin antibakteriyel ilaglara duyarhiliklari arasinda
farkliliklarin olugmasi1 muhtemeldir (Mulcahy, 2011). ). Ayrica, bazi testlerde farkli
bilesiklerin degisen aktivite spektrumundan farkli sonuglarla karsilagilmasi
olabilmektedir (Kiimmerer, 2008; Cagirgan, 2004). Test yontemleri arasindaki
farkliliklarin azaltilmasi i¢in daha fazla ¢caligma yapilmasi gerekir (Kum ve ark., 2008).
Etkenlerde gelisen direncin belirlenmesinde yontemin kontrolii yapmak icin ilaca
direnglilikleri bilinen standart bakterilerden yararlanmak ve bu degerlerle

karsilasilastirilarak yorumlanmasi gerekir. Bu amagla CLSI, EUCAST gibi
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uluslararasi referans laboratuvarlarin kiiltiir koleksiyonlarindan yararlanilir (CLSI,

2014).

Baliklarda hastalik etkenlerinin ilaca karsi gelistirdikleri direnci saptamak icin
Escherichia coli ATCC 25922 ve Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida ATCC

33658 standart referens suglar1 yontemin kontrolundde kullanilmaktadir (CLSI, 2014).

1.5.1. Disk Difiizyon Testi

Kirby-Bauer tarafindan gelistirilen ve bu isimle anilan yontem kolay ve ucuz
olmasi nedeniyle laboratuvarlarda en sik kullanilan yontem olmaktadir. Bu yontem,
kagit disklere emdirilen antibiyotigin, duyarlilig1 arastirilan etkenin inokiile edildigi
besiyerine diffiize olmasi prensibine dayanmaktadir. Bu amagla; giliniimiizde
antibiyotik emdirilmis kagit diskler yerine ticari olarak belli miktarda ilag¢ ihtiva eden
diskler kullanilmaktadir. Diskler etkenin inokiile edildigi kati besiyerlerine belli
araliklarda yerlestirilir. Etkene gore degisen inkiibasyon siiresi sonunda ilacin etkili
oldugu diskin gevresinde tireme goriilmez. Etken ilaca ne kadar duyarl ise, diskin
etrafinda olusan inhibisyon alan1 o kadar genis olmaktadir. Degerlendirme inhibisyon
zonunun ¢apmin mm seklinde Olgiilmesi ve standart inhibisyon alanina gore
karsilatirma yapilir. Boylece etkene karsi kullanilacak antibiyotigin duyarlilik ya da
direnglilik durumu belirlenmis olur (Bauer ve ark., 1996).

Bu yontemde kullanilacak bakteri yogunlugu; sivi besiyerinde bulunan bakteri
sayisini belirlemek amaciyla gelistirilen ve standart yogunluk olan McFarland 0.5'e
gore ayarlanmaktadir. Ayarlamada standart McFarland bulaniklik tiipleri (Baryum ve
siilfirik asit) olabildigi gibi bu amagla tasarlanan cihazlar ve spektrofotometrik
yontemler de kullanilmaktadir. Hazirlanan inokulumdan steril bir ekiivyon yardimiyla
alinan 6rnek, Mueller-Hinton agar yiizeyine inokiile edilir. Farkli antibiyotik i¢eren
diskler steril bir pens yardimiyla agar ylizeyine arasinda 22 mm mesafelerle

yerlestirilir. Etkenin 6zelligine gore disk yerlestirilen besiyerleri 18-48 saat siireyle 22-

27



35°C'de oksijenli ya da CO2’li ortamda inkiibe edilir ve bekleme siiresi sonunda

inhibisyon alanlari cetvelle 6l¢iiliir (CLSI, 2014; USM, 2016).

1.5.2. Diliisyon Testleri

Diliisyon testleri, antimikrobiyal maddenin bakterinin iiremesini inhibe etmek
veya Oldiirmek i¢in gerekli olan minimum konsantrasyonunu belirlemek igin
uygulanan testlerdir. Diliisyon testleri "tiip diliisyon" ve "agar diliisyon" olmak iizere

iki sekilde uygulanmaktadir.

1.5.2.1. Tiip Diliisyon

Tiip dilisyon "makro" ve "mikro" olmak {iizere iki sekilde yapilabilir.
Makrodiliisyonda cam tiip, mikrodiliisyonda ise "U" ya da "V" tabanli mikroplaklar
kullanilir. Her iki metotda besiyeri olarak katyon ayarli Mueller-Hinton buyyon
kullanilir. Etkinligi bakilacak antibiyotikler (analitik toz) testten Once standart
rehberde belirtilen ¢oziiciide ¢ozdiiriiliir ve iki kat azalan sulandirmalari yapilir.
Etkenin hazirlanan standart inokiilum (5x10° CFU / ml) antimikrobiyal maddenin
hazirlanan diliisyonlarini igeren her bir tiipe ya da mikroplakalara esit miktarlarda
eklenir. Yontemin kontrolu igin ayrica antibiyotik igermeyen, besiyeri kontrolil igin
bakteri inokiile edilmemis ayr1 kuyucuk belirlenir. Mikroplaklar 20- 35°C'de 24-48
saatlik inkiibasyondan sonra bakteri tiremesini temel alinarak incelenir. Buna gore
berrak olarak kalmis, iiremenin olmadigi en diisiik konsantrasyonun oldugu kuyucuk
isaretlenerek ve en diisiik antimikrobiyal ila¢c konsantrasyonu (MIK) olarak

degerlendirilir (Andrews, 2001; CLSI, 2014; USM, 2016).

llacin, in vitro etkinligi-in vivo etki ile iliskilendirmede, yeni antibiyotik
gelistirilmesinde ya da doz ayarlanmasinda ve olusacak direncin izlenmesinde

farmakokinetik (PK)/ farmakodinamik (PD) degerler 6nem arz etmektedir.
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Antibakteriyel ilaglarda MIK ise bu parametreleri elde edebilmede kullanilan ydntem

olmaktadir (Giir, 2010).

1.5.2.2. Agar Diliisyon

Tip dilisyon yontemiyle prensipleri ayni olan agar diliisyon yoOnteminde
antibiyotik sulandirimlart petri plaklarina agar igine konularak yapilmaktadir.

Malzeme fazlalig1 ve kontaminasyon riski nedeniyle sinirl kullanimi vardir.

1.5.3. Otomatik Antimikrobiyal Duyarhlik Test Sistemi

Teknik hatayr azaltmak ve analiz zamanini kisaltmak amaciyla mikrodiliisyon
panelleri ve buna ilaveten otomatik plate okuyuculari igeren sistemler firmalar
tarafindan gelistirilmistir. Maliyetin yiiksek olmas1 nedeniyle sinirlt kullanimi vardir.
Ayn1 zamanda bakteri cesitliliginin yetersizligi de smirlandirici diger faktordiir.
Tirkiye’de Vitek Sistem (BioMerieux, Fransa) enstitiilerde en fazla kullanilan

otomatik sistem olmaktadir.

1.5.4. Genotipik Metod

laca karsi gelisen gen karakter ozellikleri genetik kodlamanm soucunda
olmaktadir. Antibiyotik direncinin tespitinde belirli bir gen test edilmesiylede olusan
direncin boyutu tespit edilir. Hizli ve duyarli olmasi1 da diger yontemlere gore
avantajin1  olusturmaktadir. Populasyonda yayilan direngli mikroorganizmalarin

belirlenmesinde kullanilabilinir.

Tiirkiye’de 2008 de yapilan bir calismada gokkusagi alabaliklar1 (Oncorhynchus
mykiss, Walbaum 1792)’nda ekonomik kayiplara sebep olan onemli bakteriyel

hastalik etkenlerinin tespit edilerek, ilag kullanimma bagli sorunlarin ve tedavi
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maliyetlerinin azaltilabilmesi igin ¢esitli antibakteriyel ilaglara karsi gosterdikleri
duyarlilik derecelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bakterilerin morfolojik ve
biyokimyasal testleri sonucunda belirlenen 37 adet izolatin 6’si (%16,22) A.
salmonicida, 13’inii (%35,13) L. garvieae, 7’sini (%18,92) V. anguillarum ve 11’ini
(%29,73) Y. ruckeri olusturdugu, su sicakliklarinin arttigi (Mayis-Agustos arasi)
donemlerde L. garvieae ve Y. ruckeri’nin, mevsimsel gecis (Subat-Nisan arasi)
donemlerinde ise A. salmonicida ve V. anguillarum’un daha yiiksek oranda izole
edildigi goriilmiistiir. Etkenlerin tlimiiniin enrofloksasin, florfenikol ve siprofloksasine
duyarli olduklari tespit edilmistir. Diger yandan bazi etkenlerin amoksisilin, ampisilin,
basitrasin, eritromisin, fusidik asit, gentamisin, kloramfenikol, linkomisin, nalidiksik
asit, neomisin, novobiosin, oksitetraiklin, sefoksitin ve sulfametoksazol-trimetoprim’e

kars1 degisen oranlarda direncli olduklar1 belirlenmistir (Aksit ve Kum, 2008).

Caligmamizda Ege denizinde yetistiriciligi yapilan kiiltiir balig1 (Levrek ve
Cipura) ile dogal avlanan baliklardan Vibrio (Listonella) anguillarum ve Vibrio
alginoliticus etkenlerinin izolasyonu ve identifikasyonu (konvansiyonel ve genotipik)
yapilarak belirlenen izolatlarin tetrasiklin ve kinolon grubu ilaglara kars1 olusan
direncin klasik PCR yo6ntemle tespit edilmesi ve izole edilen bu etkenlere kars1 gelisen
diren¢ haritasinin ornekleme alan1i ve balik tiirleri i¢in ¢ikarilarak elde edilen
sonuglarin treticiler ile ilgili kurum ve kuruluslara aktarilmasi amaglanmistir. Bu
sekilde hizli ve giivenilir alternatif antibakteriyel ila¢ seceneklerinin uygulamaya
konularak antibakteriyel ilaglardan kaynaklanan direncin saglik ve ¢evreye yonelik
etkilerinin en aza indirilmesi hedeflenmistir. Bu arastirma sonuglarinin ayni ya da
benzer alandaki arastirma sonuglarimi kapsayan veri bankalarima ve bu konuda
yapilacak daha sonraki arastirmalara katki saglamasi beklenmektedir. Aragtirmamizda
ti¢ hipotez bulunmaktadir: Bunlardan ilki, balik ¢iftliklerine yakin bdlgelerden avlanan
dogal ortam baliklarinda, artan balik¢ilik faaliyetleri ve antibiyotiklerin bilingsiz ve
uygun olmayan kullanimina bagh olarak, antibiyotik direncinin ve 6zellikle yaygin
kullanilan kinolon ve tetrasiklin direncinin goriilmesi olusturmaktadir. Ikinci
hipotezimizi ise, hem etken, hem de direncin tespit edilmesinde molekiiler yontemlerin
kullanilmasinin konvansiyonel yontemlere gére daha hizli ve daha duyarli sonuglar

vermesi olusturmaktadir. Ugiinciisiinii ise, arastirilan antibiyotiklerin &zellikle
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cevresel kosullarda yikimlanmaya direngli olmasi ve sedimentte birikmesine bagl
olarak daha derinde yasayan ve antibiyotik kirleticilerine daha fazla maruz kalan

cipura baliklarinda, direncin levrege gore daha yiiksek goriilmesi olusturmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu caligmada, 30.10-03.11.2015; 07-17.04.2015; 15-27.06.2015 ve 24.08-
07.09.2015 tarihlerinde Milas-AKYA Veteriner Klinigi’ne Giilliik-Milas’ta ve Izmir
Korfezi’nde bulunan kafes balig1 yetistiriciligi yapan isletmelerden gonderilen hasta
balik 6rnekleri incelendi. Serbest avlanan balik numuneleri ii¢ ve dordiincti 6rnekleme
doneminde, 6rneklemenin yapildigr kafeslerin etrafindan 82 (20 levrek, 21 Cipura)
adet olacak sekilde yakalandi (Cizelge 2.1). Birinci ve ikinci donemde avlanma yasagi

olmasi nedeniyle 6rnek alinamamustir.

Cizelge 2.1. Calismada incelenen balik sayisi

Balik Sayisi
Balik tiirii/6rnekleme yeri Av Kafes
Levrek 40 120
Cipura 42 120

2.1.2. Besiyerleri

Etken izolasyonu i¢in Trypticase Soy Agar (Oxoid, CMO131), Trypticase Soy
Buyyon (Oxoid, CMO129), TCBS Agar (Merck, 1.10263), Sodyum Kloriir (Merck,
1.06404) ve izole edilen suslarin pasaji igin Nutrient Agar (Merck, 1.05450), Nutrient
Buyyon (Oxoid, CM0001) kullanildi.

Antibiyotik ilag direnglilik profillerinin belirlenmesinde Miieller Hinton Agar
(Merck,1.05437), Miieller Hinton II Buyyon Katyon ayarli (BD, 212322), Luria-
Bertani Buyyon (LB) besi yerleri kullanildi (CLSI, 2014).
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Izole edilen suslar % 20 Gliserin (Merck) ilave edilmis Trypticase Soy Buyyon
(TSB, Oxoid) kullanilarak -20 °C de muhafaza edildi (Buller, 2014).

