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OZET

Bu arastirmada, farkli kokenlere sahip Motil Aeromonas spp. (Aeromonas
hydrophila, A. sobria, A. caviae), Yersinia ruckeri ve Lactococcus garvieae
izolatlarmin  molekiiler Kkarakterizasyonu, antimikrobiyal duyarlhiliklar1 ve
antimikrobiyal direng gelisiminde rol oynayan genlerin tespiti yapilmustir.

Calismada hareketli Aeromonas, Y. ruckeri ve L. garvieae izolatlarinin
biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesinde klasik mikrobiyolojik testler (gram
boyama, hareketlilik, oksidaz, katalaz, O/F vb.) ve hizli teshis kitleri (API 20NE, API
32 STREPT ve APl 32E) kullanilmistir. Hareketli Aeromonas tiirlerinin
identifikasyonu gyrB bolgesinin dizi analizi ile Y. ruckeri ve L. garvieae izolatlarinin
identifikasyonu ise sirasiyla YER8-YER1O0, pLG primerleri kullanilarak PCR analizi
ile gergeklestirilmistir. Y. ruckeri ve L. garvieae izolatlariin genotiplendirilmesi
RAPD-PCR, hareketli Acromonas izolatlarinin genetik yakinliklart ise gyrB
bolgesinin dizi analizi ile (Bionumerics 7.0 yazilimi kullanilarak) yapilmistir. Ayrica
calismada kullanilan tiim izolatlarn sulfanomid, tetrasiklin, florfenikol ile
sulfamethoksazol-trimetoprim antimikrobiyallerinde minimum inhibitor
konsantrasyonlar: (MIK) ve bu antimikrobiyallere kars: gelistirdikleri diren¢ genleri
(PCR ve dizi analiziyle) tespit edilmistir.

Arastirmada 6 adedi iilkemizde ilk bildirim olmak iizere toplam 13 motil
Aeromonas tiirii, 18 farkli Y. ruckeri ve 5 farkli L. garvieae genotipi belirlenmistir.
Hareketli Aeromonas tiirlerinin yaygin olarak sulfanomid ve florfenikole; Y. ruckeri
izolatlarmin sulfanomid ve tetrasiklin’e; L. garvieae izolatlarinin ise sulfonamid ve
florfenikol’e direng gelistirmis oldugu gériilmiistiir. Ayrica Aeromonas tiirlerinde sull,
tetA, tetE, flor; Y. ruckeri izolatlarinda sull; L. garvieae izolatlarinda ise ermA ve tetS
genlerinin yaygin oldugu tespit edilmistir.

Anahtar sozciikler: Hareketli Aeromonas septisemi, Yersinia ruckeri, Lactococcus

garvieae, Antimikrobiyal direng
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ABSTRACT

“Determination of Antimicrobial senstivity and antimicrobial resistance genes
of Motile Aeromonads (Aeromonas hydrophila, A. sobria, A. caviae), Yersinia ruckeri
and Lactococcus garvieae in rainbow trout”

Determination of molecular characteristics, antimicrobial susceptibility and
resistance genes in motile Aeromonas spp. (Aeromonas hydrophila, A. sobria, A.
caviae), Yersinia ruckeri and Lactococcus garvieae isolates that isolated from different
origin were performed in this study.

The classical biochemical tests (gram stain, motility, oxidase, catalase, O/F
etc.) and rapid test kits (APl 20NE, API 32 STREPT ve API 32E) were used for
determination of biochemical characteristics of motile Aeromonas spp., Yersinia
ruckeri and Lactococcus garvieae isolates in our study. Identification of motile
Aeromonas isolates were performed with sequence analayses of gyrB gene region, Y.
ruckeri and L. garvieae isolates were identified with YER8-YER10, pLG primer pairs,
respectively. Yersinia ruckeri and Lactococcus garvieae isolates were genotyped using
RAPD-PCR method, and also motile Aeromonas isolates were genogrouped based on
sequence of gyrB gene region (using Bionumerics 7.0 software). Beside, all isolates
were investigated for susceptibility of sulfonamide, tetracycline, florfenicole and
sulfamethoxazole-trimetoprime using minimum inhibitor concentration (MIC) test and
antimicrobial resistance genes related to these compounds were detected using PCR
and sequence analyses.

There are 13 different motile Aeromonas species that were six of them firstly
reported in our country, 18 Y. ruckeri and 5 different L. garvieae genotype were
identified in this study. Motile Aeromonas species are commonly found in sulfanomide
and florfenicole; Y. ruckeri isolates to sulfanomide and tetracycline; L. garvieae
isolates were found resistance to sulphonamide and florfenicole. In addition, sull, tetA,
tetE, floR in Aeromonas species; sull in Y. ruckeri isolates; ermA and tetS genes in L.
garvieae isolates, were commonly detected resistance genes.

Keywords: Motile Aeromonas septicemia, Yersinia ruckeri, Lactococcus garvieae,

Antimicrobial resistance
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1. GIRIS

Tiirkiye’de yapilan akuakiiltiir tiretimi 1986 yilinda 3075 ton/yil iken, 2010
yilinda bu tretim 167.141 ton/yil’a ulagmistir. 2013 yilinda toplam su iiriinleri
tiretiminin (avcilik ve yetistiricilik) 607.515 ton/yil oldugu, bu iiretimin %38,4’iliniin
akuakltiir iiretiminden yapildig: bildirilmistir. Yetistiricilik yoluyla yapilan iiretimin
ise %52,7’sinin i¢ sulardan elde edildigi goriilmistiir. Akuakiiltiir iretimi en fazla Ege
bolgesi’nde yapilmakta olup (%55) sirasiyla Dogu Anadolu (%12), Akdeniz bolgesi
(%10), Karadeniz bolgesi (%9), i¢c Anadolu bélgesi (%8), Giineydogu Anadolu bélgesi
(%4) ve Marmara bolgesi (%2) izlemektedir.

Gokkusagi alabaligi iiretimi su kaynaklarinin daha verimli kullanilmasi, gelisen
teknoloji, Avrupa {ilkelerine ihra¢ edilen bir iiriin olmasit ve Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanliginin desteklemeleri ile son on yilda %130’dan fazla bir artis
gostermistir.

Tiirkiye’de gokkusagi alabaligi yetistiriciliginin farkli su sicakliklari, akarsu
tipleri (baraj, kaynak suyu, dere suyu gibi) ve yetistiricilik sartlarinda yapildig
goriilmektedir. Ozellikle su sicakligindaki ani degisim ve stres faktorlerinin arttig:
durumlarda firsatci patojen olan Aeromonas spp. enfeksiyonlari ortaya ¢ikmaktadir.
Aeromonas spp. bazi durumlarda primer etken olsa da genellikle sekonder enfeksiyon
olarak rapor edilmektedir. Alabalik isletmelerinde su sicakliginin arttigi ilkbahar
aylarinda (12-15°C) stres faktorlerinin de etkisiyle Yersinia ruckeri ve 6zellikle yaz
aylarinda su sicakliginin 15°C ve iizerine ¢iktig1 durumlarda ise Lactococcus garvieae
enfeksiyonlarinin yiiksek mortalite oranlarina sebep oldugu goriilmektedir.

Gokkusagr alabaligr yetistiriciligi  sektoriinde yaygin goriilen bakteriyel
hastaliklarin tedavi edilmesinde genellikle isletmelerde farkli antimikrobiyaller
kullanmaktadir. Ulkemizde ruhsatli 7 antimikrobiyal etken madde olmasia ragmen
bir¢ok hastalik salgininda ruhsatli olmayan antimikrobiyal bilesikler kullanilmaktadir.
Gokkusagr alabaligi isletmelerinde gelismis bir laboratuvar bulunmamakta ve
hastaliklarla  karsilasildiginda  genellikle antibiyogram testleri  yapilmadan

antimikrobiyal maddeler kullanilmaktadir.



Bu ¢aligmada; hareketli Aeromonas spp., Yersinia ruckeri ve Lactococcus
garvieae’nin genotiplendirilmesi ve antimikrobiyal direng gelisiminde rol oynayan
genlerin varligi ve yayginliginin belirlenmesi amaglanmustir.

Bu calismada; akuakiiltiir sektoriinde ortaya ¢ikan hastaliklarin hizli ve dogru
teshisinin yapilmasi, genetik 6zelliklerinin ve bolgeler arasi yayilimlarinin belirlenmis
olmast bundan sonraki c¢alismalarda bakteriyel hastaliklara karsi kontrol
programlarinin olusturulmasinda faydali olacaktir. Ayrica bu ¢alisma sonuglar
tilkemizde siklikla kullanilan antimikrobiyallere (sulfanomid, tetrasiklin, florfenikol)
kars1 gelisen direncin yaygin oldugunu gdstermis ve bu durum su iriinleri
yetistiricilerinin antimikrobiyal kullanimi hakkinda bilgilendirilmesi gerekliligini

ortaya koymustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Akuakiiltiir Uretimi

Gelecekte insan tiikketiminde hayvansal protein kaynaklarinin azalacak olmasi
ve yeni protein kaynaklarinin aranmasi, Diinya iizerinde akuakiiltiir {iretiminin hizli
biiyiimesini saglayan en onemli etkendir. Gegtigimiz 30 y1l boyunca avcilikla yapilan
balik¢ilik tiretimi 69 milyon ton’dan 93 milyon tona ulasmis ve ayni siire boyunca
akuakiiltiir iretimi tim diinyada 5 milyon tondan 63 milyon tona ulagmistir (Fao,
2012). Giiniimiizde balik eti, hayvansal protein kaynagmin %16.6’sin1 olustururken
insan tiiketimi i¢in gerekli olan toplam protein ihtiyacinin da %6.5’ini karsilamaktadir
(Fao, 2012). Balik eti doymus yaglar, karbonhidratlar ve kolesterol agisindan diisiik
besin igerigine sahipken gesitli vitaminler, minareller ve ¢oklu doymamis yag asitleri
gibi 6nemli besin maddelerini igermekle birlikte yiiksek oranlarda kaliteli bir protein
kaynagidir (Fao, 2012). Boylelikle az miktarlarda tiiketim olsa bile yetersiz
beslenmeye sahip toplumlar i¢cin balik iirlinleri giivenli ve besleyici gida olma
Ozelligini tasimaktadir. Gelismekte olan iilkelerde birgok balik ¢iftligi kiigiik aile
isletmesi tarzinda kurulmustur. Gida ve Tarim Toplulugu (FAQO) 55 milyon insanin
balik ihtiyacin1 avcilik yoluyla sagladigini bildirmistir (Fao, 2012). Son yirmi yilda
global akuakiiltiir iiretimi hizli bir gelisim gostermis ve biiylikbas yetistiriciliginin
Oniline gegmistir (Jennings ve ark., 2016). Akuakiiltiir {iretiminin hizla artmasina
ragmen llkesel balik¢ilik politikalar1 ve denizlerde bulunan balik popiilasyonlarinin
her y1l degismesiyle birlikte avcilik yoluyla iiretim siireklilik saglamamaktadir. FAO
tarafindan rapor edilen global avcilik ile balik tiretim verileri 2000 yilindan beri 90
milyon ton civarlarinda dalgalanmakta iken, akuakiiltiir tiretimi 64 milyon ton artis
gostermistir (Fao, 2014). Basta A.B.D. olmak iizere ¢ok sayida Avrupa lilkesi ve
Tiirkiye’de akuakdiltiir sistemlerinde iiretimin artmasinda; teknolojinin gelismesi,
otomasyon ve sektorde is imkanilarinin artmasinin 6énemli katkis1 olmustur (Jennings
ve ark., 2016).

Tiirkiye gibi gelismekte olan lilkelerin ortak sorunu olan lretim, gelir ve
istthdam diisiikliigli gibi makro diizeydeki aksakliklar, beslenme ve tiiketim
aligkanliklarinin degisimini zorunlu kilmakta, tiiketici talebinin de nispeten pahali olan

hayvansal {iriinler yerine bitkisel iiriinlere dogru yonelmesine yol agmaktadir. Nitekim



Tiirkiye’de giinliik kisi basi tiiketilen toplam protein miktar1 104 g olup bunun
%30’unu hayvansal kaynakli proteinler olustururken %70’ini bitkisel kaynaklilar
olusturmaktadir (Fao, 2015). Bu durum gelismis iilkelerde hayvansal protein lehinedir.
Tirkiye’de yeterli/dengeli beslenme adina eksik olan ve artirilmasi gereken hayvansal
protein tiikketimidir (Saridzkan ve Akgay, 2014). Ciinkii iilkeler arasinda gelismislik
karsilagtirilmast yapilirken kullanilan kriterlerden birisi de hayvansal protein tiikketim
diizeyidir. Diinya’da 2013 yilinda 92,6 milyon ton (%56,9) avcilik ve 70,2 milyon ton
(%43,1) yetistiricilik yoluyla olmak tizere toplam 162,8 milyon ton su tiriinleri tiretimi
gerceklestirilmistir (Tiik, 2015). Su iriinleri yetistiriciligi yillik ortalama %8 (%1-
%13 arasinda) biiylimektedir. Tirkiye’de akuakiiltiir yetistiriciliginin %56’s1n1
gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), % 29’unu levrek (Dicentrarchus labrax)
ve %]15’ini ¢ipura (Sparus aurata) olusturmaktadir (Akova, 2015). Akuakiiltiir tiretimi
tilkemizde en yaygin Ege bolgesi olmak tizere (%55), Dogu Anadolu (%12), Akdeniz
bolgesi (%10), Karadeniz bdlgesi (%9), i¢ Anadolu bolgesi (%8), Giineydogu Anadolu
bolgesi (%4) ve Marmara bolgesi (%2)’nde yapilmaktadir (Akova, 2015). Son 10 yilda
yetistiricilikteki toplam tiretim miktar1 %99 artig gostererek neredeyse 2 katina
cikmigtir. En yiiksek tiretim artis1 alabalikta (%130) daha sonra ¢ipura (%100) ve
levrekte (9%52) gerceklesmistir. Ancak, avcilik yoluyla gergeklesen iiretimde yillik
ortalama % 2,3 azalma oldugu goriilmektedir (Sari6zkan, 2016). Tiirkiye mevcut
liretimi ile Diinya’da 30’lu siralarda iken Avrupa’da 6. siradadir. Tiirkiye Istatistik
kurumunun 2013 verilerine gore Tiirkiye’de 607,515 ton balik¢ilik {iriinii hasat
edilmistir (Tuik, 2014). Tirkiye’de 479.708,3 ton balik tilketimi mevcutken, 87.896,2
tonu islenmis (balik unu ve balik yagi) ve 6.378,1 tonu ise atik olarak

degerlendirilmistir (Akova, 2015).

2.2 Akuakiiltiirde Sorun Olan Onemli Bakteriyel Hastahklar

Akuakiltiiriin hizla gelismesi ve artan balik tiretimiyle birlikte hastaliklardan
kaynaklanan yillik ekonomik kayiplar da artmis ve bu giin diinya ¢apinda balik
hastaliklarindan kaynaklanan ekonomik kayiplar milyar dolarlara ulasmistir
(Subasinghe ve ark., 2001). Akuakiiltiir endiistrisini etkileyen en 6nemli hastaliklar
bakteri, mantar, virlis ve parazitlerden kaynaklanmaktadir (Khoo, 2000; Ramaiah,
2006; Brooker ve ark., 2007; Guo ve Woo, 2009; Jacobs ve ark., 2009; Birkbeck ve



ark., 2011; Frans ve ark., 2011; Wang, 2011; Gomez-Casado ve ark., 2011; Ransangan
ve ark., 2011; Oidtmann ve Stentiford, 2011; Vega-Heredia ve ark., 2012). Bakteriyel
etkenlerin canli disinda da uzun siire canli kalabilmeleri akuatik gevre agisindan biiyiik
bir risk olusturmaktadir (Klesius ve Pridgeon, 2011). Akuatik hayvanlarda mortalite
olusturan en 6nemli bakteriler; Gram negatif 6zellikte olan Aeromonas, Edwardsiella,
Flavobacterium, Francisella, Photobacterium, Piscirickettsia, Pseudomonas,
Tenacibaculum, Vibrio ve Yersinia tiirleri ile Gram Pozitif karakter goésteren
Lactococcus, Renibacterium ve Streptococcus tiirleridir. (Klesius ve Pridgeon, 2011).
Deniz baliklarinda oldugu gibi tilapia, kedi baligi, sazan, alabalik, somon, ¢ipura,
levrek, mersin balig1 ve yilan balig vs. tatli su baliklar1 da bakteriyel hastaliklardan
etkilenmektedir. Ornegin Cin’de 1990-1992 yillar1 arasinda A. hydrophila, Y. ruckeri
ve Vibrio. fluvialis patojenlerinden kaynaklanan yillik ekonomik kayip 120 milyon
dolar olarak hesaplanirken 2009 yilinda akuakiiltiir tiretimi ancak 105,3 milyon dolar
olarak hesaplanmigtir (Wei, 2002; Subasinghe, 2005). Motil Aeromonas septisemi
(MAS) genellikle baliklarda firsat¢1 patojen olarak diisiiniilse de A. hydrophila basta
olmak iizere gesitli Aeromonas tiirlerinin de enfeksiyon olusturdugu, mortalite ve
salginlarda primer etken oldugu belirlenmistir (Faisal ve ark., 1989; Fang ve ark.,
2004; Nielsen ve ark., 2001; Pathiratne ve ark., 1994; Yambot, 1998; Xia ve ark.,
2004). Amerika’nin Kuzey Alabama eyaletinde 2009 ve 2010 yillarinda ¢ikan A.
hydrophila salginlarinda ekonomik kaybin 3 milyon dolar oldugu tahmin edilmektedir
(Pridgeon ve Klesius, 2011a). Bu salginlardan izole edilen A. hydrophila izolatlariyla
yapilan viriilens ¢alismalarinda etkenin kanal kedi baliklarinda oldukg¢a viriilent
oldugu ve LDso degerlerinin 2x10? CFU/balik’dan daha diisiik oldugu tespit edilmistir
(Pridgeon ve Klesius, 2011a). A. hydrophila basta olmak iizere A. caviae, A. sobria ve
A. media gibi hareketli Aeromonas tiirleri yiiksek genetik heterogenezis gosterdikleri
i¢in; bu hastaliklara kars1 koruyucu as1 ve probiyotik gibi profilaktif uygulamalar da
hastaligin kontrolii agisindan zorluk olusturmaktadir (Poobalane ve ark., 2010).
Ulkemizde gokkusag alabalig: iiretimi (O. mykiss, Walbaum) 2014 yilinda 113 bin
tona ulasmistir (BSGM 2016). Ulkemizde artan iiretim ile birlikte alabalik
yetistiriciliginde goriilen bakteriyel hastaliklardan L. garvieae, Y. ruckeri ve hareketli
Aeromonas septisemi etkenleri yaygin oalrak izole edilmistir (Cagirgan ve
Yireklitiirk, 1991; Diler ve ark., 2002; Altun ve ark., 2013a; Altun ve ark., 2013b).



Ulkemizde A. hydrophila ilk olarak Eskisehirdeki bir gokkusagi alabalig
isletmesinden izole edilmistir (Baran ve ark., 1980). Daha sonra etken Tiirkiye’nin
farkli bolgelerindeki ¢ipura, levrek, yilan balig1, sazan, mersin baligi, istavrit gibi farkl
balik tiirlerinden de rapor edilmistir (Tel ve ark., 2007; Ozturk ve ark., 2007; Aksoy,
2009; Durmaz ve Turk, 2009; Korun ve Toprak, 2010; Timur ve ark., 2010; Boran ve
ark., 2013). Hareketli Aeromonas septisemi etkenlerinden olan A. sobria iilkemizde
ilk olarak Karadenizde yetistiriciligi yapilan Atlantik salmon (Salmo salar), gékkusagi
alabaligi, ¢ipura ve levrekten izole edilmistir (Karatas, 1996; Korun ve Toprak, 2010;
Avsever ve ark., 2012). 1k olarak Keban Baraji’ndan izole edilen A. caviae (Muz ve
ark., 1995) sonraki yillarda gokkusagi alabaligi, Atlantik salmon ve bazi akvaryum
baliklarindan da rapor edilmistir (Candan ve ark., 1995; Timur ve ark., 2003; Korun
ve Toprak, 2010). Akayli ve ark., (2011); Akdeniz Boélgesi’nde gokkusagi
alabaliklarinda karsilasilan mortalitelerde A. schubertii etkenini izole etmistir.

Ulkemizdeki gokkusagi alabaliklarinda  hareketli ~ Aeromonas  spp.
Enfeksiyonlari, genellikle Y. ruckeri ve L. garvieae enfeksiyonlari ile birlikte rapor
edilmektedir. Y. ruckeri ilk olarak Akdeniz Bdlgesinde yetistirilen gokkusagi
alabaliklarinda goriilen hastalik salginindan izole edilmistir (Timur ve Timur, 1991).
Enfeksiyon daha sonra Malatya, Elazig, Bursa ve Yalova’dan da izole edilmis ve
mortalitelere neden oldugu bildirilmistir (Savas ve Ture, 2007; Ozer ve ark., 2008;
Altun ve ark., 2010; Seker ve ark., 2012).

Altinok ve ark., (2016) farkli cografik kokenli Y. ruckeri izolatlar1 tizerinde yaptiklari
calismada suslarin biyokimyasal olarak heterojenite gosterdigini, dis membran
proteinlerinin incelenmesi sonucunda ise 4 farkli gruba ayrildigini ve Tiirkiye
izolatlarinin kendi aralarinda % 86,03 benzerlik gosterdigini tespit etmislerdir. Altun
ve ark., (2013a) Y. ruckeri’nin fenotipik ve biyokimyasal farkliliklar1 tizerine
yaptiklar1 ¢alismada izolatlar arasinda ¢ok farkli biyokimyasal 6zellikler goriildiigiinii,
genotiplendirme ¢alismalarinda ise 17 adet Y. ruckeri’nin 5 farkli genotipe ayrildigini
tespit etmislerdir. Seker ve ark., (2012) Elazig ve Malatya bolgesindeki alabalik
isletmelerinde yaptiklar1 ¢alismalarda isletmelerin %52,9’unun Y. ruckeri ile enfekte
ya da tastyicist oldugunu tespit etmislerdir. Aymi ¢alismada yetiskin baliklarda geng

baliklara oranla Y. ruckeri goriilme oraninin daha yaygin oldugu tespit edilmistir.



L. garvieae akuakiiltirde konak seciciligi az olan patojenlerden biri olup
zoonoz ozellik gostermektedir. Bu etkenin insanlarda tiriner, dolasim, deri ve solunum
sistemi enfeksiyonlarindan, endokardiditis ve karaciger apsesine sahip olan
immunsupresif hastalardan izole edildigi rapor edilmistir (Elliot ve ark., 1991; Fefer
ve ark., 1998; James ve ark., 2000; Mofredj ve ark., 2000; Fihman ve ark., 2006).
Ayrica yaygin olarak tiiketilen inek ve keci peyniri gibi 6nemli gidalar ve sebzelerden
de izole edilmistir (Foschino ve ark., 2006; Kawanishi ve ark., 2007; Fernandez ve
ark., 2010). ilk olarak mastitisli ineklerden izole edilen L. garvieae sonraki yillarda
tatlt su ve deniz baliklarinin yani sira kedi, kopek, kurbagalardan da izole edilmistir
(Fihman ve ark., 2006; Kubota ve ark., 2010; Mendoza ve ark., 2012; Russo ve ark.,
2012). Avrupa’da L. garvieae 'nin baliklarda ilk salgindan sonra bir¢ok farkli iilke ve
balik tiiriinde izole edildigi bildirilmistir. Ik izolasyonu takiben sonraki yillarda
hastalik genis bir cografik dagilim gostererek Italya, Avusturalya, Giiney Afrika,
Tayvan ve Tiirkiye’de de birgok balik isletmesinden rapor edilmistir (Ghittino ve
Prearo, 1992; Carson ve ark., 1993; Diler ve ark., 2002). L. garvieae kaynakli
ekonomik kayiplar gokkusagi alabaligi ¢ifltliklerinde total {iretimin % 50-80’ine
ulagabilmektedir (Itami ve ark., 1996).

Ulkemizde yaz aylarmm sicak gectizi Ege Bolgesi basta olmak iizere
Tiirkiye’nin birgok bolgesinde yaygin olan L. garvieae enfeksiyonu ilk olarak Diler ve
ark., (2002) tarafindan rapor edilmistir. Enfeksiyonun ilk bildiriminden sonraki
yillarda Dogu Karadeniz Bolgesi de dahil olmak iizere birgok bolgede goriilmesi
etkenin hizli yayilim gosterdigini ortaya koymustur (Kubilay ve ark., 2005; Savas ve
Ture, 2007; Ozer ve ark., 2008; Timur ve ark., 2011; Altun ve ark., 2013b).

Diinyada ve iilkemizde akuakiiltiirdeki hizli biiyiime beraberinde hastalik
salgilarinin da artis gostermistir. Akuakiiltirde karsilasilan bakteriyel orijinli
salginlara kars1 miicadelede bir¢ok tilkede halen daha yogun miktarda antimikrobiyal
kullanildig: bildirilmektedir. Ornegin Norveg’te bir yilda iiretilen her bir ton balik igin
0.8g, Ingiltere’de 11.7g, Kanada’da 175g ve Sili’de 1400g antimikrobiyal kullanildig
rapor edilmistir (Burridge Les ve ark., 2005; SalmonChile, 2008; Gomez C, 2009;
Millanao ve ark., 2011;). Baliklarin stok yogunluklarinin fazla olmasi, karasal

sulardaki balik ¢iftliklerinin artmasi, isletmelerde hijyen ve sanitasyonun yetersiz



olmasi ve lilke igerisinde balik hareketlerinin iyi kontrol edilmemesi enfeksiyonlarin
hizla yayilmasina neden olmaktadir (Naylor ve ark., 2000; Naylor ve Burke, 2005).

Akuakiiltirde hijyen ve sanitasyon uygulamalarindaki yetersizlikler
antimikrobiyal kullanimini da arttirmistir (Grave ve ark., 1996; Cabello, 2006; Sorum,
2006). Antimikrobiyallerin yogun kullaniminin énemli olumsuz etkilerinden birisi de
antibiyotiklerin su kaynaklart ile cevreye, insanlara ve karasal ekosisteme yayilmasidir
(Haya ve ark., 2000; Boxall ve ark., 2004; Naylor ve Burke, 2005). Karasal evcil
hayvanlarda oldugu gibi akuakiiltiirde de antimikrobiyallerin yaygin kullanimi, balik
ve g¢evresel patojenlere karsi antimikrobiyal direng gelisimine neden olmaktadir
(Angulo ve Griffin, 2000; Rhodes ve ark., 2000a; Rhodes ve ark., 2000b; Witte, 2000;
Miranda ve Zemelman, 2002a; Miranda ve Zemelman, 2002b; Petersen ve ark.,2002;
Angulo ve ark., 2004; Alcaide ve ark.,2005).

Balik patojenlerinde antimikrobiyal direncin ortaya c¢ikmasi akuakiiltiirde
profilaktik amacla kullanilan antimikrobiyallerin etkisinin azalmasina, antimikrobiyal
direng gelistirmis olan patojenlerin ve direng genlerinin karasal hayvanlara, insanlara
gecisine neden olmaktadir (L’ Abee-Lund ve Sorum, 2001; Sorum, 2006). Profilaktik
amagcla kullanilan baz1 antimikrobiyaller baliklarda immun sistemin baskilanmasina
neden olmakta ve buna bagli olarak enfeksiyonlarin olusumuna yol agmaktadir
(Barton ve lwama, 1991; Naylor ve Burke, 2005; Cabello, 2006).

Antimikrobiyaller baliklara genellikle oral, banyo ve enjeksiyon yontemiyle
verilmektedir (Markestad ve Grave, 1997; Sorum, 2006). Antimikrobiyallerin
kontamine balik yemleri (tiiketilmeyen), balik digkilari ile sedimentte birikmesi ilag
kalintilarinin farkli bolgelere yayilimina yol agmaktadir. Boylece ¢evreye ulagan bu
antimikrobiyal kalintilar basta kabuklu canlilar olmak iizere yabani baliklara da
ulagabilmektedir (Hektoen ve ark., 1995; Kerry ve ark., 1996; Coyne ve ark., 1997;
Holten ve ark., 1999; Guardabassi ve ark., 2000a; Sorum ve L’Abée-Lund, 2002;
Boxall ve ark., 2004).