2.1.3. Ayiraglar, Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

SIM Medium (Sulfate, Indole, Motility Medium; Siilfat Indol, Hareket besiyeri)
(Merck 1.05470), Bile Aesculin Azide Agar (Merck 1.00072), Tripton (Oxoid
LP0042), Oxidation Fermentation Basal Medium (Merck, 110282), Simons Sitrat
Agar (Merck, 102501), Urea Agar Base (Oxoid, CM0053), Urea Broth (Merck
1.08483), Nitrat Buyyon (Merck, 1.10204), MRVP Medium (Oxoid, CM0043),
Gelatine (Merck, 104078), Gliserol (Glycerol, Merck,1.04094), L- Ornitin (L- Ornitin
Monohydrocloride, Merck, 6906.0025), L- Lisin (L- Lysine Monohydrocloride,
Merck, 105700), Arjinin (L- Arginine Monohydrocloride, Merck, 1.015440), sistin (L-
cysteine, Merck, 1.02839), Mannitol (D-Mannitol, Merck, 443907), D- Ksiloz (D-
Ksiloz, Merck, 8689), Glikoz (D(+) Glucose Anhydrous, Merck, 1.08337), Siikroz
(Sucrose, Merck, 1.07651), Arabinoz (L-Arabinoz, Merck,1.01492), Maltoz (Maltose,
Merck, 1.05910), Mannoz (D+Mannose, Merck, 1.05984), Inositol (Merck, 1.04728),
Galaktoz (D(+) Galactose Merck 1.04062), Fruktoz (D-Fructose Merck, 1.05323).

5X TBE (Tris-borate-EDTA) 1 litre:

549 Tris base

27,59 Borik asit

20ml 0,5 M EDTA (pH 8)

54 gram Tris base ve 27,5 g borik asit karistirildiktan sonra en son EDTA

eklenerek hacim distile su ile 1 litreye tamamlanmistir (Sarikaya, 2008).

1X TBE: 5X’lik TBE’den 1X’lik TBE hazirlandi. 100 ml 5X TBE, 400 mi
ddH20 igerisine ilave edildi.
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2.1.4. Antibiyotik Diskleri

DDI14 0129 10 pg (Oxoid, X3494A), DD15 0129 150 pg (Oxoid, X3494B),
Enrofloksasin disk (ENR5) (Oxoid, X7894), Oksolinik asit disk (OA2) (X3367) ve
Oksitetrasiklin disk (OT30) (Oxoid, X3368) kullanildi.

2.1.5. Kullanilan Antibiyotikler

Kinolon direncini belirlemek amaciyla Enrofloksasin (Sigma, 17849) ve
oksolinik asit (Sigma, O0877); tetrasiklin direncini belirlemek amaciyla ise
oksitetrasiklin (Sigma, O5875) kullanildi.

2.1.6. PCR’da ve GoriintiilemedeKullanilan Maddeler

PCR’da Etanol (%95°lik) (Merck), Tris Borik asit EDTA (TBE) (SIGMA),
10xPCR Buffer (NEB), 25 mM MgCI2 (NEB), 10 mM dNTP karisim1 (NEB), Taq
DNA polimeraz (NEB), Primerler (Sentromer), Agarose (Prona, Biomax), Safe
View™ Classic (abm, G108), 6xLoading Dye (Fermentas, 1ml), GeneRuler 100 bg
Plus DNA Ladder ve 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas, 0,5 pg/ul, 50 pg) kullanildi.

2.1.7. DNA ve Plazmid izolasyonunda Kullanilan Maddeler

NucleoSpin® Tissue DNA Isolation Kit (250 preps) ve NucleoSpin® Plasmid,
(5x50preps) (Macherey Nagel) ve Fermentas GeneJET Genomik DNA Purifikasyon
(#K0722, 250 preps) kiti kullanilda.
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2.1.8. PCR’da ve Goriintillemede Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Bu c¢alismada, hassas terazi (Scaltec SBC31), santrifiij (Selectra), vorteks
(Elektro-mag M16 x), Thermo-Shaker TS-100C, steril kabin (laminar flow) (Astec
microflow PCR),  Biyogiivenlik kabini Metisafe Classll, NanoDrop 2000
Spectrophotometer (Thermo Scientific), DNA Thermal Cycler (Biorad), C1000™, Jel
elektroforez cihazi ve giic kaynagi (Biometra Standard Power Pack P25), UV
transilliminatorlii bilgisayarl goriintiileme sistemi (Kodak Gel-logic 200), Fotograf

Filmi (High Glossy Printing Paper, UP-110HG, Sony, USA) kullanildi.

2.1.9. Standart Suslar

izole edilen suslarin identifikasyonu, MIK degerlendirmeleri i¢in yapilan
konvansiyonel testlerde, antibiyotik direnglilik profillerinin belirlenmesi i¢in yapilan
molekiiler incelemelerde pozitif kontrol olarak TC Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanlig1 Izmir Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii V. anguillarum ATCC 43305 ve
Aeromonas salmonicida subs. salmonicida ATCC 33658 suslar1 ayrica E. coli ATCC
25922 standart susu ise Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve
Toksikoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Murat Cengiz’den temin edildi.
Vibrio alginoliticus ATCC 17749 (Kwikstik, 0819P) susu ise ticari firmadan satin

alindi.

2.2. Yontem

2.2.1. Bakteri izolasyonu

Bakteriyel etkenlerin (V. anguillarum, V. alginoliticus) ilk izolasyonunda
toplanan balik doku ve organlarindan (bobrek, karaciger ve dalak) %2 NaCl igeren
Trypticase Soy Agar (TSA) ve Thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose (TCBS) agara
ekimi yapildi. 22°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilan besi yerleri 12 saatlik
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periyodlarda kontrol edildi. Gelisen kolonilerden saf koloniler elde edildi. Her petri
kutusundan ortalama 3 koloni alinarak % 2 NaCl iceren Tryptic Soy Buyyona aktarildi
ve inkiibasyon sonunda gelisme olan tiiplerde identifikasyon testlerine gecildi (Alsina
ve ark., 1994; Toranzo ve ark., 2005; Austin ve Austin, 2012; Actis ve ark., 2006;
Buller, 2014;).

2.2.2. Fenotipik (Biyokimyasal) Yontemler

Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan rutin bakteriyolojik testler Milas-
AKYA Veteriner Klinigi ve Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve
Toksikoloji Laboratuvarinda gergeklestirildi. Ayn1 zamanda Etlik Veteriner Merkez
Arastirma Enstitiisii Bakteriyolojik Teshis Laboratuvari’dan da destek alinmustir.
Biitiin izolatlar saflastirma islemi ardindan Gram boyama, hiicre morfolojisi, oksidaz
ve katalaz reaksiyonu, hareket muayenesi, oksidasyon-fermantasyon testi (O/F),
TCBS agar’da tireme, % 0, 3 ve 10 NaCl’de tireme, 4 ° C, 35 ° C, 40 ° C’de iireme,
vibriostatik ajan O/129 (10 ve 150 mg) duyarliligi, arjinin hidrolizi, lizin ve ornitin
dekarboksilazi, sitrat asiliminasyonu, H»S {iretimi, iireaz liretimi, indol iiretimi, jelatin
hidrolizi testleri, glukoz, mannitol, inositol, sorbitol, rhamnoz, siikroz ve arabinoz’u

fermente etme 6zellikleri yoniinden degerlendirildi (Arda, 2000; Buller, 2014).

Vibrio (Listonella) anguillarum ve Vibrio alginoliticus olarak identifiye edilen
suslar daha sonra kullanilmak amaciyla - 20°C’de, %20 gliserinli TSB’de siispanse
edilerek sakland1 (Buller, 2014).
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Cizelge 2.2. Vibrio (Listonella) anguillarum, Vibrio alginoliticus biyokimyasal testleri (Buller, 2014).

AD
SUS / TEST Gm| Ox | cat | BH | mot| SW |ODC| LDC H Nit | Ind | Cit | urea | mr vp aes G onpg OF arab
. - + +S + - - - + | + + - - - + F +
V.anguillarum
- + + + - - - + - + - - - + F -
. . - + - + + - + w - + + - w - F -
V.alginolyticus
- + + - - + - - - + - F -
t
SUS / TEST glu | inos | lac | malt| man | mano | sal | sor | suc |tre | Xyl | H;S | MCA | TCBS | Dnase irgp NaCl% | 12910 | 129150 | Amp
. +g- | - - + + - + - + - - - G +w 25 1-3 S S R
V.anguillarum
+g-| - - + + - + - - - Y 10-37| 0,5-7 S S R
. . +g- | - - + + S - - + - - w Y + 25-43 | 1-10 PS S
V.alginolyticus
+ - + - + - Y

Gm=Gram, Ox=oksidaz, cat=katalaz, bH=beta hemoliziz, mot=motiliti, SW=swarming, ODC=ornitin dekarboksilaz, LDC=lizin dekarboksilaz, ADH=arjinin dihidrolaz, Nit=nitrat,
Ind=indol, Cit=sitrat, urea=iire, mr=metil kirmizisi, vp=Vogas—Proskaiier, aes=eskulin, G=jelatin, onpg= b-galaktosidaz testi, OF=oksidatif fermentatif, arab=arabinoze, glu=glukoz,
inos=inositol, lac=laktoz, malt=maltoz, man=mannitol, mano=mannoz, sal=salisin, sor=sorbitol, suc=siikroz, tre=treloz, xyl=ksiloz, H2S=hidrojen siilfid, MCA=MacConkey agar,
TCBS=thiosulfate—citrate—bile—sucrose agar, Dnase=deoxyribonuclease agar, temp=sicaklik, NaCl 0/3= % tireme, 0129 10= vibrio duyarlilik disk 10 mg, 0129 150= vibrio duyarlilik disk
150 mg, Amp=10 mg ampisiline duyarilik, += pozitif, -= negatif, w= zayif reaksiyon, s= yavas reaksiyon, G= yesil, Y= sar1 , S=Duyarli, PS= olas1 duyarli, R= direngli

37




2.2.3 Molekiiler Yontemler

2.2.3.1. Bakteriden Genomik DNA izolasyonu

Bakteriden DNA izolasyonu, PCR optimizasyonu ve elde edilen firiinlerin
goriintiilenmesi Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Genetik Anabilim Dali
Laboratuvarinda gerceklestirildi. Calismaya dahil edilen 173 sus’un genomik DNA
izolasyonu i¢in genomik DNA purifikasyon kiti (Fermentas GeneJET Genomik DNA
Purifikasyon) kullanildi. Tuzlu nutrient buyyonda 21°C’de 24 saatte liretilmis taze
suslardan izolasyon yapildi. Elde edilen DNA’lar etken identifikasyonu ve

kromozomal kinolon ilag direnci tespitinde kullanildi.

Protokol olarak Gram negatif bakteriler icin DNA Purifikasyonu protokolii

secildi. Bu prosediire gore;

* Pelet, 180 ul digestion soliisyonu ile siispanse edildi. Daha sonra 20 pl
Proteinaz K soliisyonu eklendi ve vortekslendi. Lizis igin 56°C’de 30 dk inkube edildi.

* 20 pl RNase A soliisyonu eklendi ve vorteks yapilarak 10 dk oda 1sisinda
inkubasyona birakild1.

* 200 pl lizis soliisyonu eklendi. Homojen bir karisim elde etmek i¢in 15 saniye
vorteks yapildi.

* 400 pl %50’lik etanol eklendi ve vorteks yapildi.

* Hazirlanan lizat, spin column tiipiine aktarildi.

* 6000 g’de 1 dk santriflij edildi. Koleksiyon tiipii atilarak yeni 2 ml’lik
koleksiyon tiipii takildi.

* 500 pl etanol eklemesi tamamlanan wash buffer I soliisyonundan eklendi 8000

g’de 1 dk santrifiij edildi. Koleksiyon tiipii atilarak yeni koleksiyon tiipii takildi.
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* 500 pl etanol eklemesi tamamlanan wash buffer II soliisyonundan eklendi
12000 g’de 3 dk santrifiij edildi. Koleksiyon tiipii atilarak, spin column 1,5 ml’lik
ependorfa takildi.

* 200 pl elution buffer eklendi ve 2 dk oda 1sisinda inkubasyonu takiben 8000
g’de 1 dk santrifiij edildi.

* Spin column atilarak 1,5 ml’lik ependorfa igerisinde saf DNA elde edildi.

Izole edilen DNA‘larin yogunlugu ve safligi Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Genetik Anabilim Dali Laboratuari‘nda bulunan NanoDrop 2000
spektrofotometre (Thermo Scientific) cihazi ile spektrofotometrik yontemle olgtildii.
Bu amagla DNA ‘larin yogunluk ve saflik analizinde 260 nm dalga boyunda elde edilen
degerle 280 nm dalga boyunda elde edilen degerin orani1 (A260/A280) ve 260 nm dalga
boyunda elde edilen degerler 230nm dalga boyunda elde edilen degerin oram
(A260/A230) kullanilmistir. 1,8’in altinda elde edilen A260/A280 degeri protein
kontaminasyonunu, 2’nin {izerinde elde edilen A260/A280 degeri RNA
kontaminasyonunu; 2’nin altinda elde edilen A260/A230 degeri ise guanidin
kalintisini, 2,2°nin tizerinde elde edilen A260/A230 degeri ise dl¢limde kullanilan
blank’in yanlis se¢imine isaret etmektedir. Buna goére A260/A280 orani 1,80 ile 2,00;
A260/A230 orani ise 2 ile 2,2 araliginda olan DNA ‘lar ¢alismaya dahil edildi.

DNA‘larin degrade olup olmadiginin kontrolii % 1°lik agaroz jel elektroforezi
ile yapildi. Bunun i¢in; 1 g agaroz tartilarak 100 ml 1X TBE (Tris-Borate-EDTA)
icinde homojen bir goriinlim alana kadar mikrodalga firinda eritildi. Agoroz jel
karisimina safeView ™ (10 ul) eklenip kopiirmemesine dikkat edilerek karistirildi.
Agaroz jel karisimi, taraklar iceren jel kasedine dokiilerek yarim saat donmasi
beklenildi ve siire sonunda taraklar ¢ikartilarak, 1X TBE igeren elektroforez tankina
alinmistir. DNA’larin goriintiilenmesi amaciyla, 5 pl genomic DNA alinip, 5 pl
loading dye yiikleme soliisyonu karistirildi ve kuyucuklara yiiklendi. Her siranin
sonuna 1kb’lik DNA merdiveni (Fermentas, Litvanya) oOrneklerin en disindaki
kuyucuklara 3 pul olacak sekilde yiiklendi. Elektroforez islemi 120 V*da 20-25 dakika
uygulandi. Goriintiileme sistemi (Kodak Gel Logic) yardimiyla DNA bantlarinin
varlig1 ve biitiinliigii kontrol edildi.
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PCR*da yiikseltgenilecek DNA ‘lar, yaklasik 50 ng/ul olacak sekilde, saf su ile
1/10 veya 1/20 oraninda sulandirildi ve daha sonra kullanilmak {izere -20°C‘de

muhafaza edildi.