Akuakiiltiirde hastaliklarin tedavisinde oncelikle ruhsatli antimikrobiyaller
kullanilmali ancak antibiyogram sonuglarma gore bu ilaglarin etkisiz oldugu
durumlarda Veteriner Hekimler tarafindan etiket disi antimikrobiyaller regete
edilmelidir. Bu amagla Amerika’da Gida ve Ilag¢ Uygulama toplulugu tarafindan

akuakiltirde kullanilmak lizere oksitetrasiklin, florfenikol ve



sulfadimetoksin/ormetoprim kombinasyonu ruhsatlandirilmistir (Cabello ve ark.,
2013; Van Boeckel ve ark., 2015). Ulkemizde de kiiltiir balik¢ilig1 igin florfenikol,
oksitetrasiklin, enrofloksasin, sulfamethoksazol-trimetoprim ve amoksisillin
ruhsatlandirilmistir. Antimikrobiyaller genellikle baliklarin yemlerine karistirilarak
kullanilmaktadir. Oral kullanimda antimikrobiyallerin tamami balik tarafindan
alinamamakta bdylece ilaglarin bir kismi ortama (akarsu, deniz ya da gol) gegmektedir
(Burridge ve ark., 2010). Antimikrobiyal direncin yayilimindan énemli olan faktorler
ve antimikrobiyallerin kontaminasyon yolu sekil 1’de verilmistir. Antimikrobiyallerin
bilingsiz kullaniminin oniine gegilebilmesi i¢in yalnizca Veteriner Hekim kontoliinde
ilag kullanimima miisaade verilmelidir. Miranda ve Zemelman (2002b) bir salmon
isletmesinde yiiriittiikkleri ¢alismada; havuzlarin ¢ikis suyundan alinan 6rneklerden
izole edilen bakterilerin %8-69’unun oksitetrasikline direngli olduklarini tespit
etmiglerdir. Aynmi arastirmada ilging olarak havuzlarin giris suyundan izole edilen
bakterilerin ise %0-16’sinin oksitetrasikline direngli oldugu bildirilmistir. Akinbowale
ve ark., (2007) oksitetrasiklin direncinin (tetR) yayiliminda baliklarin yasadiklar
ortamin (tank yiizeyi, kuluckahane suyunun) ve ortama bagl olarak sekillenen
floranin (deri, barsagin) rol oynadiklarini saptamistir.

Antimikrobiyal ajanlar genellikle bir bakteri popiilasyonunda etkenlerin hedef
protein bolgelerini bozarak bakterilerin liremesini durdurarak (bakteriostatik) ya da
bakterileri oldiirerek (bakterisidal) etki eder. Bakterilerin hiicre duvart yapisinin
degismesi, hiicre duvar1 gegirgenliginin azalmasi ya da hiicre duvarinda bulunan disa
atim pompasinin aktivasyonu, bakteri kromozomlarinda noktasal mutasyon, DNA ve
proteinlerin yapisint bozarak hiicre duvar1 sentezinin bozulmasi, enzimatik
inaktivasyon gibi etkilerle antimikrobiyallere kars1 direng gelisir. Beta-laktam ya da
glikopeptitler gibi bazi antimikrobiyaller bakterilerin hiicre duvari sentezini inhibe
ederek bakteriyostatik etki gosterirler. Makrolid, aminoglikozid, tetrasiklin ve
kloramfenikoller gibi bazi antimikrobiyal ajanlar ise bakterilerin protein sentezini
durdurarak gelismelerini dnler ve boylelikle bakteriyostatik etki gosterirler (Carpenter
ve Chambers, 2004; Romero ve ark., 2012).

Transformasyonda bakteriler direng genlerini dis ortamdan alirlarlarken
transdiiksiyonda bakteriler diren¢ genlerini viral bir DNA’dan (bakteriyofaj) alirlar.

Konjugasyonda ise bakteriler direng genleri ya da plazmidleri hiicreler arasi direkt



baglanti ile alirlar. Bu ayni tiir bakteriler arasinda olabilecegi gibi farkl: tiir bakteriler
arasinda da olabilmektedir. Bakteriler arasinda direng genlerinin taginmasinda
genellikle transpozonlar ve plazmidler rol oynar. Transpozonlar hareketli genetik
elementlerdir ve plazmidler aracili ile tasinirlar. Bakteriler arasinda tasman bu
hareketli genetik elementler mikroorganizmlarin antimikrobiyallerin etkinligini
azaltacak enzimler salgilamasina (beta laktamaz gibi), hiicre duvarlarinda bulunan disa
attm pompasinin aktivasyonuna, hiicre duvarlarinda bulunan antimikrobiyal baglanma
reseptorlerinin engellenmesine ya da antimikrobiyallerin hiicre i¢ine alinmasina etki
ederek mikroorganizmalarin antimikrobiyallere kars1 diren¢ kazanmalarina neden olur
(Kumarasamy ve ark., 2010). Ayrica ribozomlar (RNA ya da proteinler) mutasyon,
fiziksel ya da kimyasal degisikliklere ugrayarak antimikrobiyal etkilerinden
korunurlar. Boylelikle duyarl bir bakteri direngli hale gelmis olur.

Bakteriler arasinda antimikrobiyal direncin yayilimi baslica horizontal gen transferi
(HGT) ile olusmaktadir. Bakteriler arasinda horizontal gen transferi konjugasyon,
transdiiksiyon ve dogal transformasyon olarak 3 farkli yol ile olmaktadir. Konjugasyon
plazmid iizerinde hareketli genetik elementlerin alic1 hiicreye transferi ile (integronlar,
transpozonlar, gene kasetleri gibi) gerceklesmektedir. Transdiiksiyon ile gen
transferinde direng genleri plazmidler araciligi ile alict hiicrelere aktarilirlar. Dogal
transformasyonda ise bakterilerin ¢evrede bulunan serbest direng genlerini hiicre i¢ine
alarak bu genlerin bakteri DNA’larma entegrasyonu sonucu diren¢ kazanmasi ile
olugsmaktadir (Lorenz ve Wackernagel, 1994). Dogal transformasyon ile direng
kazanimda bakteriler yan yana gelerek kendi aralarinda gen aktarimi ile olabilirken
bakterilerin yasadig1 ortamda bulunan diren¢ genlerinin hiicre icerisine alinmasi ile de

gerceklesebilmektedir (Thomas ve Nielsen, 2005).
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Sekil 1. Antimikrobiyal ajanlarin balik ¢iftligindeki yayilimimin sematik gériiniimi

Seyfried ve ark., (2010) ise; daha Once tetrasiklin tedavi ge¢misi olmayan bir
balik isletmesinden izole edilen bakterilerde tetR tespit etmislerdir. Bununla birlikte
akuatik ortamdan horizontal gen transferi araciligi ile insan ve diger karasal hayvan
patojenlerine direng genlerinin aktarilabildigi rapor edilmistir (Rhodes ve ark., 2000a;
Rhodes ve ark., 2000b; L’Abee- Lund ve Sorum, 2001; Sorum, 2006). Akuatik ve
karasal hayvanlar arasinda gen aktarimlart olabildigi gibi baliklarin tatli sulardan
okyanuslara taginmasi ile de gen aktarimi olabilmektedir (Naylor ve Burke, 2005;
Cabello, 2006). Ayrica bu alanda yapilan epidemiyolojik ve molekiiler ¢aligmalar
Aeromonas gibi firsat¢i patojenlerin antimikrobiyal direng genlerini insanlardan izole
edilen Escherichia coli gibi patojenlere aktarilabildigini ortaya koymustur (Rhodes ve
ark., 2000a; Rhodes ve ark., 2000b; L’ Abee-Lund ve Sorum, 2001; Sorum ve L’ Abée-
Lund, 2002; Sorum, 2006). Bu kapsamda yapilan ¢galismalarda da tetrasiklin direncini
iceren plazmidlerin A. salmonicida araciligiyla farkli iilkelerde insanlardan izole
edilen A. hydrophila, A. caviae ve E. coli gibi patojenlere aktarildigi rapor edilmistir
(Rhodes ve ark., 2000a). Ayrica epidemiyolojik ve molekiiler caligmalar, A.

salmonicida da trimetoprim, sulfanomid ve streptomisin direncinden sorumlu
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plasmidin (sinif 1 integron) E. coli ve Salmonella’ya transfer potansiyelinin yiiksek
oldugunu gostermistir (Sorum ve L’Abee-Lund, 2002; Sorum, 2006). Sulfonamid
direncinin (sull) A. salmonicida’nin yami sira bitikilerden izole edilen Erwinia,
insanlardan izole edilen V. cholerae ve E. coli gibi patojenlerde de tespit edildigi
bildirilmistir (L’ Abee-Lund ve Sorum, 2001; Sorum, 2006). Florfenikol direncinden
sorumlu floR geni ilk olarak balik patojeni olan V. damsela’dan izole edilmistir
(Bolton ve ark., 1999). Baliklarda ilk olarak V. anguillarum’da tespit edilen tetrasiklin
direng geninin (smif G) Salmonella araciligi ile tasindig1 bildirilmistir.
Antimikrobiyal direng iizerine yapilan ¢aligmalar; insanlar, karasal ve akuatik
hayvanlar arasinda antimikrobiyal diren¢ genlerinin aktarildigini gostermistir (Kim ve

Aoki, 1993; Briggs ve Fratamico, 1999; Angulo ve Griffin, 2000).

2.2.1 Hareketli Aeromonas Septisemi

2.2.1.1 Tarihce
Aeromonas ilk olarak 1954 yilinda insan patojeni olarak (kan, akciger,

karaciger, dalak, idrar, serebrospinal sivi ve immun sistemi baskilanmis bir kadinin
kas dokusundan) izole edilmistir (Caselitz, 1996). Sonraki yillarda insanlarda
Aeromonas enfeksiyonlari gastroenteritis vakalarinda da rapor edilmistir. Aeromonas
genusu; 22-25°C’de iireyebilen, cogunlukla sogukkanli canlilari (siiriingen ve baliklar)
enfekte eden psikrofilik hareketsiz tiirler ve 35-37°C’de iireyen hareketli mezofilik
tirler olarak iki gruba ayrilmaktadir (Holt, 1994). Hareketli mezofilik Aeromonas
tirleri  genellikle insanlarda da hastalik yapan tiirleri kapsamaktadir.
Aeromonadaceae’nin en genis tanimlamasi son 15 yilda yapilmistir. Keza 2000’li
yillardan sonra A. diversa, A. fluvialis, A. taiwanensis ve A. sanarelli gibi yeni tiirlerde
tespit edilmistir (Alperi 2010a; Alperi 2010b; Janda ve Abbott, 2010; Minana-Galbis

ve ark., 2010). Aeromonas genusunun kronolojik gelisimi tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Aeromonas genusunun 6nemli tarihsel gelisim donemleri
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Tarih Onemli gelismeler Yorum Kaynak
1891 Genus iliskili kurbagalarin bakteriyel —Isolata  iliskin  bir  kiiltir  yok; Ewing ve ark., 1961
hastalig1 (“kizil bacak™) Aeromonas 'dan siipheleniliyor
: . - Stanier ve ark.,
1943 A. hydrophila olarak belirlenen tiiriin . R
siniflandirilmasi ve taksonomisi Polar flagella ile koklardan ayrilmas1 1943
1951 Bu genusun insan enfeksiyonlar: ile ilk  Aeromonas otopsi orneklerikden izole Caselitz ve ark,
baglantisi (akut metastatik myositis) edilmistir 1996.
1968 Cesitli insan enfeksiyonlarinda Aeromonas Kare.lc1ge.r hastaliklar .111$.k1.1 ! von Graevenitz ve
< septisemilerden 28 olgu rapor edilmistir
genusunun tanimlandi@: ilk kapsamli rapor ; ark., 1968.
(Laennec sirozu)
1981 Genus igerisinde farkli mezofilik tiirlerin 55 sus tizerinde DNA iliskili ¢aligmalar Popoff ve ark.,
tespit edilmesi yapilmustir 1981
1986 Aeromonas filogenetik olarak 58S ve 16S rRNA gen sekansina dayali yeni Colwell ve ark.,
Vibriolardan ayrilmasi aile olusturulmustur (Aeromonadaceae) 1986
Genusa ait tiirlerin  tipik  susunun -
2006 A. hydrophila ATCC 7966’nin tiim genom  belirlenmesi; hareketli pargalarda akiciligin Seshadri ve ark.,

sekansi (4,7 Mb)

olmayisi; cevresel metabolik igerige gore

2006

ipuglari

1970’lerden sonraki calismalarda Paris Pastor Enstitiisii, Atlanta Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC), Washington Walter Reed Arastirma Enstitiisii
gibi arastirma kurumlart DNA bazli ¢alismalarla mezofilik Aeromonas grubu tekrar
smiflandirmistir (Janda ve Abbott, 2010). Fakat DNA hibridizasyon calismalart ile
mezofilik gruba ait olan (A. hydrophila, A. sobria ve A. caviae) tiirlerinin genetik
farkliliklar1 tanimlanamadigindan hibridizasyon grubu (HGs) olusturulmustur.
Biyokmiyasal ozellikleri yoniiyle de farklilik tespit edilemeyen bu tiirler i¢in tam
olarak bir isimlendirme yapilamadigindan bahsedilen HGs grubu referans suslar ile
temsil edilmistir. Hibridizasyon gruplart belirlenen tiirler ya rakamlarla
gruplandirilmis (A. hydrophila HG1) ya da gruplandirilamayan referans suslar
Aeromonas spp. olarak isimlendirilmistir. Pastor Enstitiisii ve CDC yaptiklar
incelemelerde olusturulan hibridizasyon gruplarin1 12 HGs grubuna ayirmistir. Daha
sonraki c¢alismalarda bazi Aeromonas tiirlerinin ayriminda biyokimyasal 6zellikler
kullanilmis ve buna gore A. trota (VVoges-Proskauer (VP) negatif, ampisillin duyarl),
A. jandaei (sukroz negatif) gibi yeni isimlendirmeler yapilmistir (Carnahan, 1993).