2.2.3.2. Bakteriden Plazmid izolasyonu

Tetrasiklin ilag direng tespitinde gerekli olan plazmid izolasyonu i¢in Plazmid
DNA purifikasyon kiti (Plasmid DNA Purifikasyon, NucleoSpin® Plasmid)
kullanildi. Tuzlu Luria-Bertani (LB) buyyonda 21°C’de 24 saatte iiretilmis taze suslar

hazirlandi.

Protokol olarak Gram Negatif Bakteriler i¢in Plazmid Purifikasyonu protokolii

Sekil 2.1 “‘deki gibi secildi. Bu prosediire gore 173 sus i¢in;

* Pelet, pipetasyon yardimiyla 250 pl risiispansiyon soliisyonu (A1) ile slispanse
edildi.

* 250 pl lizis soliisyonu (A2) soliisyonu eklendi ve 6-8 defa alt iist edildi. 5 dk
oda 1s1sinda inkubasyona birakildi.

* 300 pl nétraklizasyon soliisyonu eklendi. 6-8 defa alt iist edildi.

* Oda sicakliginda 5 dakika 11,000x g’de santrifiij edildi.

* Hazirlanan lizat (750 pl) spin column tiipiine aktarildu.

* 11,000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Koleksiyon tiipii bosaltildi.

* 600 pl wash buffer (A4) soliisyonundan eklendi 11,000 g’de 1 dk santrifiij
edildi. Koleksiyon tiipii bosaltildi.

* 11,000 g’de 2 dk santrifiij edilerek silika membranin kurumasi saglandi.
Koleksiyon tiipii atilarak, spin column 1,5 ml’lik ependorfa takildi.

* 50 pl elution buffer eklendi ve 1 dk oda 1sisinda inkubasyonu takiben 11000
g’de 1 dk santrifiij edildi.

* Spin column atilarak 1,5 ml’lik ependorfa icerisinde plazmid DNA elde edildi.
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11,000 g’de 1 dk santrifiij edildi.
Elde edilen plazmid DNA’lar1 direng genleri (tetr) tespiti i¢in -20°C‘de

muhafaza edildi.

" 11,000 x g
hiicresi 30 sn
¢oktiriilmesi
<> <>
2 Lizis o — 250 pL Buffer A1
250 pl Buffer A2
t/ t/ Oda sicakhg. 5 dk
300 ulL Buffer A3
3} Lizattan S— C—
armma
v} v} 11,000 x g.
es es 5-10 dakika
' DNA Stpernatan
baglama 5 S aktar
11000x g
et o 1 dakika
’ Silika = -
membrann §
yikanmasi 600 uL Buffer A4
11.000 x g,
i Silika
membranmn - % 11,000 x g. 1 dakika
kurutulmas:
e =
?hl:; ?onu E % 50 uL Buffer AE
_ Oda sicakhg 1 dk.
Y v 11,000 x g
= €D 1 dakika

Sekil 2.1. Gram Negatif Bakteriler i¢in Plazmid Purifikasyonu protokolii (NucleoSpin®
Plasmid, MN)

2.2.3.3. Primerler

Literatiir aragtirmalarinda, V. anguillarum ve V. alginoliticus’un konvansiyonel PCR

ile belirlenmesinde kullanilan primerler ¢alismada kullanildi ayrica segilen primerlere ait
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sekanslar yaninda NCBI-BLAST [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/]  programi kullanilarak
primerlerin spesifikligine de bakildi. Primerler PRZ Biotech ve Sentromer DNA Teknolojileri
firmalar1 tarafindan sentezlendi. Primerler 18-20 bg (baz ¢ifti) uzunlukta, erime sicakliklari
(Tm, melting temperature) 47-58°C arasinda ve primer guanin-Sitosin yiizdeleri (%GC orani)
%33-65 arasinda yer almaktadir. Sentezleyici firma tarafindan belirtilen sulandirma oranlari

kullanilarak ana stok hazirlandi. Calismada kullanilmak iizere -20 °C de sakland.

Sentez edilen primerler etken identifikasyonu ve ila¢ direncinin belirlenmesi
asamalarinda kullanildi. Calismada kullanilan primerler Cizelge 2.3., Cizelge 2.4.,Cizelge 2.5
de belirtilmistir.
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Cizelge 2.3. Calismada identifikasyon i¢in kullanilan primer dizileri.

Bakteri susu Primer Adi | Forward Reverse Amplikon | Ref
Vibrio anguillarum amiB ACATCATCCATTTGTTAC | CCTTATCACTATCCAAATTG | 429b¢ Hong ve ark., 2007
identifikasyon
Vibrio alginolyticus col TGGTGAACAGCCAGTAAA | CAAACCCATCATAAGTAGTC | 424bg Cai ve ark., 2009
identifikasyon
Kontrol primeri 16SrRNA | ATTACCGCGGCTGCTGG AGAGTTTGATCMTGGCTCAG | 530bg Gonzalez, 2004
Cizelge 2.4. Kinolon ilag direnci tespitinde kullanilan primer dizileri.
Kinolon direng Forward Reverse Amplikon | Ref
GyrA CGTGATGGCCTAAAACCAGT | CCATCGACCARCATGTAACG | 203bg Rodkhum ve ark., 2008
ParC V. ATGTCAACTGAAATAACCTT | AACCTTCCAAGATGTGCAAA | 1150bg Rodkhum ve ark., 2008’nin ¢alismada
anguillarum kullanilan primerlere gére
tasarlanmistir.
ParC TATGCGATGTCAGAGCTTGG | AGCGGTAAGAGAATGGCTGA | 151bg Rodkhum ve ark., 2008
V.alginolyticus
Cizelge 2.5. Tetrasiklin ilag direnci tespitinde kullanilan primer dizileri
Tetrasiklin direng | Forward Reverse Amplikon | Ref
TetA GCG CGATCTGGTTCACTC G | AGTCGACAGYRGCGCCGG C 186b¢ Aminov ve ark., 2002
TetB TACGTGAATTTATTGCTTCGG | ATACAGCATCCAAAGCGCAC | 206bg Aminov ve ark., 2002
TetD GGAATATCTCCCGGAAGC GG | CACATTGGACAGTGCCAGCAG | 187bg Aminov ve ark., 2002
TetM GTTAAATAGTGTTCTTGGAG | CTAAGATATGGCTCTAACAA 656bg Kim ve ark., 2004
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2.2.3.4. PCR Optimizasyonu

Amplifikasyon igsleminde elde edilecek goriintiiniin spesifik bantlar1 verebilmesi
i¢in optimizasyon yapildi. Optimizasyon g¢aligsmasi i¢in PCR karigimi her bir 6rnek icin
25 ul’lik final hacim olacak sekilde, primer, MgClz, dNTP, hedef DNA miktarlar1 ve
baglanma sicaklig1 ve buna gore degisen ddH20 miktarlari deneme yapildi. Sonug olarak

en spesifik bant veren goriintii secilerek amplifikasyon yontemi belirlendi.

2.2.3.5. PCR Amplifikasyonu

DNA amplifikasyonunda V. alginolyticus i¢in 0,3-0,5 uM konsantrasyonda
forward ve revers primer (Sentromer DNA ve PRZ Biotech, 10 pmol/ ul), 2.5 ul
reaksiyon buffer (BioLabs, M0320S), 0,7 ul 10 uM dNTP miks (BioLabs, M0320S),
2,5 mM MgCl> ve 0,2 U Tag DNA polimeraz (BioLabs, M0320S) igeren; V.
anguillarum i¢in 0.3-1 uM konsantrasyonda forward ve revers primer (PRZ Biotech,
10 pmol/ pl), 2.5 pl reaksiyon buffer (BioLabs, M0320S), 0,5 pul 10 uM dNTP miks
(BioLabs, M0320S), 1,5 mM MgCl, ve 0,3 U Taq DNA polimeraz (BioLabs, M0320S)
iceren 25 pl toplam hacimdeki PCR karisimi kullanildi (Cizelge 2.6, Cizelge 2.8,
Cizelge 2.10, Cizelge 2.12, Cizelge 2.14, Cizelge 2.16, Cizelge 2.18). AmiB, col ve
16s rRNA genlerinin amplifikasyonunda Bio-Rad C1000 Thermal Cycler cihazina
Cizelge 2.7, Cizelge 2.9, Cizelge 2.11, Cizelge 2.13, , Cizelge 2.15, Cizelge 2.17,
Cizelge 2.19) belirtilen program girilerek hedef gen bolgeleri amplifiye edildi. Elde
edilen PCR iriinlerinden 5 pl almip, 5 pul 2X loading dye (Fermentas, 1ml) ile
karistirilarak safeView™(10 ul) eklenen %2’lik agaroz jele yiiklendi ve 120 V, 500
mA’da 25 dk yiiriitilerek DNA merdiveni (Fermentas, Litvanya) orneklerin en

disindaki kuyucuklara 3 pl olacak sekilde yiiklendi (Sekil 2.2).
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Yy v v %

Sekil 2.2. PCR amplifikasyon semasi

Cizelge 2.6. PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasal yogunluklari- V. anguillarum

(toplam 25 ul)

Adi Miktan
10xPCR tamponu 2,5 ul
MgCl2 (50 mM) 1,5 pl
dNTP(10 mM) 0,5 ul
amiB F1 (10 pmol/ul) 1 ul
amiB R1 (10 pmol/ul) 1 ul
contF 0,3 ul
contR 0,3 pul
Taqg Polimeraz 0,3 ul
Distile su 16,6 ul
Kalip DNA 1,0 pl

Cizelge 2.7. PCR reaksiyonu yiikseltgenme kosullari.

Derece Siire

94 °C 3 Dakika | On denaturasyon
94 °C 60 Saniye

51°C 30 Saniye | 35 Dongii

72°C 30 Saniye

72°C 10 Dakika | Son uzatma
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Cizelge 2.8. PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasal yogunluklar -V. alginolyticus

(toplam 25 ul)

Adi Miktarn
10xPCR tamponu 2,5 ul
MgCl. (50 mM) 2,5ul
dNTP(10 mM) 0,7 ul
colF1 (10 pmol/pl) 0,5 ul
colR1 (10 pmol/ul) 0,5 ul
contF 0,3 ul
contR 0,3 ul
Taqg Polimeraz 0,2 ul
Distile su 15,5 ul
Kalip DNA 2,0 ul

Cizelge 2.9. PCR reaksiyonu yiikseltgenme kosullar1

Derece | Siire

94 °C | 4 Dakika

On denaturasyon

94 °C | 45 Saniye

55°C | 30 Saniye | 35 Dongii
72°C | 30 Saniye
70°C | 5 Dakika Son uzatma

Cizelge 2.10. PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasal yogunluklart —Kinolon (V.

anguillarum -V. alginolyticus gyrA) direnci (toplam 25 pl)

Ad1 Miktar
10xPCR tamponu 2,5 ul
MgClz (50 mM) 2,5 ul
dNTP(10 mM) 0,5 ul

F (10 pmol/ul) 0,5 ul

R (10 pmol/ul) 0,5 ul
Taq Polimeraz 0,2 ul
Distile su 16,3 ul
Kalip DNA 2,0 ul
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Cizelge 2.11. PCR reaksiyonu yiikseltgenme kosullari.

Derece | Siire

94 °C | 4 Dakika

On denaturasyon

94°C | 45 Saniye

55°C | 30 Saniye | 34 Dongii
72°C | 30 Saniye
70°C | 5 Dakika Son uzatma

Cizelge 2.12. PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasal yogunluklar1 —Kinolon ilag (V.
anguillarum/parC) direnci (toplam 25 ul)

Adi Miktan
10xPCR tamponu 2,5 ul
MgCl2 (50 mM) 2,0 ul
dNTP(10 mM) 0,5 ul

F (10 pmol/pl) 0,5 ul

R (10 pmol/pul) 0,5 ul
Taqg Polimeraz 0,3 ul
Distile su 16,7 ul
Kalip DNA 2,0 ul

Cizelge 2.13. PCR reaksiyonu yiikseltgenme kosullar.

Derece | Siire

94 °C | 4 Dakika

On denaturasyon

94°C | 45 Saniye

55°C | 30 Saniye | 34 Dongii
72°C | 30 Saniye
70°C | 5 Dakika Son uzatma

Cizelge 2.14. PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasal yogunluklari —Kinolon (V.

alginolyticus /parC) Direnci (toplam 25 ul)

Adi Miktari
10xPCR tamponu 2,5 ul
MgCl2 (50 mM) 2,5 ul
dNTP(10 mM) 0,5 ul

F (10 pmol/ul) 0,5 ul

R (10 pmol/ul) 0,5 ul
Taqg Polimeraz 0,2 ul
Distile su 16,3 pl
Kalip DNA 2,0 ul

47



Cizelge 2.15. PCR reaksiyonu ylikseltgenme kosullari

Derece | Siire
94°C |4 Dakika | On denaturasyon
94°C | 45 Saniye
55°C | 30 Saniye | 34 Dongii
72°C | 30 Saniye
70°C | 5 Dakika Son uzatma

Cizelge 2.16. PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasal yogunluklar1 — Tetrasiklin ilag
(V. anguillarum- V. alginolyticus suslar1 / tetA-tetB-tetD genleri) Direnci (toplam 15
ul)

Adi Miktan
10xPCR tamponu 1,5 ul
MgCl2 (50 mM) 0.6 ul
dNTP(10 mM) 0,3 ul

F (10 pmol/ul) 0,3 ul

R (10 pmol/ul) 0,3 ul
Taq Polimeraz 0,1 ul
Distile su 10,9 ul
Kalip DNA 1,0 pl

Cizelge 2.17. PCR reaksiyonu yiikseltgenme kosullar.