Yakin zamanda yapilan genetik ¢alismalarda yedi Aeromonas kompleks tiiriiden
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yalnizca 3’1 (A. molluscorum, A. aquariorum ve A. tecta) ayrintili analizleri yapilarak
identifiye edilebilmistir (Piotrowska ve Popowska, 2014).

Su hayvanlarinda goriilen patojen Aeromonas tiirleri igerisinde yaygin olarak
A. bestiarum, A. hydrophila subsp. dhakensis, A. sobria biovar sobria ve A. veronii
biovar sobria ‘yer almaktadir (Orozova ve ark., 2009). Martinez ve ark., (2009)
tarafindan A. hydrophila subsp. dhakensis olarak tanimlanan tiir A. aquariorum olarak
tekrar isimlendirilmistir (Martinez-Murcia ve ark., 2009). Su hayvanlarindan izole
edilen ve patogenezisleri tam olarak bilinmeyen Aeromonas tiirleri akuakiiltiirde
enfeksiyon vakalarindan siklikla rapor edilmektedir. Ornegin Beaz-Figueras ve ark.,
(2010) 6nemli bir patoloji gostermeyen baliklardan A. bestiarum, A. hydrophila, A.
media, A. piscicola, A. salmonicida ve A. sobria izole etmistir. Fakat A. piscicola hasta
baliklarda izole edilen yeni bir tiir olmustur (Yanez ve ark., 2003; Austin ve Austin,,
2016; Beaz-Hidalgo ve ark., 2009).

Aeromonas tiirlerinin kendi aralarinda ve diger genuslar arasindaki genetik
iligkilerin filogenetik olarak belirlenmesinde ¢ok sayida gen bolgesi arastirilmistir.
Aeromonas tiirlerinin ayriminda yaygin kullanilan genler arasinda yaklasik
uzunluklar1 1.000 ila 1.500bp arasinda degisen 16S rRNA, gyrB (DNA giraz B-alt
linitesi), rpoD (O70 factor), rpoB, B-alt iinite (DNA bagli RNA polimeraz) ve dnal (1s1
soklu protein 40) genleri yer almaktadir (Yanez ve ark., 2003; Soler ve ark., 2004;
Thompson ve ark., 2004; Morandi ve ark., 2005; Kupfer ve ark., 2006; Saavedra ve
ark., 2006; Nhung ve ark., 2007; Adekambi ve ark., 2008; Minana-Galbis ve ark.,
2009). Yapilan ¢ok sayidaki arastirmada 16S rRNA gen sekans sonuglarinin korunmus
gen bolgelerinden daha az ayrim giiciine sahip oldugu bildirilmistir. Korunmus gen
bolgeleriyle (gyrB, rpoD ve dnal) yapilan sekans analizlerinde benzerlik oranlar1 %89;
%92 gibi belirlenirken, 16S rRNA gen bolgesinden yapilan sekans analizlerinde
benzerlik %98.7 oldugu belirtilmistir (Nhung ve ark., 2007). Yanez ve ark., (2003) A.
trota ve 4. caviae'nin ayriminda gyrB gen bolgesinin 57 ila 69 baz ¢iftlik farklik
gosterdigi ancak 16S rRNA gen bolgesi kullanildiginda ise tek bir niikleotid farklilikla
birbirinden ayrildigini belirlemislerdir (Yanez ve ark., 2003).

2000’11 yillardan sonra Aeromonas tiirlerinin belirlenmesine yonelik c¢ok
sayida ¢alisma yapilmasina ragmen A. encheleia HG11, A. veronii ve A. ichthiosmia/A.

allosaccharophila/A. culicicola tiirlerin taksonomileri halen tam olarak agikliga
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kavusturulamamistir (Janda ve Abbott, 2010). Aeromonas genusunda yer alan A.
schubertii tiiriiniin bu genus igerisinde en uzak benzerlige sahip oldugu belirlenmistir
(Nhung ve ark., 2007; Yanez ve ark., 2003).

Aeromonas tiirleri 2000’1i yillar sonrasi; A. hydrophila [2 alt tiire ayrilmis
(hydrophila ve ranae)], A. bestiarum, A. salmonicida [5 alt tiire ayrilmis (A.
salmonicida, masoucida, smithia, achromogenes ve pectinolytica)], A. caviae, A.
media, A. eucrenophila, A. sobria, A. veronii, A. encheleia, A. jandaei, A. schubertii,
A. trota, A. allosaccharophila ve A. popoffii olarak 14 tiir Aeromonadaceae ailesine
dahil edilmistir (Martin-Carnahan ve Joseph, 2005). 2012 yilinda ise; A. ichthiosmia
ve A. culicicola ile A. veronii; A. enteropelogenes ile A. trota gibi tiirlerin daha 6nce
isimlendirilen Aeromonas tiirleri ile sinonim oldugu bildirilmistir. Bdylece
Aeromonas genusuna 11 yeni tiir daha eklenerek (A. simiae, A. molluscorum, A.
bivalvium, A. tecta, A. aquariorum, A. piscicola, A. fluvialis, Aeromonas taiwanensis,
A. sanarellii, A. diversa ve A. rivuli) toplam 25 tiir Aeromonadaceae ailesine dahil

edilmistir (Figueras ve ark., 2011a; Hidalgo ve Figueras, 2012).

2.2.1.2 Hareketli Aeromonas Etiyoloji

Aeromonas tiirleri gram negatif, 1-3,5 mm boyutlarinda, oksidaz ve katalaz
pozitif, fakiiltatif anaerobik, fermentatif 6zellikte olup genellikle kiiltiir ortamlarinda
(TSA, BHIA, KA gibi) kolay tiremektedirler (Janda ve Motyl, 1985). Bu tiirlerin
biiyiikk ¢ogunlugu kanli agarda (at-koyun kani) hemoliz olusturur, triptofan ve indol
tretir. Optimum gelisme sicakliklart 28°C olmasma ragmen genellikle 1-42°C
arasinda gelisebilmekte (Hanninen ve ark., 1995; Mateos ve ark., 1993) ve yiiksek
asidik ortamlara (pH 3,5) adapte olabilmektedirler (Karem ve ark., 1994). Dogal olarak
2, 4-diamino-6, 7-diisopropylpteridine (O/129) vibriostatik ajanina duyarhdirlar.
Vibrio ve Plesiomonas gibi yakin dzelliklere sahip cinslerden %6 NaCl’da iireme ve
tiyosiilfat sitrat safra tuzu (TCBS) agarda iireme gdstermemeleriyle ayrilmaktadir.

Aeromonas genusu genel olarak maltoz, D-galaktoz ve trehalozu fermente
edebilirken, ksiloz, sorboz, eritrol, adonitol, dulsitol ya da H.S’i fermente
edememektedir. Hareketli Aeromonas’larin karakteristik Ozellikleri olarak iireaz,
pektinaz, ornitin dekarboksilaz, triptofan ve fenilalanin deaminaz {iretmemeleri
belirtilebilir (Holt, 1994; Janda ve Abbott, 2010).
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Tipik A. salmonicida suslar1 psikrofilik, hareketsiz ve kahverengi pigment
tiretme 6zelliklerine sahiptirler. Atipik A. salmonicida grubu kendi igerisinde heterojen
ozellik (fenotipik karakter) gostermektedir. Atipik A. salmonicida tiirleri genel olarak,
salmonid olmayan baliklardan izole edilmekte, mezofilik (37°C gelisme) gelisme,
hareketli-hareketsiz ve kahverengi pigment {iretmeyen Ozellik gostermektedir
(Figueras, 2005; Martinez-Murcia ve ark., 2005; Noga, 2010). Tipik ve atipik A.
salmonicida tiirlerinin birbirlerinden ve diger Aeromonas tiirlerinden biyokimyasal
Ozellikleriyle ayrimlarinin yapilamadigi bildirilmektedir (Martinez-Murcia ve ark.,
2005; Beaz-Hidalgo ve ark., 2008; Figueras ve ark., 2011b).

2.2.1.3 Epidemiyoloji

Aeromonas tiirleri; yiizey sulari, balik ¢iftlikleri, dereler, atik sular, islenmis ve
islenmemis igme sulari, nehirler, goller, denizler ve aritma sularindan rapor edilmistir
(Simidu ve ark., 1971; Freij, 1984; Ormen ve Ostensvik, 2001; Carvalho ve ark.,
2012). Plankton ve deniz suyu florasinin rezervuar olabilecegi, insanlarda Aeromonas
enfeksiyonlarinin balik kaynakli kontaminasyon ile olusabilecegi bildirilmistir
(Rahman ve ark., 2007). Aeromonas’larin farkli su kaynaklarindaki prevalanslarinin;
kirlilik, cografik bolge ve yerlesim birimlerine gore degisiklik gosterdigi belirlenmistir
(Huys ve ark., 1995; Kuhn ve ark., 1997a; Kuhn ve ark., 1997b; Sechi ve ark., 2002;
Pablos ve ark., 2011). Hem A. veronii bv. sobria hem de A. caviae atik sularindaki
sediment ve su aritma tesislerinin ¢ikis su florasinin dominant bakterileri oldugu
bildirilmistir (Ashbolt ve ark., 1995; Rahman ve ark., 2007). Saglikli insanlarda
Aeromonas’larin insidensi %1-3,5 iken; ishalli insanlarin digkilarinda %10,8 oldugu
rapor edilmistir (Goodwin ve ark., 1983; Edberg ve ark., 2007; Rahman ve ark., 2007;
Suarez ve ark., 2008).

Aeromonas tiirleri baliklar, diger akuatik hayvanlar ve bitkilerin normal
mikrobiyal florasinda yer alirken; tatli su baliklarinda predominant karakter
gostermektedir (Simidu ve ark., 1971; Trust ve Sparrow, 1974). Akuakiiltiirde patojen
Aeromonas tiirleri 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Austin ve Austin,,
1987; Nash ve ark., 2006; Pridgeon ve ark., 2011c). Baliklarda yaygin olarak hastalik
vakalarindan izole edilen Aeromonas tiirleri A. salmonicida, A. hydrophila ve A.

veronii iken; son zamanlarda A. bestiarum, A. piscicola ve A. tecta tiirleri de
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bildirilmistir (Beaz-Hidalgo ve ark., 2009). Tipik A. salmonicida basta salmonid
baliklar olmak iizere gokkusagi alabaliklarinda da furunkulozise neden olmaktadir
(Beaz-Hidalgo ve ark., 2009).

A. hydrophila ve A. veronii gibi mezofilik tiirler, sazan, tilapia, mersin baligi,
levrek (Dicentrarchus labrax), kedi baligi (catfish, Siluriformes) ve salmonlarda
hareketli Aeromonas septisemi (MAS) enfeksiyonuna neden olmaktadir (Joseph ve
Carnahan, 1994).

2.2.1.4 Teshis

Aeromonas tiirlerinin  klasik  yontemlerle identifikasyonu genellikle
karbonhidrat fermentasyonlart ve gaz ftretimleri dikkate alinarak yapilmaktadir
(Kluyver ve van Neil, 1936; Schubert, 1968). Ancak klasik yontemlerle tiir
teshislerinin yapilamadigi birgok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Martinez-
Murcia ve ark., 2000; Figueras, 2005; Wahli ve ark., 2005). Ayrica identifikasyon
amaciyla kullanilan biyokimyasal testler, ¢evresel faktorlere (sicaklik) bagli olarak
farkli sonuclar verebilmektedir (Knochel, 1989).

Aeromonas tiirlerinin Klasik identifikasyonunda yiiksek ayrim giicii olan
biyokimyasal testlere dayanan Aerokey Il (Carnahan ve ark., 1991; Joseph ve
Carnahan, 1994), A. salmonicida’nin tiir ve cins diizeyinde ayrimi i¢in hazirlanan
AeroMat-1/AsalMat-1 gibi teshis anahtarlar1 hazirlanmistir (Higgins ve ark., 2007).
Ancak Aerokey II; tiirler arasi inkiibasyon siiresi farkliliklar1 ve maliyetli olmasi
nedeniyle yaygin kullanim bulamamustir (Janda ve Abbott, 1998). Ote yandan
Aeromonas tiirlerinin hizli teshisi i¢in Vitek, API, MicroScan, Walk/Away, BBL
Crystal Enteric/Non-fermenter, Biolog ve Phoenix 100 ID/AST gibi ticari kitler
gelistirilmis olmasina ragmen bunlar gida giivenligi acgisindan yaygin kullanim
bulmustur (Hanninen, 1994; Park ve ark., 2003; Soler ve ark., 2003; Huddleston ve
ark., 2006; O’Hara, 2006). Zira belirtilen kitlerin psikrofil Aeromonas’larin teshisinde
hatal1 sonuglar verdigi bilinmektedir (Abbott ve ark., 1998; Janda ve Abbott, 2010).

Aeromonas genusu igerisinde yer alan tiirler arasinda yiiksek genetik benzerlik
gostermesi  nedeniyle molekiiler (PCR, RT-PCR, dizi analizi) yoOntemlerle
ayrnimlarinda giiclikler oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle birgok hareketli

Aeromonas tirii; A. hydrophila ve/lveya A. caviae kompleks olarak
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isimlendirilmektedir (Janda ve Abott, 2010). A. hydrophila kompleks; igerisinde A.
hydrophila sensu stricto, A. bestiarum ve A. salmonicida yer almaktadir. A.
bestiarum’un ise A. hydrophila’dan ayriminda biiyiik giigliik yasanmaktadir (Janda ve
Abott, 2010). Bakteriyel hastaliklarin molekiiler teshisine yoOnelik arastirmalar
incelendiginde siklikla 16S rRNA (SSU) dizi analizinin kullanildigi goriilmektedir
(Janda ve Abbott, 2007). Ancak son zamanlarda baz tiirlerin bir ya da iki baz farklilik
gostermesi 16S rRNA’nin identifikasyonda kullanimini sinirlandirmaktadir (Alperi ve
ark., 2008). Ornegin A. caviae ve A. trota 'nin 16S rRNA dizi analizinde yalnizca 3 ya
da daha az sayida niikleotid farkliligina sahip oldugu belirtilmistir (Martinez-Murcia
ve ark., 2005). Zira Alperi ve ark., (2008); 999 Aeromonas izolatinin kullanildigi
calisgmada bu izolatlarin %8.1’inin 16S rRNA dizi analizi ile ayrimlarinin
yapilamadigim bildirmistir. Yapilan bu calismalar 16S rRNA ile identifikasyonun
Aeromonas tiirleri i¢in kullanishi bir metot olmadigint géstermistir. Son zamanlarda
etkenlerin identifikasyonunda korunmus gen bdlgeleri (housekeeping genes)
incelenmis ve Aeromonas tiirlerinin ayrimida gyrB ve rpoD gibi gen bolgelerinin
kullanislt oldugu belirtilmektedir (Martinez-Murcia ve ark., 2005; Chang ve ark.,
2005; Alperi ve ark., 2008).