Derece | Siire
94°C | 4 Dakika | On denaturasyon
94 °C 45 Saniye
60,7 °C | 30 Saniye | 38 Dongii
72°C 30 Saniye
70°C 5 Dakika | Son uzatma

Cizelge 2.18. PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasal yogunluklari — Tetrasiklin ilag (V.
anguillarum- V. alginolyticus/ tetM geni) direnci (toplam 15 pl)

Adi Miktari
10xPCR tamponu 1,5 ul
MgCl2 (50 mM) 1.5 ul
dNTP(10 mM) 0,3 ul
F (10 pmol/pl) 0,3 ul
R (10 pmol/ul) 0,3 ul
Taqg Polimeraz 0,1 pl
Distile su 10, pl
Kalip DNA 1,0 pul
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Cizelge 2.19. PCR reaksiyonu yiikseltgenme kosullari.

Derece | Siire
94°C |4 Dakika | On denaturasyon
94°C | 45 Saniye
55°C | 30 Saniye | 38 Dongii
72°C | 30 Saniye
70°C | 5 Dakika Son uzatma

2.2.3.6. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi

Amplifikasyon sonucunda elde edilen iirlinlerinin goriintiilenmesi i¢in % 2
yogunlukta olacak sekilde 2 g agaroz (Prona, Ispanya) iizerine 100ml 1X TBE (Tris-
Borate-EDTA) elektroforez tampon soliisyonu ilave edildi ve karisim mikrodalga
firinda 1sitilarak ¢oziindli. 50-55 °C’ye sogumasi beklenen agarozun {izerine

safeView™ (10 ul) eklenip kdpiirmemesine dikkat edilerek karistirildi.

Agaroz jel karisim, taraklar iceren jel kasedine dokiilerek yarim saat donmasi
beklenildi ve siire sonunda taraklar ¢ikartilarak, 1X TBE igeren elektroforez tankina

alindi.

PCR iriinleri, 6xLoading dye (Fermentas, Litvanya) ile bir kisim boya ve bir
kissm PCR iriinii olacak sekilde karistirilarak jeldeki kuyucuklara; {iriin
buytikliiklerinin belirlenebilmesi i¢in 100 bg¢’lik DNA merdiveni (Fermentas,
Litvanya), orneklerin en disindaki kuyucuklara 3 pl olacak sekilde yiiklendi.

Jele 120 volt/cm akimi uygulanarak 20-30 dk siire ile iiriinler yiiriitiildii. Siire
sonunda agaroz jel Kodak Gel-logic 200 (Kodak Gel Logic 100, ABD) jel goriintiileme

sisteminde goriintiilendi.

49



2.2.4. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

2.2.4.1. Disk Difiizyon Testi

Antibiyotik duyarlilik testinde izolasyonu yapilan V. anguillarum ve V.
alginoliticus suslar1 CLSI’nin (Clinical and Laboratory Standarts Institute) 6nerdigi
disk difuzyon teknigine gore yapildi (CLSI, 2014). Buna gore, suslar bir gece boyunca
22 °C’lik etiivde % 1,5 deniz tuzu igeren Nutrient Buyyon’da tretildi ve McFarland
0,5’e gore spektrofometrik yontem kullanilarak (Wiegand ve ark., 2008) seyreltilen
suslardan Mueller Hinton Agara 0,1 ml yayma tarzinda ekimleri yapildi. 5-10 dk oda
1s1sinda bekletilerek CLSI’nin 6nerisi dogrultusunda O/129 (10 pg, Oxoid), O/129
(150 pg, Oxoid), Enrofloksasin (5 pg, Oxoid), Oksolinik asit (2 ug, Oxoid),
Oksitetrasiklin (30 pg, Oxoid) antibiyotik diskleri yerlestirildi. Ekim islemleri
tamamlanan petriler 24 saat boyunca 22 °C’lik etiive inkubasyon igin birakildi ve
antibiyotik direnglilikleri CLSI standartlarina gore degerlendirildi. Standart sus olarak
E. coli ATCC 25922 kullanild1. Test sonucunda ti¢ veya daha fazla antibiyotik grubuna
direngli bulunan suslar ¢oklu antibiyotik direngli olarak belirlendi (CLSI 2006a,
2006b, 2014).
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Sekil 2.3. Disk Difiizyon Yontemi

2.2.4.2. Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MiK)

2.2.4.2.1. Antimikrobiyal Tla¢ Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Test icin mikroplaklarin hazirlanmasinda stok soliisyondan antimikrobiyal
maddelerin sulandirmalar1 Cizelge 2.20.°deki ¢izelgeye ve ana stok ilag miktari
asagida belirtilen formiile gére hazirlandi. Stok soliisyonlar ise seri diliisyonlar (Sekil

2.4) ise yar1 sulandirma olacak sekilde 96°lik kuyucuklarda hazirlandi.

Agirlik (mg) X Potens (pg/mg)
flag Hacim (ml) =

Konsantrasyon (pg/ml)
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Cizelge 2.20. Antibakteriyel Ilaglarin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi Igin Gerekli
Coziict ve Sulandiricilar (CLSI, 2014).

Antimikrobiyel Ilag (toz) Coziicii Diliisyon

Oksitetrasiklin (HPLC/Sigma) %100 Metanol Steril distile su

Oksolinik asit (HPLC/Sigma) % 1 mol/L NaOH ,distile su | Steril distile su

Enrofloksasin (HPLC/Sigma) % 1 mol/L NaOH ,distile su | Steril distile su

2.2.4.2.2. Antimikrobiyal Ila¢larin Diliisyonu ve Saklanmasi

Mikrodiliisyon plaklarini hazirlamak icin antimikrobiyal ilacin buyyonlarinin
(en az 10 mL siv1 besiyerinde) ¢ift kat ara sulandirmalari yapildi. Tiim sulandiricilar
icin ve stok antibiyotik ¢ozeltisini ilk tiipe koymak i¢in tek bir pipet kullanildi. Sonraki
tim sulandirma basamaklarinda yeni bir pipet kullanilir. Antimikrobiyal ilag¢
diliisyonlar1 standart 96’lik mikrodiliisyon plaklarina bir her bir kuyucuga 0,05 mL
olacak sekilde dagitildi.

Her plakta bir iireme kontrol kuyucugu ile bir sterilite (inokiile edilmemis)

kuyucuk olcak sekilde mikroplakalar hazirlandi.

- S ) D QD
E = 58 8 E
64 6 8 4

256 32 2
pumol. |2

5 SE8 B E 5 E
050 025 0,125 00625 031 0015 0,007
pmol.l?

s |G

=3

3

Sekil 2.4. Antimikrobiyal Ilaglarin Diliisyon
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2.2.4.2.3. Inokiilumun Hazirlanmasi ve Inokiilasyon

MIK belirlemek icin izolasyonu yapilan V. anguillarum ve V. alginoliticus
suslart CLSI’nin 6nerdigi mikrodiliisyon yontemine gore yapildi (CLSI, 2014). Buna
gore, suslar bir gece boyunca 22 °C’lik etiivde % 1,5 deniz tuzu igeren Katyon ayarh
Miieller Hinton II Buyyonda 600 nm’de 0,063 (SpectraMax MiniMax300 Imaging
Cytometer) absorbans degerine ulasmalar1 saglanmistir (Lalitha, 2004; Wiegand ve
ark., 2008). Temiz bir petriye hazirlanan bu soliisyondan 96-kuyucuklu U-tabanli
mikroplaklara 5 x 10° CFU inokulum olacak sekilde 8li otomatik pipet yardimiyla 50
pl ve tizerine Sekil 2.4.’de daha 6nce hazirlanan antibiyotik diliisyonlarindan 50 pl
ekim yapildi Inokiilum konsantrasyonunun test edilmesinde E.coli ATCC 25922
standart susu kullanildi. (Andrews, 2001; CLSI, 2014; UMS, 2016).

2.2.4.2.4. MiK Degerlendirilmesi

Suslar i¢in 21 °C’de 16-18 saat inkiibasyon sonunda okundu. Berrak olarak
kalmis, tiremenin olmadigi en diisiik konsantrasyonun oldugu kuyucuk isaretlendi ve
en diisiik antimikrobiyal ilag konsantrasyonu olarak degerlendirildi (Andrews, 2001;
CLSI, 2006a; 2006b; 2014).

2.2.5. DNA Dizi Analizi

Kromozomal kinolon direncinin tespiti i¢in; amplifikasyonu yapilan bolgenin
PCR iiriinleri 50 ng/ul yogunlugunda ve minimum 25 ul olacak sekilde hazirlanip dizi
analizini yapacak olan RefGen Gen Arastirmalart ve Biyoteknoloji Firmasina
laboratuvarina gonderildi. Laboratuvara analizde kullanilmak {izere ise 5 pmol/ul
yogunlugunda ve analizde kullanilacak primerler her bir 6rnek i¢in 5 pl olacak sekilde
ana stoklardan hazirlanarak teslim edildi. Her PCR f{iriinii i¢in tek yonlii okuma ve

saflasgtirma iglemi yaptirilmistir. Ham dizi verileri Bioedit Sequence Alignment Editor
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programi ile tek bir dizi haline getirildi (Sekil 2.5). Gen Bankasi niikleotid blast iglemi
ile her sus i¢cin mutasyon varligina bakildi (BLAST, 2016).

DN A Ekstraksiyonu ]

GEN BANKASI {LE
KARSILASTIRMA SEKANS
e | ELEKTROFOREZ
1ELAST
< <

Sekil 2.5. Dizi analizi
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3. BULGULAR

3.1. Klinik ve Otopsi Bulgular

Ege bolgesinde bulunan farkli deniz baligi isletmesinden Orneklenen hasta

levrek ve ¢ipura baliklarina ve serbest dolasan levrek ve cipura baliklarina ait bulgular

Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7°de verildi.

Hasta baliklar i¢ ve dis baki olarak incelendi. Dis bakida istahsizlik, durgunluk
stirliden ayr1 dolasma go6zlemlendi. Solungaglarin anemik oldugu, agizda, 6zellikle
deride ventralde dermal hemoraji, operkulum ve aniis etrafinda kizarikliklar saptandi.
Bazi hasta baliklarda kornea opaklasmasi bazilarinda ise korneal iilserler goriildii. ¢
bakida ise karacigerde hemoraji, asites, bagirsakta sislik ve agik renkli bir s1v1 birikimi

goriildii. Baz1 baliklarda dalak, bobrek ve karacigerde hipertrofi oldugu gézlemlendi.

Sekil 3.1. Levrek baliginda operkulum ve aniis etrafinda goriilen kizarikliklar
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Sekil 3.3. Lev‘?ek baliginda ventralinde

)

e goriilen ilser

I¢ bakida karmn boslugunda asir1 yaglanma ve karacigerin solgun ve genelde

petesiyal kanamalarin oldugu 6rneklenen baliklarin gogunda tespit edildi.

Sekil 3.4. Levrek baliginda Karacigerde petesiyal hemorajik kanamalar
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Sekil 3.6. Cipura (numune 2-9) baliginda karacigerde hiperemi, bagirsak i¢i beyaz —
opak, seritler halinde mukoid madde ve bagirsagin sar1 seffaf bir siv1 ile dolu oldugu
tespit edilmistir.

o

Wy &Y :
Sekil 3.7. Levrek baligi (numune 30) yiizgeg etrafinda petesiyel kanama
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3.2. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular

Calismada 322 adet balik Ornegi incelenerek Vibrio spp. izolasyon ve
identifikasyon yontemleri uygulandi. Izolasyon sirasinda kullanilan TSA ve TCBS
besiyeri Sekil 3.1°de gosterildi. Izolasyon sonunda krem renginde, parlak, kenarlari
diizgiin veya yayilimci koloniler olusturan suslar Vibrio siipheli olarak biyokimyasal
testler yapildi. Test sonuglarina gore Gram negatif, hareketli, katalaz, oksidaz, jelatin,
B-galaktosidaz ve arjinin dihidrolaz (ADH) testleri pozitif, H2S, lizin dekarboksilaz
(LDC), ornitin dekarboksilaz (ODC), iireaz, metil red testleri ise negatif, O/129'a
duyarli, arabinoz, maltoz, mannit ve sakkarozdan asit meydana getiren, % 0 tuzlu
ortamda ireyemezken % 3-8 tuz igeren ortamda iireyen koloniler Vibrio olarak

isimlendirildi (Alsina ve Blanch, 1994).

% 10 tuz ilave edilmis ortamda iireyemeyen, oksidaz, H2S, indol, ODC, LDC
testlerinin pozitif, ADH, p-galaktosidaz, Eskulin hidrolizi testinin negatif oldugu
suslar V. alginolyticus; 35 °C’de tireyen agarda yuvarlak diizgiin, krem renkli koloniler
olusturan, katalaz, sitokrom oksidaz, indol, nitrat, jelatin, amilaz, glukoz, mannitol,
sakkaroz, mannoz, sorbitol, fruktoz testleri pozitif veren; iire, ornitin ve lizin
dekarboksilaz, glukozdan gaz olusumu ve laktoz testleri negatif sonug verenler Vibrio

anguillarum olarak isimlendirildi (Cizelge 3.2.).

Etkenin O/129'a duyarlilig1 firma tarafindan verilen teknik datada yer alan
bilgilere gore her iki konsantrasyonda (10 pg-150 pg) inhibisyon alani olusmasi
duyarli, her iki konstrasyonda inhibisyon alani olugsmamasi direngli, 10 pg
konsantrasyonda alanin olugsmasi ve 150 ug konsantrasyonda alanin olusmasina kismi
duyarli degerlendirildi. Katalaz, oksidaz, H.S, indol, ODC, LDC, ornitin, lizin
dekarboksilaz, MR ve VP testlerinin pozitif, arjinin dihidrolaz, eskulin ve ONPG (8-
galaktosidaz) testlerinin negatif sonug verdigi, nitrat, jelatin, tireaz kullandigi, glukoz,
mannitol, sakkaroz, mannoz, sorbitol, fruktoz gaz olusumu pozitif, arabinoz laktoz ve
inositolden gaz olusumu negatif olan ve TCBS agarda yesil kononi veren O/129’a
duyarli olan suslar V.alginolyticus olarak isimlendirildi (Noga; 2010; Austin ve
Austin, 2012; Buller, 2014).
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Cizelge 3.1. Izolatlarin biyokimyasal identifikasyon sonuglari

Bakteri Susu

V. anguillarum V. alginolyticus

Balik tiirii/6rnekleme yeri Av (n) Kafes (n) Av (n) Kafes (n)

Levrek 7 10 10 32

Cipura 5 4 13 17

Cizelge 3.2. Biyokimyasal testler

Testler V. anguilarum V.alginolyticus

Hareket + T

Yaygin koloni

Ferm. Metabolizma

Katalaz

Oksidaz

T+ |+ |+ |+

O/F

ADH

B-galaktosidaz

+ 4|+ [T+ ] ]
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%0 NaCl'de iireme - R

%7 NaCl'de iireme - R

TCBS + (sar1) + (yesil)

Sitrat kullanimi + ¥

Mannitol kullanimi + +

Sekerden gaz iiretimi - -

Arabinoz + -
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3.2.1. Molekiiler identifikasyon Bulgular

Konvansiyonel (biyokimyasal) yontemlerle identifiye edilen tiim izolatlarin
DNA izolasyonu yapildi, sonrasinda DNA biitiinliigii kontrolii i¢in % 1°lik agaroz
jelde yiiriitilda (Sekil 3.8).

V. anguillarum V. alginolyticus

Sekil 3.8. V. anguillarum ATCC 43305 ve V. alginolyticus ATCC 17749 ait DNA
agaroz jel goriintiileri.

Biitiinliigii ve safligt kontrol edilen DNA’lar kullanilarak 6rnekler
konvansiyonel PCR ile V. anguillarum ve V. alginoliticus olarak Cizelge 3.3’de
belirtildigi sekilde tespit edilmistir. Orneklere ait PCR sonug ve agoroz jel goriintiileri
Sekil 3.9 ve Sekil 3.10 verildi.

Cizelge 3.3. Izolatlarin PCR ile belirlenen identifikasyon sonuglar

Bakteri Susu
Vibrio anguillarum Vibrio alginolyticus
Balik tiirii/6rnekleme yeri Av (n) Kafes (n) Av (n) Kafes (n)
Levrek 2 9 8 27
Cipura 3 3 11 15
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Sekil 3.9. V. anguillarum ATCC 43305 PCR sonuglar1 agaroz jel goriintiileri. Vangu+:
Pozitif kontrol, - Negatif kontrol, 7, 22,32, 44, 60, 69, 81, 91 ve 109 nolu 6rnekler

Sekil 3.10. V. alginolyticus PCR sonuglar1 agaroz jel gorintiileri. V. alginolyticus
ATCC 17749 + Pozitif kontrol; - Negatif kontrol; 3,9, 14, 17, 18, 55, 83 ve 97 nolu
ornekler

3.3. Antibakteriyel Maddelere Duyarhlik Testi Bulgulari

3.3.1. Disk Difiizyon Testi Bulgular

22 saat boyunca 22 °C’lik etiive inkubasyon birakilan 6rnekler ve standart sus
olarak kullanilan E. coli ATCC 25922’nin antibiyotik direnglilikleri CLSI
standartlarina gore degerlendirildi (CLSI 2006). Direncli (R) olduklar1 belirlenen
suslarin yogun tiredigi; hassas (S) ve orta direngli (I) suslar disk ¢evresinde belirli bir
zon olusturdugu gorildi. V. anguillarum ve V. alginolyticus susularinin antibiyotik

duyarhilik test sonuglar1 Cizelge 3.4’te verildi. 35mm< olan izolatlar duyarli olarak
kabul edildi.
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Sekil 3.11. Disk difiizyonda testinde farkli zon ¢aplari (Avlanan gipura balik 6rnegi)

Cizelge 3.4. V. anguillarum ve V. alginolyticus susularinin antibiyotik duyarlilik test
sonuglar1

Sus ad1 V. anguillarum (n:17) V. alginolyticus (n:61)

Ilag Duyarlilik | Orta Derecede | Direnglilik | Duyarlilik Orta Direnclilik
(S) Duyarliik (I) | (R) (S) Oranlar1 | Derecede (R)
Oranlari Oranlari (%) Oranlar1 (%) Duyarlilik Oranlari
(%) (%) (D) Oranlart | (%)

(%)

OTC 6 30 64 14 30 55

0OX0 18 35 52 22 30 48

ENR 18 42 42 14 33 48

3.3.2. Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Bulgular:

22 °C’de 16-18 saat inkiibasyon sonunda Ornekler okundu. Berrak olarak
kalmig, iiremenin olmadigi en diisiik konsantrasyonun oldugu kuyucuk isaretlendi ve
en diisiik antimikrobiyal ila¢ konsantrasyonu olarak degerlendirildi (Andrews, 2001;
CLSI, 2014). Tim antibiyotik diliisyonlarinda gelisme gosteren suslar direngli olarak
tespit edildi. Antibiyotik igermeyen ve bakteri inokiile edilmemis kuyucuklarda

kontrol edilerek gerek yontemin dogrulugu gerekse kontaminasyon olmadigi teyit
edildi.
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Cizelge 3.5. Vibrio spp. ait ila¢ konsantrasyonlar1, minimum ve maksimum MIK deger
araliklar

Ilag/sus | Ilag kons. V. anguillarum (n:17) | V. alginolyticus (n:61)
oTC 0,25-128 pg/mL 0,5-64 pg/mL 0,25- >128pug/mL
OXO | 0,004-128 pg/mL 0,8-16 pg/mL 0,4—16 pg/mL

ENR | 0,002-128 pg/mL 0,06-2 pg/mL 0,06-1 pg/mL

Cizelge 3.6. Identifiye edilen 78 adet V. anguillarum ve V. alginolyticus susu ortalama
MIK 50 degeri

Sus ad1 V. anguillarum MIK 50 V. alginolyticus MiK 50
ortalama ortalama

oTC 4 pg/mL 4 pg/mL

0OXO 2 pg/mL 1 pg/mL

ENR 0.5 pg/mL 0.3 pg/mL

3.3.3. Molekiiler Diren¢ Bulgulari

3.3.3.1. Kromozomal Kinolon Grubu Direnci

Izolasyonu ve identifikasyonu yapilan V. anguillarum ve V. alginoliticus
suslarinin DNA’s1; kromozomal aktarimli kinolon direncliligi yoniinden PCR ile
incelendi. Direnglilige neden olan DNA giraz (gyrA) ve topoizomeraz IV (parC)

genlerinin varlig1 Cizelge 3.6 gosterildi.
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78 110 atcc 100bp
VAngu

Vangu GYRA

Sekil 3.12. V. anguillarum suslarinnda gyrA genine ait PCR sonuglart agaroz jel
gorlntiileri. PCR sonuglar1 agaroz jel goriintiileri. Vangu+: V. anguillarum ATCC
43305 Pozitif kontrol, 4, 58, 78, 110 nolu 6rnekler

18 V.anguillarum -

V. anguillarum parC

Sekil 3.13. V. anguillarum suslarinnda parC genine ait PCR sonuglar1 agaroz jel
gortintiileri. PCR sonuglar1 agaroz jel goriintiileri. Vangu+: V. anguillarum ATCC
43305 Pozitif kontrol, - Negatif kontrol, 7, 16, 18 nolu drnekler
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V.alginolyticus parC V.alginolyticus gyrA

Sekil 3.14. V. alginolyticus suslarinnda gyrA ve parC genlerine ait PCR sonuglari
agaroz jel gorintileri. V. alginolyticus ATCC 17749- Pozitif kontrol; V- Negatif
kontrol; 3,9, 14 ve 19 nolu 6rneklere ait gyrA ve parC

Yiikseltgenen bolgelerde gen mutasyonu firma tarafindan yapilan dizi
analizlerinin ham verileri Bioedit Sequence Alignment Editor programi ile tek bir dizi
haline getirildi. Gen Bankasi niikleotid blast islemi ile her sus i¢in mutasyon varligina
bakild1 (Sekil 3.15). Buna gore gyrA mutasyonu ¢evreden avlanan ¢ipura (53) ve
kafesten alinan levrekten (78 nolu) izole edilen V. anguillarum suslarinda; ¢evreden
avlanan ¢ipura (5 nolu) ve levrekten (67 nolu) ayrica kafesten alinan levrekten (9, 15
nolu) izole edilen V. alginolyticus suslarinda tespit edilmistir (Cizelge 3.7). Ayrica
cevreden avlanan ¢ipuradan izole edilen V. anguillarum *un 82. kodonunda (Asp-Gly)’
da mutasyon tespit edildi. Tiim 6rneklerin 87. kodonunda ise herhangi bir mutasyon

tespit edilmedi.

Izole edilen V. alginolyticus suslar1 arasinda sadece 1 tanesinde (kafes levrek)
parC mutasyonu tespit edilmis olup, V. anguillarum suslarinda ise herhangi bir

mutasyon tespit edilmemistir.

Cizelge 3.7. Dizi analiz ile tespit edilen amino asit degisimleri ve tespit edilen 6rnek
sayilari

Mutasyon
GyrA ParC
Kodon Aminoasit Niikleotit Kodon Aminoasit Niikleotit
sayisi degisimi sayisi degisimi
83 Ser-ile (6 sus) AGT-ATT 85 Ser-ile (1 sus) | TCA-ATC
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BGCCTGTATACGATACGATTGTTCGT?
GTTGTGTAECGAECAECEATTGTTCATC
AT CAGAATTCTTTATC
- ACGATECGATTGTTCGTZ
BECGTGCTGTGTACGAECACAATCGEGTACGEGTZ
GGTGCTGTGTACGACACAEATCGTAECGTZ
ETAGCTGTGTACGEAECACAEATTCTTTATC
BT TeCTGTATACGATACAATTGTTCTTZ
BEAGGCTGTGTACGACECAGTTCTTTATC
EGTGCTGTGTACGAECACAEATCGEGTACGTZ
BEGTGCTGTGTACGAECECEATCGTECGTZ
BTG CTGTGTACGECAECEATCGETACGEGTZ
BEGTGCTGTGTACGACEAECEAEATCGEGTAECGTZ
BEGTGCTGSTGTACGECACEATCGEGTACGTZ
BEGTGCTGTGTACGACECEATCGTECGTZ
EGTGCTGTGTACGECAECAERATCGTACGTZ
BEGTGCTGTGTACGACEAECAEATCGTAECGTZ
TCTGEAEAGTGCTCCAECAGAGGCAECTTTTT
ARG TGCTGTTITATGASAECGATTGTTCGTT
EGTGCTGTATACGATACGATTGTTCGT:Z
BT TSCTGTGTACGACAECARCTGETACGEGTZ
EGTGCTGTGTACAERCAECEATCGTACGTZ
BSTGCTGTGTACAACECAEATCGTAEACGT2
BEGTGCTGTGTACGACEAECAATCGEGTAECGEGTZ

gi|1035834as5gE
B—GYRAF

TCGGCGTGTTATGAAGCGATGGTATTGAT
TCGGCGTGTTATARACCAAGGGTATTGAG
WSEGCGTGTTATGAAGCGATGGTATTGAT
S GGTATCCACACCTTAACCCCCTAGCC
BRlslCC TTACCTTAAAGGGATGCCATTGAG
S GCGTGTTACGAAGCGATGGTATTGAT
TCGTGCGATTATACGCGATGGTATTGAT
1326-PARCF TCGTCGTGTCCCGAACCCACCGTCCTCCC

Sekil 3.15. 83. kodon gyrA ve 85. kodon parC mutasyonuna ait dizi analiz goriintiisii

3.3.3.2. Tetrasiklin Grubu Ila¢ Direnci

V. anguillarum ve V. alginoliticus suslarinda tetrasiklin direncine yol acan
ribozomal korunmadan sorumlu gen tetM tespitinde bakteri DNA’s1, effluks
sisteminde meydana gelen direncten sorumlu olan tetA, tetB ve tetD icin bakterinin
plazmid DNA’s1 kullanildi. Belirlenen genlerin suslara gore dagihimi Cizelge 3.8.
‘deki gibidir.

Cizelge 3.8. Tetrasiklin direng genlerinin suslara ve balik tiirlerine gore dagilimi

Bakteri sus V. anguillarum V. alginolyticus

Balik tiirii Levrek Cipura Levrek Cipura
TetA 1 4 12 13
TetB 3 3 9 5
TetD 6 4 15 16
TetM 3 1 12 10
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tetA 186 bp

Sekil 3.16. tetA gen jel goriintiisi

E.coli - . 100bp

Sekil 3.17. tetB gen jel goriintiisii

Sekil 3.18. tetD gen jel goriintiisi
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53 tetd  100bp

.\ $
.
—

Sekil 3.19. tetM gen jel goriintiisii

Levrekten izole edilen Vibrio anguillarum ve Vibrio alginolyticus suslarindan 4
tane; Cipuradan izole edilen Vibrio alginolyticus suslarindan 2 tanesinde herhangi bir
tet genine raslanmadi. Her 4 gen belirtecine ise sadece Levrekten izole edilen Vibrio

alginolyticus susunda rastlanildi.