2.2.1.5 Antimikrobiyal Duyarhlik ve Direng

Antimikrobiyallerin beseri, veteriner ve tarim alanlarinda bilingsizce kullanimi
cevrede antimikrobiyal kontaminasyona yol agmaktadir (Goni-Urriza ve ark., 2000a;
Goni-Urriza ve ark., 2000b; Kummerer, 2003). Sehirsel atik sularin akarsu ve
denizlere karigmasi antimikrobiyal Kirlilik yoniiyle dogal kaynaklari da tehdit
etmektedir (Goni-Urriza ve ark., 2000a; Goni-Urriza ve ark., 2000b). Akuakiiltiirde
florokinolonlar, florfenikol, oksitetrasiklin, amoksasillin ve sulfonamidler grubu
antimikrobiyallerin yaygin kullanildigi bildirilmektedir (Graslund ve ark., 2003;
Holmstrom ve ark., 2003; Cabello, 2006; Soonthornchaikul ve Garelick, 2009).
Akuakiiltiirde bakteriyel etkenlere kars1 yaygin kullanilan antimikrobiyalerde direng
gelisimi oldugu birgok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir (Petersen ve ark., 2002;
Sorum, 2008; Szczepanowski ve ark., 2009; Cheng ve ark., 2012; Moura ve ark.,
2012). Goni-Urriza ve ark., (2000a,b) Avrupa’da iki nehirden izole ettigi 138 hareketli

Aeromonas izolatinin nalidiksik aside %59, tetrasiklin’e %14,
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sulfamethoksazol/trimetoprim’e %7, ve kloramfenikol’e %2 direncli oldugunu
bildirmistir. Ayn1 aragtirmacilar 16 farkli bolgeden almis olduklar1 sehirsel atik su
orneklerinden 118 Aeromonas sp. izolati tespit etmisler ve bu izolatlarin %75’inin
antimikrobiyal diren¢ gelistirmis olduklarin1 belirlemislerdir. Ayrica belirtilen
arastirmada atik su iinitelerinin su giris noktalarina oranla ¢ikis noktalarindan izole
edilen Aeromonas sp.’lerin %50 daha fazla antimikrobiyal direngli olduklari
saptanmustir (Goni-Urriza ve ark., 2000a). Farkli bir arastirmada ise; sehir atik suyu
desarj edilen Coco, Ceara ve Brezilya nehirlerinden toplanan su O6rneklerinin
%77’sinde Aeromonas (A. caviae, A. veronii bv. sobria, A. veronii bv. veronii, A. trota,
A. media, A. sobria, ve A. hydrophila) tiirleri tespit edilmis ve bu tiirlerin %60’ min 8
antimikrobiyale kars1 direngli olduklari gortilmiistiir (Evangelista-Barreto ve ark.,
2010). Fransada balik isletmelerinde Aeromonas sp. enfeksiyonlarinin tedavisi sonrasi
alinan sediment orneklerinde diisiik seviyede florfenikol (%0,3) direnci rapor
edilmistir (Gordon ve ark., 2007).

Akuakiiltiirde yapilan antimikrobiyal ¢aligmalar Aeromonas tiirlerinin diger
akuatik bakteri tiirlerine oranla daha yaygin antimikrobial diren¢ genleri tagidigini
gostermistir. Akuakiiltiirde su, sediment ve hasta baliklardan izole edilen Aeromonas
spp. izolatlarinin tetA-E, tetH, tetG ve tetM genlerini tasidig1 bildirilmistir (Schmidt
ve ark., 2001b; Nawaz ve ark., 2006; Akinbowale ve ark., 2007; Jacobs ve Chenia,
2007; Verner-Jeffreys ve ark., 2009). Yapilan caligmalarda tetA ve tetE genlerini
tetrasiklin direncinin kodlanmasinda predominant oldugu goriilmiistiir (Han ve ark.,
2012; Nawaz ve ark., 2006). Son yillardaki arastirmalar; yetistiricilik sistemlerinden
izole edilen Aeromonas tiirlerinde florfenikol (floR), trimetoprim (dfrAl ya da dfrA7)
ve sulfonamid (sull, sulll) genlerinin tespit edildigini bildirmektedir (Schmidt ve ark.,
2001a; Jacobs ve Chenia, 2007; Mclintosh ve ark., 2008; Verner-Jeffreys ve ark., 2009;
Verner-Jeffreys ve ark., 2009; Ishida ve ark., 2010; Ndi ve Barton, 2011).

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda ise tetA, tetB, sull ve sulll genlerinin tespit
edildigi bildirilmistir (Boran ve ark., 2013; Capkin ve ark., 2015). Aeromonas

tiirlerinde tespit edilen direng genlerinin dagilimlar1 Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Farkl ¢evrelerden izole edilen antimikrobiyal diren¢ geni tagiyan Aeromonaslar
Direng Direng
geni fenotipi

Biyolojik kaynak Cevresel kaynak™ Literatiir
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A. salmonicida,

sull Sulfanomidler A veronii Akuakiiltiir Mclntosh ve ark., 2008; Ndi ve Barton 2011;
A‘ . (Sediment, Balik) Verner-Jeffreys ve ark., 2009
. caviae
. A. salmonicida, Akuakiiltiir, Gordon ve ark., 2008; MclIntosh ve ark.,
sulll Sulfanomidler A. bestiarum Akarsu, Sediment 2008
. Akuakiiltiir
. A. salmonicida, Gordon ve ark., 2008; MclIntosh ve ark.,
floR Kloramfenikol A. hydrophila, (Bahk)i Akarsu, 2008; Verner-Jeffreys ve ark., 2009
Sediment
Akinbowale ve ark., 2007; Carvalho ve ark.,
Su aritma tesisi, 2012; Girlich ve ark., 2010; Girlich ve ark.,
A hvdrophila Igme suyu, 2011; Han ve ark., 2012; Ishida ve ark.,
tetA Tetrasiklin A alios);cchgro ,hila Akuakiiltiir 2010; Jacobs ve Chenia 2007; Kim ve ark.,
' P (Balik), Sediment, 2011; Mclintosh ve ark., 2008; Nawaz ve
Akarsu ark., 2006; Schmidt ve ark., 2001a; Verner-
Jeffreys ve ark., 2009
tetB Tetrasiklin A. hydrophila, Akuakdiltiir Jacobs ve Chenia 2007; Nawaz ve ark., 2006
; Carvalho ve ark., 2012; Han ve ark., 2012c;
tetC Tetrasiklin A hvdrophila /I;’i(mel(sul}t'llll Ishida ve ark., 2010; Jacobs ve Chenia 2007;
- hydrophtia, Sedi ua ?Bri K Nawaz ve ark., 2006; Ndi ve Barton 2011,
ediment, Bal Verner-Jeffreys ve ark., 2009;
iem u Akinbowale ve ark., 2007; Carvalho ve ark.,
- Aeromonas sp., gme suyy, 2012; Han ve ark., 2012c; Jacobs ve Chenia
tetD Tetrasiklin ; Akuakiiltiir, " ' .
A. hydrophila, Sediment. Balik 2007; Nawaz ve ark., 2006; Schmidt ve ark.,
cdiment, 24 2001b; Verner-Jeffreys ve ark., 2009
S & tesisi Akinbowale ve ark., 2007; Carvalho ve ark.,
. uany ! 2012; Han ve ark., 2012c; Ishida ve ark.,
- A. eucrenophila, I¢me suyu, . ; . Ki
tetE Tetrasiklin . A 2010; Jacobs ve Chenia 2007; Kim ve ark.,
A. hydrophila Akuakiiltiir, 2011: k. 2006: Sehmid K
Sediment. Bahk 11; Nawaz ve ark., ; Schmidt ve ark.,
E 2001b; Verner-Jeffreys ve ark., 2009
tetG Tetrasiklin A. caviae AlGEESIL? Verner-Jeffreys ve ark., 2009
(Balik)
ot i A. hydrophila, e :
tetH Tetrasiklin A encheleia Akuakiiltiir Jacobs ve Chenia 2007
tetM Tetrasiklin A hydrop_hlla, Akuakilltiir Akinbowale ve ark., 2007
A. sobria (Balik)
tetY Tetrasiklin A. bestiarum Dogal su Gordon ve ark., 2008

2.3 Yersinia ruckeri

2.3.1 Tarihce

Yersinia ruckeri ilk kez 1950°1i yillarin basinda ABD’nin Idoha Eyaleti’nin

Hagerman vadisindeki gokkusagi alabaliklarindan (Rucker ve Ross) izole edilmis ve

hastaliga Kizil Agiz (Redmouth) veya Kizil Bogaz (Redthrout) ad1 verilmistir (Rucker,

1966; Ross ve ark.,1966). Etkenin Enterobacteriaceace familyasi iiyesi olan Serratia,

Yersinia, Hafnia, Salmonella, Klebsiella tiirlerine benzer oldugu belirlenmis, daha

sonra yapilan DNA hibridizasyon ¢alismalari ile Y. ruckeri’nin Yersinia cinsi ile yakin

benzerlik gosterdigi ortaya konularak etkene ilk izole eden “Rucker”in ismi verilmistir
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(Ewing ve ark., 1978). Y. ruckeri’nin neden oldugu hastalik uluslararasi terminolojide
Enterik Kizi1l Agiz Hastalig1 olarak yaygin kullanim bulmustur (Busch, 1982).

Y. ruckeri daha sonra salmon ve alabalik yetistiriciligi yapilan Alaska, Arizona,
Kalifornia, Ohio, Tenneesse ve Washington olmak iizere Amerika’nin farkh
bolgelerinden izole edilmis ve hastaligin ortaya ¢iktigi bolgelerde biiyiik ekonomik
kayiplara neden olmustur (Dear, 1988). Ancak hastalik hakkinda gerekli kontrol
onlemlerinin alinamamasi tizerine hastalik Amerika’dan diinyanin diger bolgelerine
yayilmistir (Valtonen ve ark., 1992). Giiniimiizde ise Ingiltere, Almanya, Fransa,
Norveg, Italya Portekiz, Cekoslovakya, Finlandiya, Iskogya, Giiney Afrika,
Avustralya ve Tiirkiye dahil olmak {izere diinyanin bircok bolgesinde izole edildigi
bildirilmistir (Llewellyn, 1980; Roberts, 1983; Fuhrmann, 1983; Frerichs ve Collins,
1984; Giorgetti ve ark., 1985; Rintamaki ve ark., 1986; Bragg ve Henton, 1986;
Sparboe ve ark.,1986; Vuillaume ve ark., 1987; Dear, 1988; Vladik ve Prouza, 1990;
Cagirgan ve Yireklitiirk, 1991; Sousa ve ark., 1994; Altun ve ark., 2013a).

2.3.2 Etiyoloji

Y. ruckeri gram-negatif, 1.0 ve 2-3um uzunlugunda basil olup genellikle 7 ya
da 8 tane peritrik flagellaya sahip (%80’i hareketli) bir bakteridir. Baz1 suslarda
flagella olsa bile flagellar fonksiyonel olmadigi icin hareketsiz olabilmekte ve
genellikle 35°C’de hareketsizdirler (O’Leary, 1977).

Y. ruckeri, katalaz, 3-galaktosidaz, lizin ve ornitin dekarboksilaz tiretebilirken,
H.S, indol, oksidaz, fenilalanin deaminaz ya da fosfataz iiretemez ve genellikle nitrati
indirgerler. Genellikle jelatin, sodyum sitrat, Tween 20, 40, 60 ve 80’i indirgerken
eskiilin, kitin, DNA, elastin, pektin, tributrin, ya da iireyi indirgeyemez ve %0-3
tuzlulukta gelisebilirler. Fruktoz, glukoz, maltoz, mannitol ve trehalozdan asit
tiretebilirken inositol, laktoz, raffinoz, salisin, sorbitol ya da sukrozdan asit
tiretemezler (Ewing ve ark., 1978; Austin ve Austin,, 2016). Bununla birlikte serovar
II sorbitol fermente edemez ve bu yoniiyle serovar I’den ayrilabilir.

Genellikle lipopolisakkarit (LP) ya da tiim hiicre serolojik reaksiyonlarina
dayanan serotiplendirmeler yapilmistir. Temelde, 5 biiyiik serotip tanimlanmistir. Bu
serotiplerden tip | (Hagerman) cok viriilent, tip II (O’Leary) az virulenttir. Diger

serotipler olan 111 (Avustralya), IV ve V’in ise aviriilent oldugu belirlenmistir (Austin
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ve Austin,, 2016). Ancak Tinsley ve ark., (2011) yiiksek viriilens giiciine sahip olan
yeni bir klonal grup tanimlamislardir. Serotip 1; Ola ve O1b olarak iki gruba, serotip
02 ise O2a, O2b ve O2c¢ olarak ii¢ gruba ayrilmistir. Ayrica Serotip O3, serotip O4 ve
serotip O7 tammmlanmistir (Romalde ve ark., 1993; Tobback ve ark., 2007).

Y. ruckeri’nin hareket ve lipaz aktivitesine gore iki biyotipi (biyotip I-11)
bildirilmistir (Davies, 1990; Evenhuis ve ark., 2009). Hareket ve lipaz aktivitesi pozitif
olan biyotip | genellikle salginlardan izole edilen Ola (Hagerman susu) ve O2b
(O’Leary susu) serotiplerini icermektedir ve serotip Ola kiiltiirii yapilan gokkusagi
alabaliklarinin dominant susudur (O'Leary, ve ark., 1979; Stevenson ve Airdrie,1984;
Austin ve Austin,, 2016).