Ayrica gipuradan izole edilen V. alginolyticus suslarindan 5 tanesinde teta, tetd,
tetm genleri, levrekten izole edilen suslarin 4 tanesinde ise teta-tetd ve tetd-tetm gen
ciftleri aynm1 6rnekte tespit edildi. Genlere ait PCR sonuglar1 ve jel goriintiileri Sekil
3.16, Sekil 3.17, Sekil 3.18 ve Sekil 3.19 gosterildi.
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4. TARTISMA

Vibrio anguillarum ve Vibrio alginolyticus baliklarin dogal bagirsak florasinda
bulunan, intestinal ve ekstraintestinal infeksiyonlara yol agan bir hastalik etkenleridir.
Ozellikle levrek ve cipura baliklarinda biiyiik kayiplara neden olmakta, salginlara yol
acmaktadir. Etkenin hizli ve dogru teshisi, hastaligin daha biiyiik kayiplar verilmeden
engellenmesini saglamaktadir. Hastaligin tedavisinde ¢ogunlukla antibakteriyal ilaglar
tercih edilmekte, yasal olarak izinli olan OTC ve ENR ise tedavide bu anlamda sik
kullanilan antibakteriyellerdir. Son yillarda sagaltim amaciyla hatali ve yogun
antibiyotik kullanimina bagli olarak ilaca karst gelisen antibiyotik direngliligi
karsilasilan en 6nemli bir sorunlardan biridir. Kullanilan antibiyotiklerin ¢evrede uzun
siire etkinligini kaybetmeden bulunmasi, gerek ortamda serbest avlanan balik
populasyonunda gerekse sucul ortamda yasayan diger canlilar1 olumsuz
etkilemektedir. Dirence neden olan genlerin hizli sekilde yayilmasi ve boyutunun

giderek artmasi

Bu tez calismasinda, vibriosis hastaliginda levrek ve ¢ipuralarda en fazla hastalik
etkeni olan V. anguillarum ve V. alginolyticus suslarinin izolasyon ve identifikasyon
yontemlerinin ve alternatif hizli, giivenilir PCR tabanli tan1 tekniginin olusturulmasi
ve optimizasyonun yapilmasi, ayn1 zamanda etken sagaltiminda kullanilanilan kinolon
ve tetrasiklin ila¢ grubunda diren¢ durumunun genotipik ve fenotipik ortaya konulmasi
amaglanmustir. Bu sekilde hizli ve giivenilir alternatif antibakteriyel ilag
seceneklerinin uygulamaya konularak antibakteriyel ilaglardan kaynaklanan direncin
saglik ve ¢evreye yonelik etkilerinin en aza indirilmesi hedeflenmistir. Ayrica,
aragtirma sonuglarmin daha sonra yapilacak aragtirmalara katki saglamasi

beklenmektedir.

Bu ¢alismada, 6rnek donemleri olarak Mart- Nisan- Haziran, Agustos ve Eyliil
aylar1 belirlenmistir. Hastaligin ortaya cikisinda deniz suyu sicakligi onemli bir faktor
olmaktadir. Yapilan 6rnekleme zamanlarinda su sicakliginin 17- 24°C oldugu Vibrio

haziran ayinda ¢ogunlukla Vibrio alginolyticus izole edilmis; su sicakliginin daha az
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oldugu mart- nisan aylarinda ise izole edilen ornekler V. anguillarum olarak
isimlendirilmistir. Svabodova ve ark.(1993) benzer bir durum goézlemlemis ve su
sicakliginin diisiik oldugu aylarda izole edilen Vibrio etkenlerini V. anguillarum olarak

isimlendi.

V. anguillarum ve V. alginolyticus suslarinin izolasyon ve biyokimyasal
identifikasyonunda kivrik sekilli basil, Gram negatif, O/129’a hassasiyet, TCBS’de
sar1 koloni olusturma, oksidaz, katalaz, ONPG pozitif bakterilerin goriilmesi gibi
fenotipik 6zelliklerine gore V. anguillarum olarak teshis edilmistir. MR, VP, sitrat,
gaz olusumu, arabinoz, inositol gibi bazi biyokimyasal testlerde farkilik gézlenmis,
benzer sonuglar diger arastirmacilar tarafindan bildirilen sonuglarla benzerlik
gostermistir (Whitman, 2004; Austn-Austin, 2012; Buller, 2014). Myhr ve ark. (1991)
elde ettigi bulgulara paralel olarak bu 10 6rnekteki biyokimyasal farkliligin yaninda 7
ornekte etkenin O/129’a duyarliliginda da farklilik tespit edilmistir.

Katalaz, oksidaz, indol, LDC, ornitin, lizin dekarboksilaz ve MR testlerinin
pozitif, arjinin dihidrolaz, eskulin ve ONPG testlerinin negatif sonu¢ verdigi tespit
edilen, TCBS agarda yesil kononi veren, O/129’a duyarh olan suslar V.alginolyticus
olarak isimlendirildi. Baz1 suslardan ODC, VP, H2S negatif tespit edilmis ve yaygin
koloni iiremesini gostermedigi tespit edilmistir. Buller (2004) ve Lajnef ve ark.,
(2012) yaptig1 ¢alismalarda benzer sonuglar tespit etmistir ve farkli sonuglar veren 12
susun isimlendirmesinin bu yonde yapilmasina karar verilmistir. Colorni ve ark.
(1981) yaptig1 calismaya benzer olarak H»S testinin negatif sonug¢ verdigi 3 Ornek
olarak V. alginolyticus olarak isimlendirildi. Ayrica tespit edilen diger bir farklilikta
isimlendirilen V. alginolyticus suslarmin 10 tanesinde 10 pg O/129 disk’e farkli
yanitlar verdigi gézlemlenmistir. 150 pg O/129 diske ise biitiin suslarin duyarli oldugu
tespit edilmistir. Elde edilen bu sonug¢larin Marhual ve ark. (2012) ve Buller (2014)’e
paralel oldugu goriilmiistiir. Ancak identifikasyonu yapilan suslarin dagiliminda V.
alginolyticus suslarmin gerek kafes ortami gerekse avlanan baliklarda daha fazla
oldugu tespit edilmis bu sonugla Tiire ve Alp (2016) yaptig1 ¢alismada daha fazla

olarak Vibrio anguillarum tespit etmis, yaptigimiz ¢aligmadan farkli sonug elde
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edilmistir. Farkliligin sebebinin Orneklenen balik tiirli, drneklem zamani ve yeri

oldugu diistliniilmektedir.

Vibrio anguillarum’un biyokimyasal testlerin farkliliklar1 nedeniyle hastalikla
miicadele etmede molekiiler yontemler gelistirilmistir. Hirono ve ark., (1996)’1 etkenin
isimlendirmesini hemolizin geninin tespitiyle gerceklestirmistir. Yapilan ¢aligmada
sadece serotip B’nin tespit edilmesi nedeniyle farkli aragtirmacilar tarafindan diger gen
belirtegleri bakilmistir. Gonzalez ve ark., (2003) ve Rodkhum ve ark., (2006) da
etkenin spesifik identifikasyonu i¢in rpoN ve hemolizin genlerini yiikseltgemislerdir
ancak bildirilen birlesme sicakligi V. ordalii susu i¢inde ayni olmaktadir. Ayrica
tasarlanan primerlerle V. ordalii’nin ayrimi1 yapilamamaktadir. Diger bir gelistirilen
konvansiyel PCR yonteminde saf bakteri kiiltiiriinden OMP (dis membranda bulunan
porin proteinleri) sentezinden sorumlu toxR geni tespiti yapilarak V. anguillarumun
isimlendirilmesi yapilmak istenmistir. Ancak V. fluvialis, V. alginolyticus ve
Photobacerium damselae tiirlerinde de ayni gen belirteci tespit edilmistir. Ayrica
OMP’nin sentezinden sorumlu toxR geni dogal baliklara uygulandiginda hastalik
yapmadig tespit edilmistir (Okuda ve ark., 2001). Bu bilgiler 1s1nda etken tespiti igin
tezde N-asetil-muramil-L-alanin amidaz’1 kodlayan ve etkene 6zel oldugu disiiniilen
amiB geni kullanilmistir. 429 bg¢’de spesifik bant verdigi ve etken tespitinde
kullanilabilecegi belirlenmistir. 16S rRNA ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Tezde alman sonuglar Hong ve ark. (2007)’nin elde ettigi sonuglarla benzerlik

gozlermistir.

Insanlarda da hastalik etkeni olan V.alginolyticus konvansiyonel PCR ve dizi
analizi kullanilarak referans genler olan rpoD ve toxR genleri kullanilarak tespit
edilebilmektedir. % 99,8 dizi benzerlik gosterdigi V. parahaemolyticus ile ayriminda
parsiyel toxR dizisi kullanilanilabilinmekte ancak 2 tiir arasinda toxR genleri
benzerligi % 61 olmas1 yontemin tercih edilebilirligini azaltmaktadir. Hastlaligin
cikisinda viriilent sus rol oynamaktadir. Daha 6nce yapilan calismalarda gerek V.
parahaemolyticus ile ayrimi gerekse avirulent susun ayriminda etkin bir yontem
kullanilmamaktadir. Bu tez ¢alismasinda Cai ve ark., (2009) ‘da belirledigi yontem

kullanilarak suglar arasinda ayrim yapilmistir. OmpK geni avirulent suslarda da tespit
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edildigi i¢in ¢caligmaya dahil edilmemistir. Benzer olarak diger arastirmacilar da etken
identifikasyonunda kollojenaz genini kullanmiglardir. Lui ve ark., (2004) yaptig1
calismadan farkli sonu¢ bulunmus, 16r RNA internal kontrol olarak kullanilmis tek
basina % 99,8 dizi benzerlik gosterdigi V. parahaemolyticus tam ayriminda

kullanilamayacagi goriilmiistiir.

Yetistiricilikte yogun kullanilan antibiyotiklere karsi gelisen direncin boyutunu
tespit etme, alinacak onlemler ve sucul canlilar tizerindeki etkilerinin belirlenmesinde
molekiiler ydntemler giiniimiizde kullanilmaktadir. Ozellikle suda uzun siire
etkinligini koruyan ve siklikla tedavide kullanilan oksolinik asit ve oksitetrasiklinle
ilgili pekgok calisma yapilmistir. Tez ¢alismasinda alinan sonuglar diger ¢alismalarla
benzer sonuglar icermektedir. Tedavinin basarisinda direncin boyutu Onemli

olmaktadir.

Duyarlilig1 belirlemede rutin yontem olan disk difiizyon yontemi kullanilmistir.
Her iki bakteri susunda da OTC ye olan direng digerlerine gore oldukga yiiksek
bulunmustur. OTC’nin yetistiricilikte sik kullanilmasi ve direncin gelismesi ile
ozellikle oksolinik asit kullanilmig ancak son yillarda bu ila¢ grubunada direng
gelismigtir.  Alternatif olarak Ttlkelere gore degismekle birlikte enrofloksasin
(siprofloksasin) kullanilmaya baglanmistir. Fazla ilag segenegininde olmamasi
nedeniyle bu 2 ilaca karsida giderek artan direng gelismesi s6z konusu olmaktadir.
Test sonuglarinda duyarlilik yiizdeleri her ne kadar birbirine yakin olsada
enrofloksasinin daha etkili olacag: diisiiniilmektedir. Avlanan levrek ve ¢ipuradan
izole edilen V. alginolyticus susalarinda OTC ve ENR’nin etkili oldugu; kafesten
avananlarda ise her {i¢ antibiyotiginde etkinliklerinin birbirine yakin oldugu,
levreklerde ENR’n daha etkiliyken ¢ipuralarda ise OXO daha etkili olmaktadir
(Ottovaviani ve ark., 2001; Lajnef ve ark., 2012). V. anguillarum suslarinda ise
kafesten alinan levrekte ENR ve OTC etkili olurken, ¢ipuradan izole edilenlerde tig
ilaca kars1 direng bulunmustur. Avlanan 6rneklerde kinolon grubunun etkili oldugu
belirlenmistir. Avlanan baliklardan izole edilen tiim suslarda ii¢ ilaca da degisen

oranlarla diren¢ bulunmustur. Ozellikle avlanan cipuralarda yiiksek oranda OTC
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direncine rastlanmistir. Bununda c¢ipuranin beslenme aliskanligidan ileri geldigini

distilmektedir.

Tiire ve Alp (2016) yaptiklar1 ¢alismalarda en etkili ilacin her ne kadar OTC
oldugu belirtmislerse de aldigimiz sonuglarla avlanma bolgesinde direng yiiksek
bulunmustur. Maniati ve ark. (2005) ve Igbinosa (2016)’nin yaptigi ¢aligmalarda
aldigimiz sonuglara benzer sekilde her iki sustada OTC % 85 oraninda direngli
bulmustur. Alinan 6rneklem yerinin bununla ilgili oldugu diistiniilmekte lakin OTC

Mg*2 varhginda daha direncli olmaktadir (Nonaka ve ark., 2002).

In vitro duyarlilik testleri degerlendirildiginde ise alinan sonuglar disk difiizyon
sonuglari ile paralellik gostermektedir. OTC ne MIK araliginin digerlerine oranla daha
genis oldugu gortilmistiir. Etken bazinda degerlendirdigimizde ise V. anguillarum’da
her ii¢ antibiyotik i¢inde MIK ortalama minimum degerlerinin V. alginolyticus’a
oranla daha yiiksek oldugu belirlenmis bunun nedeni olarakta uzun yillar siiren ilag
uygulamas1 oldugu diisiiniilmektedir. V. alginolyticus OTC MIK araliklar
degerlendirildiginde Vaseeharan ve ark. (2005) te yaptigi ¢alismaya benzer (22,8-33,5
ug/mL) sonug alindig1 ancak Zanetti ve ark.(2001), Ferrini ve ark. (2008) ve Lajnef ve
ark.(2012) yaptig1 ¢alismaya gore (0,12-1 pg/mL) yiiksek bulunmus; Roque ve ark.
(2001) elde ettigi araliga (301,0 pug/mL) gore ise diisitk bulunmustur. Enrofloksasinle
yapilan ¢alisma sayis1 az olmakla birlikte Ferrini ve ark. (2008) elde ettigi deger
araligima (<0,06-1 pg/mL) yakin bulunmustur. Yaygin olarak yapilan siprofloksasin
caligmalari ile kiyaslayacak olunursa 0,38- 0,52 pg/mL arasinda elde edilen sonuglara
gore yiiksek ¢ikmaktadir (Zanetti ve ark., 2001; Vaseeharan ve ark., 2005). Oksolinik
MIK araliklar1 kiyaslandginda ise Lagana ve ark., (2010) belirttigi 3,9-62,5 pg/mL
degerlere yakin oldugu gériilmiistiir. Aym ¢alismacinin OTC MIK deger araligina
(62,5-250 pg/mL) kismen yakin degerler bulunmustur.