Y. ruckeri yaklagik 3.7Mb genom uzunluguna ve %47 G+C oranina sahiptir
(Navas ve ark., 2014). DNA sekans analizlerinde Yersinia tiirlerinin yakin iligkili
olduklar1 ve bu genusda yer alan diger tiirler ile benzer gen dizilerini tasidig1 tespit
edilmistir (Chen ve ark., 2010). Genetik yap1 ve molekiiler ¢esitlilik acisindan ¢oklu
bolge gen sekanst (Multilocus sequence typing MLST), yag asidi metil ester profili,
pulsed field jel elektroforezi (PFGE), ribotiplendirme vs. PCR yontemleri
kullanilmigtir. Uygulanan farkli molekiiler yontemlerle Y. ruckeri serotip Ola’nin
genetik olarak yliksek homojenite gosterdigi tespit edilmistir (Schill ve ark., 1984;
Huang ve ark., 2013). Bastardo ve ark., (2012) Y. ruckeri suslarinin cografik yayilimi
ve biyogesitliligini ¢oklu gen sekansi ile (MLST) arastirmis, popiilasyon yapisi
icerisinde iki biiyiik klonal kompleks (CC1 ve CC2) tanimlamistir (Bastardo ve ark.,
2012). Y. ruckeri’nin genotiplendirmesinde 16S rRNA sekans analizi, ERIC-PCR ve
(GTG)s-PCR yontemleri kullanilmistir (Arias ve ark., 2007; Tinsley ve ark., 2011).

2.3.3 Epidemiyoloji

Gokkusagi alabaliklarinda Yersiniozis genellikle 10g’a kadar agirlikdaki
baliklarda siddetli enfeksiyonlara neden olmakta 50g ve daha biiyiik baliklarda ise
kronik formda seyretmektedir. Enfeksiyonun siddeti 15-18°C su sicakliklarinda en
yiiksek diizeye ulasirken ve 10°C’nin altindaki su sicakliklarinda ise diismektedir.
Asir1 yagl ya da asir1 zayif baliklarin salginlara daha duyarl olduklar: belirtilmektedir
(Rucker, 1966). Asemptomatik tastyicilarin bulundugu popiilasyonlarda Yersiniozis
salginlart donemsel olarak ortaya g¢ikabilmektedir (Busch, 1982). Hunter ve ark.,
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(1988) yaptiklari ¢alismalarda stres etkisinde kalmayan tasiyici baliklarin Y. ruckeri’yi
bulastirmadigini bildirmistir. Tasiyici baliklarda hastaligin yayilmasinda su sicakligi
gibi stres faktorlerinin rol oynadigi rapor edilmistir. Bununla birlikte baliklarin
ellenmesi, diisiik su kalitesi (yiiksek amonyak, diisiik O2) ve yogun stok gibi faktorlerin
hastaligin ortaya ¢ikistyla iligkili oldugu bildirilmistir (Bullock ve Snieszko, 1975). Y.
ruckeri’nin baliklarda inkiibasyon siiresi yaklasik 5-19 giindiir ve inkiibasyon periyodu
sonrasinda mortaliteler goriilmektedir (Rucker, 1966; Busch, 1982). Goékkusagi
alabalig1 popiilasyonlarinda mortaliteler kiimiilatif olarak %30-35 olmakta, kiiciik
boydaki duyarli baliklarda ise mortalite %70’e ulasabilmektedir. (Klontz ve
Huddleston, 1976). Bazi arastirmacilar Y. ruckeri’nin akuatik ortama kolay adapte
oldugu, balik disinda uzun siire canliligini korudugunu ve etkenin ¢amurda 2 ay
boyunca canli kalabildigini bildirilmistir (Thorsen ve ark., 1992; Austin ve Austin,,
2016).

Dogal enfekte ve hastalig1 atlatmig baliklarda enfeksiyondan 2 ay sonra yapilan
incelemelerde baliklarin  kalin bagirsaklarinda Y. ruckeri’yi tasidigi bildirilmistir
(Rodgers, 1992; Tobback ve ark., 2007). Flagellar proteinin asir1 salgilanmasi
durumunda bakterinin karakteristik 6zelligi olan yapiskanligi artmakta ve biyofilm
olusturabilme kabiliyeti kazanabilmektedir. Bu durum Y. ruckeri’nin sedimentte ve
digkida uzun siireler canli kalabilmektedir (Coquet ve ark., 2002). Etkenin
bulagsmasinda anag¢-yumurta iligkisi heniiz tam olarak belirlenememis olsa da Y.
ruckeri’nin dezenfekte edilmeyen dollenmemis yumurtalardan izole edildigine dair
kayitlar bulunmaktadir. Chinook salmon (O. tshawytscha), déllenmemis yumurta ve
seminal sivilarinda bu etkene ait DNA’larin tespit edilmesi Y. ruckeri’nin vertikal
bulagsma gosterebilecegine dair siipheleri giiglendirmektedir (Glenn ve ark., 2014).
Etken basta gokkusagi alabaligi (O. mykiss) olmak iizere Coho salmon (O. kisutch),
Sockeye salmon (O. nerka), Atlantik salmon (Salmo salar), Kahverengi alabalik (S.
trutta), Cut-throat (S. clarki), Brook trout (Salvelinus fontinalis), dag alas1 (S.
alphinus) gibi salmon grubu baliklar ile kanal kedi baligi (Ictalurus punctatus), Japon
balig1 (Carassius auratus), sazan baliklar: (Cyprinus carpio, Aristichyts nobilis), yilan
baliklart (Anguilla Anguilla), Mersin baligi (Acipenser baeri Brvet) ve deniz
levreginden (D. labrax) izole edilmistir (Rucker, 1966; Mcardle ve Martin, 1985;

Vuillaume ve ark., 1987; Valtonen ve ark., 1992; Hietala ve ark., 1995: Petrie ve ark.,
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1996; Austin ve Cross, 1998; Berc ve ark., 1999; Danley ve ark., 1999; Altun ve ark.,
2013a). Ayrica su samuru, kerkenes, hindi, mart1 ve fare gibi farkli hayvan tiirlerinin
de Y. ruckeri’nin tasiyicist oldugu bildirilmistir (Rintamaki ve ark., 1986; Willumsen,
1989). Yapilan caligmalarda; Y. ruckeri’nin %1-9 tuzlu sularda dahi gokkusagi
alabaliklarinda enfeksiyon olusturabildigi, polivinilklorid, beton, agag, fiberglas gibi
yiizey materyallerine tutunma 6zelligi gosterdigi rapor edilmistir (Altinok ve ark.,

2001; Coquet ve ark., 2002).

2.3.4 Teshis

Etkenin primer izolasyonu o6zellikle dalak, kalp, bobrek ve bagirsagin son
kismindan TSA, KA ve BHIA gibi genel besi yerlerine ekim yapilarak 22°C’de 48
saat inkiibasyon sonrasinda krem renkli yuvarlak, diizgiin kenarli kolonilerin
goriilmesiyle yapilabilmektedir (Austin ve Austin,, 2016). Mikroskopta gram negatif,
hafif kivrik, genellikle hareketli, oksidaz, tire kullanimi negatif, glukoz
fermentasyonu, katalaz pozitif 6zellikte olan Y. ruckeri stipheli izolatlarin Waltman-
Shotts besi yerinde yesil renkli koloniler ve hidroliz zonu olusturmasi ile 6n teshisi
yapilabilmektedir (Austin ve Austin,, 2016). Y. ruckeri’nin teshisinde klasik
mikrobiyolojik yontemlerin yan1 sira yaygin olarak hizli teshis kitleri de (AP1 20E ve
API 32 E) gelistirilmistir. Y. ruckeri nin hizli teshis Kitlerinde pozitif olan izolatlar:
yaygin olarak apiweb’te “1104100”, “51041007, “51071007, “5307100” ve
“5105500” profili vermektedir (Santos ve ark., 1993; Bastardo ve ark., 2011). Ancak
“51051010” nolu profile sahip Y. ruckeri izolat1 Hafnia alvei’den ayirt edilememekte
ve Hafnia alvei olarak yanlis identifiye edilebilmektedir (Santos ve ark., 1993; Danley
ve ark., 1999). Ancak H. alvei ksiloz fermentasyonu ve 30°C’de hareket etme
ozellikleri ile Y. ruckeri’den ayrilabilmektedir (Buller, 2004).

Y. ruckeri’nin molekiiler teshisinde PCR yontemleri basarili bir sekilde
Kullanilmis hatta bu yontemle gokkusagi alabaliklarinda deneysel enfeksiyondan 1
saat sonra bile kan 6rneklerinden etken teshis edilebilmistir (Argenton ve ark., 1996 ;
Gibello ve ark., 1999; Altinok ve ark., 2001; Taylor ve Winton, 2002). Y. ruckeri’nin
molekiiler karakterizasyonunda Enterobakteriyel repetitive intergenic consensus PCR
(ERIC-PCR), Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE), 16S rRNA gen sekansi ve
Multilocus Sequence Analysis (MLSA) yontemleri kullanilmis ve ERIC-PCR, 16S-
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rRNA gen sekansi ve MLSA’nin taksonomik ¢aligmalarda gilivenilir ve etkili
yontemler oldugu bildirilmistir (Souza ve ark., 2010).

2.3.5 Antimikrobiyal Direng

Gokkusag1 alabalig1 yetistiriciliginde karsilasilan Yersiniozis salginlarinin
tedavisinde genellikle Sulfamethoksazol+trimetoprim, florfenikol, kloramfenikol,
flumequin, oksalinik asit, oksitetrasiklin, potansiyel sulfanomidler ve tiamulin
kullanildig: bildirilmektedir (Austin ve Austin,, 2016). Y. ruckeri’nin farkli serotip ve
biyotipleriyle yapilan ¢alismalarda sulfatriad ve sephalothin’e direngli, tetrasiklin ve
kotrimoksazol’e duyarli oldugu rapor edilmistir (Tinsley, 2010). Balta ve ark., (2010)
yaptiklar1 ¢alismada 116 Y. ruckeri izolatinin 7 farkli antimikrobiyale [oksitetrasiklin
(35,3%), ampisillin  (29%), oksalinik asit (11,1%), streptomisinn (10,2%),
sulfamethoksazol (9,4%), trimetoprim-sulfamethoksazol (9,4%) ve florfenikol
(4,2%)] kars1 direng gelistirmis oldugu tespit etmistir. Ayn1 ¢caligmada oksitetrasiklin
direncli izolatlarin biiylik ¢ogunlugunun (44 izolatin 24°l) tetA ve tetB direng
genlerini tagidigi bildirilmistir (Balta ve ark., 2010). 2015 yilinda tetrasiklin ve
sulfanomid direncini incelemek amaciyla yapilan farkli bir ¢alismada ise Y. ruckeri
izolatlarimin yalnizca tetD ve sull genleri tasidigi tespit edilmistir (Capkin ve ark.,
2015).

2.4 Lactococcus garvieae
2.4.1 Tarihge

Laktokokkozis; su sicakligmmin 16°C ve iizerine ¢iktigi yaz aylarinda tath
sularda kiiltiirii yapilan gokkusagi alabaliklar1 basta olmak {izere hem tatli su hem de
deniz baliklarin1 etkileyen yiiksek mortaliteyle seyreden bir hastaliktir (Ferrario,
2012). L. garvieae Avusturalya, Giiney Afrika, Japonya, Tayvan, Amerika, Ingiltere,
Tirkiye ve Akdeniz iilkeleri de dahil olmak tlizere 5 farkli kitadan rapor edilmistir
(Vendrell ve ark., 2006). L. garvieae ilk olarak ingiltere’de bir mastit vakasindan
(s1g1r) izole edilmis ve Streptococcus garvieae olarak isimlendirilmistir (Collins ve
ark., 1983). Japonya’da sarikuyruk (Seriola quinqueradiata) baliklarinda goriilen
salginlarindan izole edilen bakteri 1991 yilinda Enterococcus seriolicida olarak

isimlendirilmistir (Kusuda ve ark., 1991). Etken {izerine daha sonra yapilan

25



biyokimyasal ve molekiiler ¢alismalarda E. seriolicida ile L. garvieae nin sinonim
oldugu bildirilmistir (Palacios ve ark., 1993; Domenech ve ark., 1993; Eldar ve ark.,
1996).

2.4.2 Etiyoloji

L. garvieae; fakiiltatif anacrobik, hareketsiz, sporsuz, oksidaz, katalaz, H>S ve
indol negatif Ozellikte gram pozitif kok olup tek veya iki-ii¢lii zincirler
olusturabilmektedirler. Cevresel ve fizyolojik toleransi yiiksek olan L. garvieae 4-
45°C sicaklik, %0-6,5 tuzluluk, %0,40 safra tuzu, pH 4-9,6 ve %0,1 metilen mavisinde
ireme Ozelligi gosterebilmektedir. Kanli agarda o hemoliz olusturdugu bilinen
etkenin, B-hemoliz olusturdugu da bildirilmistir (Teixeira LM ve ark., 1996; Vendrell
ve ark., 2006). Etken triptik soy agar (TSA), %5 koyun kani ilave edilmis kanli agar,
beyin kalp infiizyon agar (BHIA) ve safra-eskiilin agar (BEA)’da iireyebilirken
McConkey agarda iireyememektedir (Austin ve Austin,, 2016). Karbonhidrat
fermentasyonu yoniiyle incelendiginde ise bakterinin; eskulin, sellobiyoz, D-fruktoz,
galaktoz, D-glukoz, maltoz, manntiol, D-mannoz, salisin, sorbitol ve trehaloz pozitif
oldugu, adonitol, D-arabinoz, gliserol, glikojen, inositol, laktoz, melezitoz, melibiyoz,
raffinoz, L-ramnoz, nisasta, sukroz ya da D-ksiloz negatif o6zellik gosterdigi
bildirilmistir (Austin ve Austin,, 2016; Aguado-Urda ve ark., 2011)

L. garvieae’nin fenotipik ozelliklerine gore biyotiplendirilmesinde tagatoz,
riboz ve sukroz kullanimina gore 3 biyotip tanimlanmistir (Ravelo ve ark., 2001). L.
garvieae nin molekiiler karakterizasyonunda rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA
(RAPD-PCR), Sau-PCR, ¢ogaltilmis par¢a uzunluk polimorfizmi (AFLP), kesilmis
parga polimorfizmi (RFLP), ribotiplendirme, pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) ve
rRNA gen analizi (ARDRA) gibi molekiiler tekniklerin basariyla kulanildig
bildirilmistir (Ravelo ve ark., 2003; Eyngor ve ark., 2004; Kawanishi ve ark., 2005;
Michel ve ark., 2007; Foschino ve ark., 2008).