Laboratuvarlar ya da izleme programlar1 yalnizca verilerin toplanmasini
saglarken asil ihtiya¢ duyulan direnci 6lgmek ve temel yorumunu yapmaktir. MIK
degerleri, MIK degerlerinin regresyon analizleri ve disk difiizyonon degerleri klinik

breakpoint’leri belirlemede kullanilmaktadir. Boylece bu deger araliklar1 kullanilarak
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direncli ya da duyarli olarak belirlenen etkenin tedavisinde akilcil antibiyotik
kullanim1 ve tedavide basart miimkiin olacaktir. Diger alanlara ait klinik breakpoint
degerleri bulunurken su iriinlerinde boyle bir degere rastlanmamaktadir. Su
triinlerinde klinik breakpointleri belirlemede fazla miktarda veriye ihtiyag
duyulmaktadir. Bu ¢ok uzun zaman gerektiren, pek ¢ok laborotuvarla koordineli
calismay1 gerektiren bir siirectir. Bu silirecin zor olmasiin diger bir sebebi su
triinlerindeki farklilik ve g¢esitliliktir. Dogru PK/PD degerlerini elde etmek icin
sagaltim se¢imini, bakteri tiirii ve ¢evreyi (tuzluluk orani, sicaklik vb.) ayr1 ayr1 ya da
grup olarak test edilmesi gerekmektedir. ila¢ duyarlhiliklarini yorumlamamizda klinik
breakpointler kullanildigi gibi epidemiyolojik cut-off (ECO) degerleri de
kullanilmaktadir. ECO, bakterilerin in vitro duyarhiliklarin MIK veya disk difiizyon
duyarlilik test verilerinin yayilimindan belirlenirken; Klinik break point dogrudan
klinikle baglantili yorumlama kriterlerini saglamaya ¢alisirken, cut-off ise bakterilerin
in vitro duyarliliklarina gore belirlenmektedir. PK/PD ve klinik verileri olmadigi igin
sinirli olan ECO buna ragmen antibiyotik tedavisine baslamada bize yardimeci
olmaktadir. Su {irlinlerinde Epidemiyolojik cut-off degerleri sadece Aeromonas
salmonicida igin belirlenmeye ¢alisilmis V. anguillarum igin sadece bir ¢alisma
bulunmustur (Smith, 2007; Smith ve Christofilogiannis, 2007).

Suslarin direncli ya da duyarli olarak yorumlamakta arastirmacilar farkl iireme
kosullarinda, ayni sinifa ait farkli antibiyotiklerde ya da farkli susalarda bildirilen
deger araliklarini kullanmaktadir. Arastirmamizda izole edilen V. anguillarum ve V.
alginolyticus suslar1 igin herhangi bir breakpoint bulunmamaktadir. Bu nedenle
suslarin duyarlilik ya da direnglilikleri belirlenememis sadece MIK’nin min- maks.
araliklar1 ile Ruangpan ve Tendencia (2004) belirttigi hesaplamaya gdére MIKso degeri
hesaplanmistir. Taramalarda bazi aragtirmacilar CLSI’da daha 6nce verilen Vibrio spp.
‘e ait degerleri kullanarak “duyarhi “ya da * direngli” olarak yorum yapmislardir.
Yontem, Vibrio spp. suslarinin 35 °C’de inkiibasyon sonucunda degerlendirilmesine
dayanmaktadir (Vaseeharan ve ark., 2005; Zanetti ve ark., 2001; Scarano ve ark.,
2014). Bu farkililik aldigimiz sonuglarin yorumlandirmasini siirlandiran diger bir

sebep olmaktadir.
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V. anguillarum ve V. alginolyticus suslarinda diger bakteri tiirlerinde oldugu gibi
kromozomal kinolon direncininden DNA jiraz (gyrA- gyrB) ve topoizomeraz IV (parC
ve ParE)’da meydana gelen nokta mutasyonu neden olmaktadir. Yapilan dizi analizi
sonucunda her sus i¢in mutasyon varligina bakildi; gryA 83. kodonda (Ser-ile) ve
parC 85. kodonda (Ser-lue) mutasyon tespit edildi. V. anguillarum OA MIK degeri
12,5-128 pg/mL arasinda olan 6rneklerde bu degisim oldugu goriilmiistiir. Tezde
aliman sonuglar yapilan diger calisma sonuglar1 ile benzerlik gostermekle birlikte
mutasyonun olustugu MIK degerleri arasinda artisin meydana geldigi tespit edilmistir
(Oppegaard ve Sorum, 1994; Okuda ve ark., 2006; Colquhoun ve ark., 2007; Rodkhum
ve ark., 2008). Ayn1 zamanda Gram negatif bakterilerde mutasyonun meydana geldigi
diger kodonlar olan 82 ve 87 incelendi ve herhangi bir mutasyon varligina
rastlanilmamustir. Okuda ve ark., (2006) yaptigi ¢alismada MIK degeri 0,39-6,25
arasinda olanlarda 87. kodonda asp- tyr degisimini tespit etmistir. Tezde ise ayn1 MiK
degerinin oldugu suslarda herhangi bir mutasyon tespit edilememistir. Mutasyona
daha ¢ok V. alginolyticus (4) suslarinda rastlanilmistir. Daha dnce bu susta benzer bir
calisma yapilmadig i¢in % 99 benzerlik gosterdigi V. parahaemolyticus susunda
yapilan ¢alisilmalar incelenmis 83. kodondaki degisimde benzerlik bulunmus (ser—
ile), ancak 85. kodonda tespit edilen degisim de farklilik (ser-85-phe) gozlenmistir.
Yiiksek MIK degerinde parC 89. kodondaki mutasyon varligina bakilmis ancak
herhangi bir degisiklik tespit edilememistir (Okuda ve ark., 1999, 2006).

Daha ¢ok ¢alismanin yapildigi E.coli suslarinda, kodonda meydana gelen baz
degisiminde benzerlik goriilmemistir. Bu durumun tiir farkliligindan ileri gelebilecegi
diistiniilmiistiir (Cengiz, 2010). Mutasyonun gozlendigi rneklerin MIK degerleri
arasindaki farkilik diger calismalarda benzerlik gdstermistir. Yiiksek MIK degerinde
mutasyon saptanmayan Orneklerde bu durumun diger diren¢ aktarim yollarindan
kaynakli olabilecegi diistiniilmiistiir (Rodhkum, 2008; Cengiz, 2010). Kinolon
direncinin ¢evre izolatlarinda diisiik olarak tespit edildigi bildirilmesine ragmen
oksolinik aside direng, yapilan tez c¢aligmasinda yiiksek olarak belirlenmistir
(Akinbowale; 2006).
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Suzuki (2010) akuatik ¢evrede en fazla kullanim alani bulunan tetrasiklinlere
gelisen direngte temel olarak iki diren¢ mekanizmasinin oldugunu belirtilmistir.
Tetrasiklin direncine neden olan genler ¢ok ¢esitli olmakla 34 adet gen i¢inde Vibrio
tirlerinde saptanan effluks pompasindan sorumlu tet genleri tetA, tetB, tetD daha az
oranda tetC ve tetG; ribozomal korumadan sorumlu tetM genleri bulunmaktadir.
Cevrede uzun siire etkin olmasi, bakteriler arasinda kolay ve hizli aktarilmasi
nedeniyle pekcok ¢alisma yapilmistir. Tez ¢alismasinda plazmid aracili aktarilan tetA,
tetB ve tetD genlerine PCR ile bakilmis ve en fazla levrekten izole edilen V.

alginolyticus suslarinda tespit edilmistir.

Aragtirmacilar tarafindan daha c¢ok tetB olmak iizere tetA ve tetE genlerinin
tespit prevansinin yiiksek oldugu belirtilmis, yapilan tez ¢alismasinda buna benzer
olarak tetA ve tetB genleri yiiksek miktarda bulundugu, farkli olarak tetA rastlanma
yiizdesi en yiiksek plazmid aktarimli tetr(tetrasiklin diren¢ genleri) olmustur. Diger
yandan ribozomal korumadan sorumlu tetM Gram negatif ve pozitiflerde yaygin
bulunmaktadir. Ribozomal korunmadan sorumlu tetS ise daha cogunlukla Gram
pozitif bakterilerde bulunmaktadir. Kim ve ark., (2004)’ te yaptig1 ¢alismada tetM ve
tetS gen varligina bakmis, en fazla tetM olmak tizere ilk defa tetS genini Vibrio spp.
da bulmuslardir. Yapilan tez calismasinda bu calismalara paralel olarak tetrasiklin
direng genleri arasinda en fazla tespit edilen ve ayn1 zamanda Vibrio spp. bulunan
genler tercih edilmistir. Alinan diger sonuglara benzer olarak en fazla levrekten izole
edilen V. alginolyticus susunda tetM genine rastlanmis, ¢ipuradan izole edilen V.
alginolyticus suslarinda da yiiksek oranda tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarda ayni
Ornekte tim tetrasiklin genlerinden tetM ve tetB genleri daha c¢ogunlukla tepit
edilmistir. Bu sonugtan farkli olarak Kim ve ark., (2007) 6rneklerde tetA ve tetD
genleri daha fazla tespit edilmistir. Direng tespit edilen suslarin MIK degerlerine
bakildiginda yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayn1 anda bir veya birden fazla tet
geninin varligi MIK degerindeki yiikselmeyi de agiklamaktadir. Avlanan ¢ipuralarda
yiiksek miktarda tetA tespit edilmistir. Bu miktarlarin yiiksekligi ¢ipura baliginin
beslenme aliskanligindan ileri geldigi diisiiniilmekte keza kabuklu deniz canlilariyla
beslenen cipura besinle birlikte ¢evrede yayilan tetrasiklin diren¢ genlerini de

almaktadir. Vibrio spp. de tespit edilmeye calisilan ve yiiksek MIiK (125 pg/mL)
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degerinde bulunan tet34’ de bakilmis fakat herhangi bir sonu¢ bulunamamistir (Kim
ve ark., 2003). Tetrasiklin ya da oksitetrasiklin direnci siklikla rapor edilmektedir.
Genel olarak ¢evreden toplanan sedimentlerde calisiimis olunup burdan izole edilen
suslarda direnclilik geni varligir ve diizeyi belirlenmeye calisiimistir (Kim ve ark.,
2003; Heepngoen ve ark.,2007). Cevreden izole edilen 6rneklerdeki tetrasiklin direnci
ile klinik izolatlardan tespit edilen diren¢ genleri arasinda belirgin farkliliga
rastlanilmamustir (Furushita ve ark., 2003). TetM ve tetD genleri tek olarak tespit
edilmemis, diger genlerin varhigi goriilmistiir. 2 veya daha fazla geni tasiyan suslarin
MIK degerleri arasinda koralasyon bulunamamustir (Akinbowale, 2007). Gen
belirteglerinin tespit edildigi yiiksek MIK degerleri yapilan diger calismalara paralel
olmustur (Miranda ve Zemelman, 2002; Rodkhum ve ark., 2008;).
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5. SONUC ve ONERILER

Artan diinya niifusunun protein ihtiyacini karsilamakta su tirtinleri yetistiriciligi
giderek daha 6nem kazanmistir. Su firiinleri yetistiriciliginin en 6nemli problemi
profilaktik 6nlemlere ragmen yaygin ve toplu 6liimlere neden olan hastaliklarin etkin
sekilde dnlenememesidir. Bunun pek ¢ok sebebi olmakla birlikte, temel nedenlerden
biri diren¢ gelismesinden dolay1 antibiyotiklere yeterli cevabin alinamamasidir.
Yapilan pek cok calismada su iiriinleri yetistiriciliginde {ireticilerin antibiyotik
kullanim1 konusunda bilingsiz oldugu, hastaliklarin sagaltiminda yaygin ve/veya
yanlig antibiyotik kullandig1, yetistiriciligin belli agamalarinda kontroller ve izlemeler
konusunda standartlarin ve yasalarin yetersiz kalarak tiiketici sagligmnin olumsuz
yonde etkilendigi ortaya konulmustur. Bu sebeplerden dolayi olusan zararlarin

azaltilmasi i¢in kullanilacak antibakteriyellerin se¢imi olduk¢a 6nem arz etmektedir.

Hastaliklarin sagaltimi i¢in antibiyotik seciminde yaygin olarak disk difiizyon
ve brot dillisyon yontemleri tercih edilmektedir. Ancak, bu konvansiyonel yontemler
daha az kullanilan molekiiler yontemlere gore yetersiz kalmaktadir. Molekiiler
yontemlerle hem daha gilivenilir hem de daha hizli sonuglar alinarak dogru antibiyotik
kullanim1 saglanmaktadir. Ancak, Tiirkiye’de Ozellikle su friinleri yetistiriciligi
alaninda yapilan c¢aligmalarda konvansiyonel yontemler kullanilmig, direng
durumunun tespiti ve alternatif antibiyotik se¢imi i¢in molekiiler ydntemlerin
kullanildig1 bir ¢alismaya ise rastlanmamistir. Bu yontemlerin kullanilmasi1 daha ¢ok
hastalik etkeninin tespitiyle sinirli kalmistir. Diger taraftan, glinlimiizde Tirkiye’de
ozellikle sagaltim bakimindan veteriner hekimin sorumlulugu bulunan tiirler iginde yer
alan, fakat yeterince ilgilenilmeyen balik hastaliklari ve rasyonel ilag kullanimi
konusunda yeterli arastirmada bulunmamaktadir. Akilcil sagaltimin temel ilkelerinden

biri hastaliga yonelik dogru ve etkin ilag kullanimini saglamaktir.