2.4.3 Epidemiyoloji

L. garvieae etkeni basta gokkusagi alabaligi olmak iizere sarikuyruk (S.
dumerili), tilapi (Oreochromis sp.), japon yilan baligi (Anguilla japonica), dil balig
(Paralichthys olivaceous), kefal (Mugil cephalus), kedi baligi, ¢ir¢ir baligi (Coris

aygula), kayabalig1 (Sebastes schlegeli), sariagiz balig1 (Seriola lalvei) ve tatli su
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karidesi (Macrobrachium rosenbergii) gibi ¢ok sayida akuatik organizmadan izole
edilmistir (Kusuda ve ark., 1991; Prieta ve ark., 1993; Lee ve ark., 2001; Chen ve ark.,
2001; Chen ve ark., 2002; Ravelo ve ark., 2003; Colorni ve ark., 2003; Kang ve ark.,
2004; Kawanishi ve ark., 2005). Sazan baliklar1 (Cyprinus carpio) bu hastaliga karsi
dogal direng gostermektedir (Eldar ve ark., 1995). L. garvieae’nin patojenitesi tizerine
yapilan bir deneysel ¢alismalarda 100g’a gore 509°lik alabaliklarda hastaligin daha
siddetli seyrettigi ve yiiksek mortaliteye neden oldugu rapor edilmistir. Ancak
gokkusag1 alabaliklarinda Laktokokkozis ile ilgili yapilan c¢alismalarda hastalik
etkeninin tiim boylarda (5 g-1 kg) etkili oldugu ve yiliksek mortaliteye neden oldugu
bildirilmistir (Chang ve ark., 2002; Pereira ve ark., 2004).

L. garvieae’nin kapsiillii suslarmin (serotip KG-) kapsiilsiizlerden (Serotip
KG+) daha virulent oldugu ve siddetli patojeniteye sebep oldugu kaydedilmistir (Alim
ve ark., 1996; Ravelo ve ark., 2001; Kang ve ark., 2004).

Laktokokkozis salginlarina genellikle yaz aylarinda su sicakliklarinin
yiikseldigi donemlerde (>16°C) siklikla rastlaniimaktadir. Gokkusagi alabalig
isletmelerinde su sicakligmin 14-15°C {izerine ¢ikmasi durumunda hastaligin
inkiibasyon siiresi hizlanir ve mortalitede artis gozlenir (Ghittino ve ark., 1998; Pereira
ve ark., 2004). Gokkusagi alabaliklarinda deneysel enfeksiyon yapilan bir ¢alismada;
18°C su sicakligindaki baliklarda %85 mortalite oldugu fakat 14°C su sicakligindaki
baliklarda ise etken izole edilebilirken (inokiilasyondan sonra ilk 25 giin) mortalite
gozlenmedigi bildirilmistir (Royo, 1999). L. garvieae’nin yayiliminda sediment,
isletme suyu, su ve balik yakalama ekipmanlarinin da rolii oldugu bildirilmistir (Kitao
ve ark., 1979; Kusuda ve ark., 1991).

2.4.4 Teshis

Laktokokkozis’in teshisi genellikle karakteristik semptomlar ve klinik
bulgularin goriilmesiyle de yapilabilir. Hasta baliklarin bobrek, beyin, karaciger,
dalak, goz, barsak ya da kan orneklerinden TSA, BHIA, KA gibi genel besi yerlerine
ekim yapilarak 22-24°C’de 24-48 saat inkiibasyon sonrasi daginik kenarli beyaz-krem
renkli koloniler goriilmesi ile izolasyon yapilabilir (Kusuda ve ark., 1991; Ghittino ve
ark., 1998; Austin ve Austin,, 1999). L. garvieae’nin teshisinde klasik mikrobiyolojik
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yontemlerin (gram boyama, hareket, oksidaz, katalaz, O/F vb.) yani sira hizli teshis
kitleri de (API 32STREPT) gelistirilmistir (Ravelo ve ark., 2001).

L. garvieae’nin molekiiler teshisinde pLG ve ITS primerlerinin basarili
sonuglar verdigi bildirilmistir (Elliot ve ark., 1991; Zlotkin ve ark., 1998; Dang ve ark.,
2012).

2.4.5 Antimikrobiyal Diren¢

Laktokokkozisin tedavisinde eritromisin, oksitetrasiklin, amoksasillin ve
doksisiklin yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Munday, 1994). Fakat akuakiiltiirde
bilingsiz antimikrobiyal kullanimina bagli olarak diren¢ gelisimi rapor edilmistir
(Katao, 1982). Bununla birlikte bazi antimikrobiyal ajanlarin invitro ¢aligmalarda L.
garvieae’ye karst etkili sonuglar vermesine ragmen sahada basarili sonuglar
alinamadigi bildirilmektedir (Bercovier ve ark., 1997). Yapilan bir arastirmada
cografik orijinleri farkli olan L. garvieae izolatlarinin enrofloksasin ve nitrofurantoin’e
duyarli, oksalinik asit ve sulfamethoksazol-trimetoprim kombinasyonlarina ise direng
gelistirmis olduklart bildirilmistir (Ravelo ve ark., 2001). Sarikuyruk baliklarindan
izole edilen L. garvieae iizerine yapilan diger bir arastirmada ise; izolatlarin %44 {iniin
eritromisin, linkomisin ve oksitetrasikline direng gelistirmis olduklari ve bu izolatlarin
ermB ve tetS genlerini tasidiklari tespit edilmistir (Kawanishi ve ark., 2005).

Ulkemizde bu konuda yapilan arastirmalarda L. garvieae izolatlarinin
eritromisin, ofloksasin, ampisillin ve kloramfenikol’e duyarli, penisilin ve
Klindamisin’e ise direngli oldugu bildirilmistir (Ture ve Boran, 2015).

Bugiine kadar yapilan aragtirmalarda L. garvieae izolatlarin tetA, tetE, tetB,
tetD, tetL, tetK, tetG, tet34, tetS, tetC, tetM, tetO ve ermB diren¢ genlerinin tespit
edildigine dair bildirimler bulunmaktadir (Raissy ve Shahrani, 2015; Raissy ve
Moumeni, 2016).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Bakteri izolatlan

Bu tez calismasinda Su Uriinleri Hastaliklart Anabilim Dali Laboratuvari
kiiltiir koleksiyonunda yer alan Y. ruckeri, L. garvieae ve Hareketli Aeromonas suslari
kullanilmistir. Calismada kulanilan izolatlarin kokenleri ve izolasyon yillar1 Tablo

3’de verilmistir. Bakteriyel izolatlarin bolgesel dagilimi ise Sekil 2°de verilmistir.
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Karadeniz

Balik Giftlikleri

* 1 nokta= 1 balik ciftligi
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Sekil 2. Tez galismasinda kullanilan bakteriyel izolatlarin izole edildigi gokkusag: alabalig1 igletmeleri (mavi halka).
°Tirkiye haritasinda gosterilen yesil noktalar iilkemizdeki projeli gokkusagi alabaligi isletmelerinin dagiligimini
gostermektedir. (Balc1 Akova S. B. 2015)

Akdeniz
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Tablo 3. Tez ¢aligmasinda kullanilan Aeromonas spp., Y. ruckeri ve L. garvieae izolatlari

Ornek
No

A131
A4l

A 105
A 106
A 109
A113
A 115
A118
A 119
A 120
A124
A 210
A30
A1l74
A28
A25
A 26
A1l71
A 153
A39
A 42
A 80
A 86
A 37
A 36
A82
A6l
A 155
A 156
A32
AT4
A 87

Balik Tiirii
ve Agirhigi
RT -60g
RT
RT -60
RT -250
RT -60
RT -250g
RT -100g
RT -100g
RT -150g
RT -2509
RT -1509
RT
RT -0,3g
RT -2509
RT -150g
RT -7,59
RT -7,59
RT
RT -6g
RT -230g
RT -10g
RT -10g
RT -15¢
RT -80g
RT -80g
RT -15¢
RT -2509
RT
RT -250g
RT -200g
RT -15g
RT -15¢

izolasyon Izolasyon

Yilt

2013
2013

2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013

Ayl
Temmuz
Temmuz

Temmuz
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Temmuz

Agustos
Agustos
Agustos
Agustos
Agustos
Agustos
Agustos
Agustos
Agustos
Agustos
Agustos
Eylil
Eyliil
Eylil
Eylil
Eylil
Eylil
Eylil
Eylil
Eylil

Bolge

f¢ Anadolu
I¢ Anadolu
I¢ Anadolu
f¢ Anadolu
I¢c Anadolu
I¢c Anadolu
f¢ Anadolu
I¢c Anadolu
I¢c Anadolu
f¢ Anadolu
f¢ Anadolu
I¢c Anadolu
f¢ Anadolu
f¢ Anadolu
I¢c Anadolu
I¢c Anadolu
I¢ Anadolu
Ege
Ege
f¢ Anadolu
f¢ Anadolu
I¢c Anadolu
I¢c Anadolu
f¢ Anadolu
I¢c Anadolu
i¢c Anadolu
I¢ Anadolu
Ege
Ege
i¢c Anadolu
I¢ Anadolu
i¢c Anadolu

Ornek
No

Y 32
Y 202

Y75
Y 122
Y 121
Y 89
Y 13
Y 14
Y 10
Y7
Y 201
Y 200
Y 199
Y 173
Y 175
Y 183
Y 186
Y 190
Y 193
Y 174
Y 176
Y 167
Y 171
Y 165
Y 169
Y 146
Y 147
Y 127
Y 130
Y 132
Y 139
Y 131

Balik Tiirti
ve Agirhigt
RT -150g
RT -5g
RT
RT -15g
RT -250g
RT -10g
RT -10g
RT -15g
RT -3000g
RT -3000g
RT -40g
RT -180g
RT -30g
RT -8g
RT -8g
RT -10g
RT -150g
RT -40g
RT -10g
RT -3000g
RT -3000g
RT -8g
RT -8g
RT -220g
RT -20g
RT -0,3g
RT -0,3g
RT -8g
RT -5g
RT -60g
RT -8g
SuU

Izolasyon

Yilt

2013
2013

2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
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Izolasyon

Ay
Mart

Agustos

Agustos
Eyliil
Eylil
Eylil
Kasim
Kasim
Kasim
Kasim
Aralik
Ocak
Ocak
Subat
Subat
Subat
Subat
Subat
Subat
Subat
Subat
Mart
Mart
Mart
Mart
Nisan
Nisan
Nisan
Nisan
Nisan
Nisan
Nisan

Bolge

Marmara
Ege
Ege

f¢ Anadolu
¢ Anadolu
¢ Anadolu
f¢ Anadolu
¢ Anadolu
¢ Anadolu
f¢ Anadolu
f¢ Anadolu
¢ Anadolu
f¢ Anadolu
Ege
Ege
i¢ Anadolu
f¢ Anadolu
f¢ Anadolu
i¢ Anadolu
f¢ Anadolu
f¢ Anadolu
Ege
Ege
Ege
Ege
i¢ Anadolu
f¢ Anadolu
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege

Ornek

No

L 69
L6

L7
L8
L 68
L70
L71
L 67
L 87
L 88
L72
L73
L77
L 83
L 86
L81
L78
L79
L 80
L 20
L21
L 22
L 25
L124
L 24
L 26
L74
L75
L76
L 27
L 29
L 32

Balik Tiirti
ve Agirhig
RT -150g
RT -0,59
RT -0,59
RT -0,59
RT -150g
RT -0,59
RT -130g
RT -250g
RT -150g
RT -150g
RT -150g
RT -150g
RT -150g
RT -65¢9
RT -250g
RT -250g
RT -250g
RT -200g
RT -3000g
RT
RT -30g
RT -300g
RT -300g
RT -5g
RT -8g
RT -3g
RT
RT
RT
RT -250g
RT -0,5¢
RT -0,59

izolasyon
Yilt

2013
2013

2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013

izolasyon
Ayt

Mart
Mart

Mart
Mart
Mart
Mart
Mart
Mart
Nisan
Nisan
May1s
May1s
May1s
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Agustos
Agustos
Agustos
Agustos
Agustos
Agustos
Agustos
Agustos
Agustos
Agustos
Eyliil
Eyliil
Eyliil

Bolge

Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
i¢c Anadolu
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
I¢ Anadolu
i¢ Anadolu
i¢ Anadolu
I¢ Anadolu
I¢ Anadolu
i¢ Anadolu
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege



A33
A 40
A8
A5
AT
A9
A3l
A 170
Al
A 108
A 89
ATT
A123
AT6
A9l
A 84
A59
A 88
AT9
A 65
AT8
A90
A 67
A97
A 100
A99
A98
A 162
A2
A3
A 101
A 102
A16
Al7
A 160
A 161

RT -80g
RT -80g
RT -8g
RT -3000g
RT -8g
RT -8g
RT -3000g
RT -12g
RT -0,59
RT -30g
CAA -8g
CAA -8g
Su -bentik
CAA -8¢g
CAA -8¢g
RT -0,59
RT -0,3g
RT -10g
RT -10g
RT -15g
RT -10g
RT -15¢
RT -8g
RT -8g
RT -120g
RT -10g
RT -8g
RT -0,59
RT -40g
RT -40g
RT -1g
RT -2g
RT -8g
RT -10g
RT -0,1g
RT -10g

2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015

Ekim
Kasim
Kasim
Kasim
Kasim
Kasim
Aralik

Ocak

Ocak
Mayis

Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Temmuz
Temmuz
Agustos

Eylil

Eyliil

Ekim

Ekim
Kasim

Ocak

Ocak

Ocak

Ocak

Ocak

Ocak

Ocak

Ocak

Ocak

Ocak

Ocak
Subat
Subat

f¢ Anadolu
I¢c Anadolu
I¢c Anadolu
f¢ Anadolu
f¢ Anadolu
I¢c Anadolu
I¢c Anadolu
Ege
Ege
Ege
Marmara
Marmara
I¢c Anadolu
Marmara
Marmara
Ege
Ege
Ege
Ege
I¢c Anadolu
Marmara
Ege
I¢c Anadolu
Marmara
Marmara
Marmara
Marmara
Marmara
Akdeniz
Akdeniz
Ege
Ege
Marmara
Marmara
Ege
Ege