Antibakteriyel ilaglarla ilgili karsilasilan 6nemli sorunlarin basinda ilaca karst
direng gelmektedir. Bu sorun bilingsiz ila¢ kullaniminin yaygin oldugu hayvan

hastaliklarinin sagaltiminda daha sik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Direng gelismis
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bakterilere kars1 ayni antibakteriyellerin siirekli kullanimi, ilaca cevap alinamasina,
sagalimin gecikmesine, hayvanlarin hastaliktan 6lmesi ile ekonomik kayba sebep
olmaktadir. Ayrica, 6zellikle su tiriinleri yetistiriciligi alaninda oldugu gibi bilingsizce
sulara atilan antibiyotiklere karsi direng gelistirmis mikroorganizmalarin diger sucul
canlilara ve bunlar araciligiyla nihai tiikketici konumunda olan insanlara gegmesi ile
sadece saglik yoniinden degil ekolojik denge yoniinden de dnemli sorunlar karsimiza
cikmaktadir. Giinlimiizde ekolojik dengenin korunmasi, belirtilen nedenle
siirdiiriilebilir nitelikte yetistiricilik yapilmasi, kisaca bilingli ilag kullanimi 6nem

tagimaktadir.

Yapilan ¢alismada sagaltimda kullanilan tetrasiklin ve kinolon grubu ilaglara
kars1 gelisen direncin giderek arttig1 sadece kullanildigr alanda degil dogada serbest

avlanan baliklarda da diren¢ genlerine rastlanmaistir.

Baliklarda hastaliklara yol agan etkenlere ait caligma gerek Tiirkiye’de gerekse
diinyada mevcut olmakla birlikte bunlarin sagaltim secenekleri hakkinda yeteri kadar
calisma mevcut degildir. Antibiyotik direncin 6nem kazanmasiyla her nekadar ¢alisma
sayisi arttirilsa da standart metodun tiim laboratuvarlar tarafindan kullanilmamasi elde
edilen verilerin yorumlanmasindaki yetersizligi, tedavideki basarisizliga neden
olmaktadir. Bu amacla diger tiirlerde oldugu gibi tiire 6zgii klinik breakpointleri
belirlemek gerekir bu yonde PK/PD ¢alismalarina agirlik verilmesi onerilmektedir.
Ayrica isletme bilinyesinde bulunan laboratuvarlarda yapilan ¢alismalarin da

toplanarak veri bankalarinin olusturulmasi saglanmalidir.
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OZET

Ege Denizi Dogal ve Kiiltiir (Levrek ve Cipura) Bahklarindan izole Edilen Vibrio
(Listonella) anguillarum, Vibrio alginolyticus Tiirlerinde Kinolon ile Tetrasiklin

Grubu ila¢ Direncinin PCR Yontemiyle Arastirilmasi

Coklu doymamis yag asitleri yoniinden zengin olan balik, insanlar i¢in 6nemli bir besin
kaynagidir. Tiirkiye Istatistik Kurumu 2015 yili verilerine gére Tiirkiye'de su iiriinleri iiretimi
607,515 tondur. Ulkemiz levrek (Dicentrarchus labrax) ve ¢ipura (Sparus aurata) iiretiminde
Akdeniz tilkeleri arasinda tgiincii, alabalik (Oncorhynchus mykiss) iiretiminde ise birinci
sirada yer almaktadir. Su tUriinleri yetistiriciliginde karsilagilan en 6nemli sorunlardan biri
hastaliklarm neden oldugu ekonomik kayiplardir. Ulkemizde ve Avrupa Birligi Ulkelerinde
balik hastaliklarini tedavi etmek i¢in kullanilan ruhsatlandirilmis 7 adet etken maddeyi igeren
cok sayida antibakteriyel preparat bulunur; bunlarin arasinda kinolon ve tetrasiklin grubu
preparatlar 6nemli bir yer tutmaktadir. Ancak, 6zellikle su tirtinleri yetistiriciliginde bilingsiz
ve yaygin antibiyotik kullanimi, su ortami ve sedimentte antibiyotiklerin uzun siire etkin
sekilde kalmasina ve mikroorganizmalarda direng gelismesine neden olur. Direncli
mikroorganizmalar su ortamindaki farkl: tiir baliklara ve diger su canlilarina gecerek ekolojik
dengenin bozulmasina ve bunlar tiiketenlerde ¢esitli saglik sorunlarinin ortaya ¢ikmasina yol
acar. Sagligin, dogal ortamin ve tiir ¢esitliliginin korunmasi tiim Diinya’nin 6nemsedigi ve
tizerinde durdugu konulardir. Bu nedenle bakterilerdeki antibiyotik direncini belirlemeye
yonelik Tiirkiye’de ve Diinya’da kontrollii yetistiricilik ortaminda yapilmis pek ¢ok arastirma
bulunmaktadir. Buna karsilik, dogal ortam baliklarindaki antibiyotik direncine yonelik hemen
hemen higbir ¢alisma bulunmamaktadir. Tiirkiye’deki arastirmalarin ¢ogu kiiltiir baliklarinda
konvansiyonel (disk difizyon, brot dilusyon) yontemle yapilan ¢alismalardir. Ancak, son
yillarda bu baglamda 6zellikle antibakteriyel direncin belirlenmesinde daha hassas ve etkin
olan PCR yontemi lizerinde durulmaktadir.

Bu arastirmada, Ege denizinde yetistiriciligi en ¢ok yapilan kiiltiir baligi (Levrek ve
Cipura) ile dogal avlanan baliklardan Vibrio (Listonella) anguillarum ve Vibrio alginoliticus
etkenlerinin izolasyonu ve identifikasyonu (konvansiyonel- biyokimyasal ve genotipik)
yapilarak belirlenen izolatlarin tetrasiklin ve kinolon grubu ilaglara kars1 olusan direncin klasik
PCR yontemle tespit edilmesi ve izole edilen bu etkenlere karsi gelisen direng haritasinin
ornekleme alani ve belirlenen balik tiirleri iizerinden ¢ikarilmasi amaglanmustir. Bu sekilde
hizli ve giivenilir alternatif antibakteriyel ilag segeneklerinin uygulamaya konularak
antibakteriyel ilaglardan kaynaklanan direncin saglik ve ¢evreye yonelik etkilerinin en aza
indirilmesi hedeflenmistir.

Ornekler su sicakligmin degistigi Mart-Agustos tarihleri arasinda kafes balig
yetistiriciligi yapilan isletmelerden (120 levrek, 120 Cipura) ve Serbest avlanan balik
numuneleri 82 (40 levrek, 42 Cipura) adet olacak sekilde alinmugtir.

Etkenlerin idendifikasyonu klasik biyokimyasal yontemlerle tespit edilmis olup 14 adet
kafes, 12 adet avlanan balik 6rneklerinden V. anguillarum; 49 adet kafes, 26 adet avlanan balik
orneklerinden V. alginolyticus izole edilmistir. Yapilan tiire spesifik molekiiler etken
identifikasyonunda 12 adet kafes, 5 adet avlanan balik 6rneklerinden V. anguillarum; 42 adet
kafes, 19 adet avlanan balik 6rneklerinden V. alginolyticus olarak identifiye edilmistir.
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Arastirmada secilen antibiyotiklere karsi gelisen direnci ve etkili antibiyotigin
belirlenmesi igin klasik metot olan disk diffiizyon yontemi yapilmis olup, avlanan ¢ipura
baliklarinda tetrasiklin direng tespit edilirken kafesten alinan orneklerde enrofloksasine
duyarlilik oksolinik asite olan duyarliliktan daha fazla oldugu bulunmustur. Etkili dozun
belirlenmesinde mikroplaka diliisyon yonteminden yararlanilmistir. Uremenin gézlenmedigi
plak isaretlenerek o ilacn MIK degeri belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda V.
alginolyticus MIiK degerleri ortalamas1 OTC, OXO ve ENR igin sirastyla 4,1, 0,3 ug/mL ve
V. anguillarum i¢in 4,2,0,5 pg/mL tir.

Direncin ¢evredeki boyutu ve dagiliminin tespiti icin yapilan molekiiler testlerde
Ozellikle Vibrio spp. ‘lerde kinolon grubu ilag¢ direncine neden olan kromozomal mutasyon
tespit edilmistir. Alinan 6rneklerin 6 tanesinde gyrA 83. kodonda meydana gelen mutasyona
ve 1 drnekte parC 85. kodonda meydana degisim nedeniyle direng gelistigi tespit edilmistir.
Sagaltimda yogun olarak kullanilan ve etkinligini uzun siire devam ettiren tetrasiklin grubu
ilaglarda direncin tespiti igin Vibrio spp. ‘lerde effluks pompasinda mutasyona neden olan
tetA, tetB ve tetD; ribozomal korunmada mutasyona yol acan tetM genleri arastirlmis olup,
yapilan diger c¢alismalara paralel tetA en fazla olmakla birlikte bunu tetB ve tetM takip
etmektedir. Cogu ornekte gen ciftleri halinde direng tespit edilmistir.

Diger 6rneklerde de 6zellikle kinolon grubu ilaglarda (OXO ve ENR) tespit edilen MIK
ve disk difiizyon sonuglarinin molekiiler yontemle tespit edilen sonugla ortiismemesi direng
aktariminin kromozomal direncin yani sira plazmid aktarimli (gqnr) ya da ¢oklu ilag (mar)
direncinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Yapilacak diger calismalarda bu sorunun yaniti
alimmaya calisilacaktir.

Sagaltimda kullanilan antibiyotik ilaca paralel olarak direncin arttigi 6zellikle avlanan
baliklarda da direng genlerinin tespit edilmesi ve ¢oklu olarak bulunmasi gelisen direng i¢in
gerekli 6nlemlerin alinmasini zorunlu hale getirmistir.

Anahtar Sozciikler: Antibakteriyel Direng, Cipura, Ege Denizi, Levrek, PCR, Vibrio
(Listonella) anguillarum, Vibrio alginolyticus.
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SUMMARY

Detection of quinolone and tetracyline resistance in Vibrio (Listonella)
anguillarum, Vibrio alginolyticus strains isolated from cultured (seabream and
sea bass) and wild fish in Aegean sea by PCR.

Fish is an important source of food in human health, due to its rich content in
polyunsaturated fatty acids. According to data from Turkish Statistics Institute in 2013, the
production rate of aquaculture products is 607.515 tonnes. Turkey stands as the third country
among Mediterranean region in the production of seabass (Dicentrarchus labrax) and gilt-
head seabream (Sparus aurata); while first in the production of rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss). The most important loss in aquacultural production is related to the economical loss
due to diseases. For the treatment of fish diseases, 7 active compounds and several antibacterial
preparations are licensed in our country and European Union. Among these compounds,
quinolone and tetracyclines are the most well known and important ones. Meanwhile, due to
the unprudent and widespread use of antibiotics, lead accummulation of antibiotics in water
environment and sediment for a long period of time leading resistance in the target and
nontarget microorganisms. Resistant microorganisms are transferred to other fish species and
aquatic organisms leading alteration of the ecological balance and cause health problems
among the consumers. Conservation of health and species diversity is paid attention with an
intente importance all around the world. Therefore, various studies are available for the
detection of antibiotic resistance in bacteria in Turkey and globally; meanwhile there are few
studies regarding the wild fishes. Studies available in Turkey were mostly conducted in
cultured wish with conventional methods such as disk diffusion and broth dilution; while much
susceptible and reliable molecular methods such as PCR are applied globally.

Samples of sea bass and gilt-head seabream as the most common cultured fishes in
Aegean region and wild fishes are collected for the isolation of Vibrio (Listonella)
anguillarum, and Vibrio alginoliticus isolation and identification (conventional-biochemical
and genotypical) to test the tetracyclin and quinolon resistance using PCR and develop a
resitance map for the tested fish species in the region. With this research, screening of the
resistance with fast and reliable methods for selecting the most reliable antibacterial drug
options would be evaluated; where the undesirable effects of these resistance on health and
environment would be minimised.

82 samples (40 seabass and 42 gilt-head seabream) were collected from cage breeders
and wild cought fishes at 30.10-03.11.2015; 07-17.04.2015; 15-27.06.2015 and 24.08-
07.09.2015 dates where different temperatures are recorded.

Identification of the bacteria were conducted using classical biochemical methods;
where V. anguillarum was isolated from 14 cage, 12 wild caught fishes; V. alginolyticus was
isolated from 35 cage and, 23 wild caught fishes. According to species specific identification
V. anguillarum was identified from 12 cage, 5 wild caught fishes; where V. alginolyticus was
identified from 29 cage and 19 wildcaught fishes. The common method for the selection of
drugs in the field, disk diffusion used in the study revealed that wild caught gilthead seabream
have tetracyclin resistance; whereas cage bred ones were more susceptible to oxolinic acid
than to enrofloxacin. In order to identify the effective concentration microplate dilution was
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used; where MIC values were found for OTC, OXO and ENR as 4, 1 and 0.5,
pg/mLrespectively for Vibrio alginolyticus ve 4,2,0,5 pg mL— Vibrio (Listonella)
anguillarum.

Molecular tests revealed the chromosal mutation leading gunolone resistance isolated
from Vibrio spp. Mutations in the 83th codon of gyrA was present in 6 samples where a
mutation in the 85th codon in parC was present in 1 sample. Efflux resistance genes of tetA,
tetB and tetD, along with tetM for ribosomal mutation were tested for tetracycline resistance,
the most common used antibiotic in aquaculture production having long lasting effects; where
tetA was found the most similar to other studies followed by tetB and tetM. Most samples
were positive for these tet genes as couples.

Along with its widespread antibiotic use, resistance were found to have increased; where
detection of resistance genes in wild caught animals as multiple resistance genes lead to
intensive precautionary measures to be taken seriously compulsory.

Keywords: Aegean Sea, Antibacterial resistance, Sea Bass, Seabream, PCR, Vibrio
(Listonella) anguillarum, Vibrio alginolyticus.
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