Y 133
Y 152
Y 156
Y 161
Y 119
Y 110
Y 120
Y 111
Y 118
Y 86
Yol
Y51
Y 66
Y2
Y 25
Y3
Y 68
Y 53
Y 64
Y71
Y79
Y 61
Y 56
Y 57
Y 60
Y 78
Y 8l
Y 114
Y 58
Y 73
Y 77
Y 106
Y 107
Y11
Y9
Y 40

RT -200g
RT -120g
RT -300g
RT -200g
RT -10g
RT -150g
RT -200g
RT -200g
RT -200g
RT -2g
RT -2g
RT -200g
RT -200g
RT -8g
RT -12g
RT -15g
RT -0,3g
RT -100g
RT -100g
RT -15g
RT -15g
RT -0,2g
RT -10g
RT -20g
RT -150g
RT -5g
RT -14g
RT -250g
RT -8g
RT -20g
RT -8g
RT -3g
RT -5g
RT -2g
RT -0,1g
RT -250g

2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
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Nisan
Nisan
Nisan
Nisan
May1s
Mayis
Mayis
Mayis
Mayis
Haziran
Haziran
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Agustos
Agustos
Agustos
Eyliil
Eyliil
Ekim
Ekim
Ekim
Ekim
Kasim
Kasim
Kasim
Kasim
Kasim
Kasim
Kasim
Aralik

Ege
I¢ Anadolu
I¢ Anadolu
Ic Anadolu
Ege
Ege
Ege
f¢ Anadolu
¢ Anadolu
Ege
Ege
f¢ Anadolu
¢ Anadolu
Ege
Ege
Ege
Ege
f¢ Anadolu
f¢ Anadolu
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Marmara
Ege
Ege
Ege
Akdeniz
Akdeniz
Akdeniz
Ege
Ege
Ege
Ege
Dogu

L33
L34
L 36
L37
L 38
L 39
L 40
L41
L 42
L 43
L 44
L 45
L 46
L 47
L 48
L 49
L 50
L51
L 52
L 28
L 30
L35
L31
L17
L18
L11
L 116
L 130
L19
L1
L4
L 118
L 128
L5
L 125
L2

RT -2g
RT -2g
RT -250g
RT -250g
RT -250g
RT -250g
RT -250g
RT -250g
RT -250g
RT -250g
RT -250g
RT -150g
RT -150g
RT -150g
RT -150g
RT -150g
RT -150g
RT -150g
RT -100g
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT -15¢g
RT -30g
RT -15¢
RT -200g
RT -200g
RT -40g
RT -200g
RT -40g
RT -200g
RT -200g
RT -200g

2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014

Eyliil
Eylil
Eylil
Eyliil
Eyliil
Eylil
Eylil
Eylil
Eylil
Eylil
Eylil
Eylil
Eylil
Eylil
Eylil
Eylil
Eylil
Eyliil
Eyliil
Eyliil
Eyliil
Eyliil
Eyliil
Eyliil
Eyliil
Aralik
Aralik
Aralik
Mart
Nisan
Nisan
Nisan
Nisan
Nisan
Nisan
Nisan

Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege



A 146
A 165
A 164
A 147
A173
A 172
A 148
A 159
A 189
A 182
A 151
A178
A181
A 209
A 179
A 180
A 150
A 184
AT0
A175
A 176
A177
A 185
A 186
A 187
A 204
A 205
A 190
A 192
A 193
A 194
A 195
A 196
A212
A 213
A214

RT-0,1g
RT -2509
RT -2g
RT -0,59
RT -0,4g
RT -200g
RT -6g
RT -0,29
RT -3g
RT -100g
RT -0,59
RT -8g
RT -8g
RT -40g
RT -8g
STL -200g
RT -1509
RT -25¢
K
RT -3509
RT -2g
RT -4g
RT -200g
RT -0,69
RT -0,69
RT -2509
RT -2509
RT
RT
RT
RT
RT
RT
z
z
RT -40g

2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016

Subat
Mart
Mart
Mart
Nisan
Nisan
Nisan
Nisan
Nisan
Nisan
Nisan
Mayis
Mayis
Mayis
Mayis
Mayis
Mayis
Mayis
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Agustos
Agustos

Nisan
Nisan
Mayis

f¢ Anadolu
Ege
Ege
f¢ Anadolu
Ege
Marmara
Ege
Ege
Ege
I¢c Anadolu
I¢ Anadolu
Karadeniz
Karadeniz
Karadeniz
Karadeniz
Karadeniz
Marmara
Ege
Marmara
Ege
Ege
Ege
I¢c Anadolu
I¢c Anadolu
f¢ Anadolu
Ege
Ege
Karadeniz
Karadeniz
Karadeniz
Ege
Karadeniz
Karadeniz
Marmara
Marmara
Marmara

Y 43
Y 44
Y 45
Y 29
Y 37
Y 42
Y 47
Y 38
Y 39
Y 36
Y 255
Y 256
Y6
Y 212
Y 213
Y 217
Y 214
Y 215
Y 224
Y 206
Y 229
Y 207
Y 228
Y 216
Y 232
Y 231
Y 259
Y 260
Y 257
Y 258
Y 210
Y 225
Y 227
Y 211
Y 223
Y 226

RT -250g
RT -10g
RT -10g
RT -1g
RT -50g
RT -40g
RT -150g
RT -1g
RT -7g
RT -150g
RT -250g
RT -250g
RT -300g
RT -250g
RT -250g
RT -30g
RT -200g
RT -250g
RT -6g
RT -3g
RT -39
RT -250g
RT -250g
RT -12g
RT -12g
RT -10g
RT -2000g
RT -2000g
RT -200g
RT -200g
RT -250g
RT -250g
RT -8g
RT -5g
RT -30g
RT -5g

2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
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Aralik
Aralik
Aralik
Aralik
Aralik
Aralik
Aralik
Ocak
Ocak
Ocak
Subat
Subat
Subat
Mart
Mart
Mart
Nisan
Nisan
Nisan
Nisan
Nisan
Nisan
Mayis
Mayis
Mayi1s
Mayis
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran

Dogu
i¢ Anadolu
I¢ Anadolu
Ege
Ege
I¢ Anadolu
¢ Anadolu
Ege
Ege
Ege
Akdeniz
Akdeniz
¢ Anadolu
Ege
Ege
¢ Anadolu
Marmara
Marmara
Ege
Ege
Ege
Ege
Karadeniz
Ege
Ege
Ege
Marmara
Marmara
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege

L3
L 16
L 115
L 63
L 66
L 65
L 62
L 64
L 53
L 59
L 55
L 56
L 54
L 57
L 58
L 60
L 82
L 84
L 85
L 90
L 94
L 89
L91
L 92
L 93
L 97
L 99
L 96
L 98
L 100
L 103
L 101
L 102
L 104
L 105
L 108

RT -200g
RT -200g
RT -200g
RT -200g
RT -300g
RT -60g
RT -200g
RT -200g
RT -8g
RT -150g
RT -200g
RT -100g
RT -8g
RT -250g
RT -250g
RT -200g
RT -200g
RT -200g
RT -200g
RT -12g
RT -12g
RT -300g
RT -150g
RT -200g
RT -200g
RT -10g
RT -200g
RT -100g
RT -7g
RT -250g
RT -250g
RT -60g
RT -250g
RT -60g
RT -40g
RT -14g

2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014

Nisan
Nisan
Nisan
May1s
May1s
May1s
May1s
May1s
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Haziran
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Temmuz
Agustos
Agustos
Agustos
Eyliil
Eyliil
Eyliil
Eyliil
Eyliil
Ekim
Ekim
Ekim

Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege



ATCC
7966

ATCC
23214
ATCC
43979
FNR
2478

FNR
5488

Siit

Akarsu

Balik

1976

1976

A
hydrophila

A. caviae
A. sobria
A. sobria

A. bestiarum

Y 209

Y 94

Y 96

Y 233

Y 234

Y 235
Y 236
Y 238
Y 239
Y 240
Y 242
Y 243
Y 244
Y 245
Y 246
Y 247
Y 249
Y 250
Y 251
Y 252
Y 254

Y 92

Y 93

Y 237
Y 241
Y 248
Y 253
Y 95
Y 261
Y 262

RT -250g
R 827 Rize
R 871 Rize

RT

RT

RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
R 825
Artvin

R 874
Trabzon

RT
RT
RT
RT

RT -250g
RT -250g

2015

2016
2016
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Haziran

Mart
Mart

I¢ Anadolu

Karadeniz

Karadeniz
Ege

Ege

Ege
f¢ Anadolu
Marmara
¢ Anadolu
Danimarka
Ege
Marmara
¢ Anadolu
Ege
f¢ Anadolu
Marmara
Ege
Karadeniz
Karadeniz
Ege
Ege

Karadeniz

Karadeniz

Marmara
Ege
Ege
Ege

Karadeniz

Akdeniz

Akdeniz

L 107

L 106

L 110

L111

L 109

L12
L13
L 122
L 131
L 123
L14
L15
L 132
L 140
L9
L 135
L 10
L114
L 129
L 119
L 133

L112

L 120

L 126
L 127
L 117
L121
L 113
L 134
L 136

RT -250g
RT -30g
RT -300g
RT -30g

RT -300g

RT -250g
RT -200g
RT -200g
RT -250g
RT -200g
RT -200g
RT -400g
RT -400g
RT -250g
RT -200g
RT -200g
RT -150g
RT -150g
RT -250g
RT -100g
RT -200g

RT -250g

RT -250g

RT -250g
RT -250g
RT -12g
RT -200g
RT -350g
RT -25¢
RT -250g

2014

2014

2014

2014

2014

2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015

2015

2015

2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015

Ekim
Ekim
Ekim
Ekim

Ekim

Aralik
Aralik
Aralik
Aralik
Aralik
Aralik
Aralik
Aralik
Aralik
Ocak
Ocak
Ocak
Ocak
Subat
Subat
Subat

Mart

Mart

Mart
Mart
Mayis
May1s
Mayis
Mayis
May1s

Ege
Ege
Ege
Ege

Ege

Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Dogu
. Eg'e .
Ege
Ege
Ege
Akdeniz
Ege
Ege

Ege

Ege

Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Dogu



Y 263
Y 264
Y 265
NCTC
12266
NCTC
12267
NCTC
12268
NCTC
12269
NCTC
12270

RT -250g
RT -250g
RT -250g

RT

Cinok
salmon

RT
RT

Yilan baligt

2016
2016
2016

1978

1978

1978

1978

1978

Mart
Mart
Mart

Akdeniz
Akdeniz
Akdeniz

A.B.D.

A.B.D.

A.B.D.

A.B.D.

A.B.D.

L 137
L 138
L 139
ATCC
49156
ATCC
49157
ATCC
43921

RT -250g
RT -250g
RT -250g

Sarikuyruk
Sarikuyruk

Sigir

2015
2015
2015

1974

1974

1984

May1s
May1s
May1s

Dogu

Dogu

Dogu
Japonya
Japonya

Amerika

RT: Gokkusagi Alabaligi (Onchorhychus mykiss); ATCC: American type culture collection; NCTC: National type culture collection, STL: Salmo trutta labrax; CAA: Akvaryum baligi (Gold fish-Carassius

auratus auratus; Z: Zebra baligi-Danio reriro) ve K: Kanguru (Macropus)
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3.2 Fenotipik identifikasyon

Bakteriyel izolatlar saflagtirildiktan sonra konvansiyonel yontemler ve API
hizli teshis kitleri kullanilarak fenotipik o6zellikleri belirlenmistir (API 32E, API
32STREP ve APl 20NE; BioMerieux, France).

Bakterilerin konvansiyonel yontemlerle identifikasyonu, Gram boyama,
oksidaz, katalaz, O/F(Oksidasyon-Fermantasyon), hareketlilik, Kanli agarda (KA)
hemoliz olusturma, MacConkey agarda (MCA) iireme, Shotts-Waltman Agar’da
(SWA) iireme ve O/129 (Vibriostat) testleri kullanilarak yapilmistir (Austin ve
Austin,, 1999; Austin ve Austin, 2016).

Hareketli Aeromonaslarin API 20NE ile identifikasyonunda;

Hareketli Aeromonas izolatlarinin biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesinde
API 20NE (biomerieux, Fransa) hizli teshis kiti kullanilmistir. Test Kkitinin
hazirlanmast uygulama yonergesine uygun olarak yapilmistir. Hareketli
Aeromonas larin inkiibasyon sicakligi uygulama yonergesinden farkli olarak 26°C’de
24-48 saat uygulanmigtir (Abu-Elala ve ark., 2015; Awan ve ark., 2005; Park ve ark.,
2003; Popoff, 1984; Verner-Jeffreys ve ark., 2009). Hareketli Aeromonas izolatlarina
yapilan API 20NE test sonuglar1 api veri tabaninda okutularak sonug¢ kaydedilmistir.
Y. ruckeri’nin API 32E ile identifikasyonu;

Y. ruckeri izolatlarinin biyokimyasal &zelliklerinin belirlenmesinde API 32E
(biomerieux, Fransa) hizli teshis kiti kullanilmistir. Test kitinin hazirlanmas1 uygulama
yonergesine uygun olarak yapilmistir. Y. ruckeri izolatlarinin inkiibasyon sicaklig
uygulama yonergesinden farkli olarak 30°C’de 5-7 saat uygulanmigtir (Abdel-Latif ve
ark., 2014; Frerichs, 1993; Romalde and Toranzo, 1991; Verner-Jeffreys ve ark.,
2009). Y. ruckeri izolatlarina yapilan API 32E test sonuglar1 api veri tabaninda
okutularak sonu¢ kaydedilmistir.

L. garvieae izolatlarinin API 32STREP ile identifikasyonunda;

L. garvieae izolatlarinin biyokimyasal ozelliklerinin belirlenmesinde API
32STREP (biomerieux, Fransa) hizli teshis kiti kullanmilmistir. Test Kkitinin
hazirlanmasi uygulama yonergesine uygun olarak yapilmustir. L. garvieae izolatlarinin
inkiibasyon sicakligi uygulama yonergesinden farkli olarak 30°C’de 5-7 saat
uygulanmistir (Ravelo ve ark., 2001; Altun ve ark., 2004; Evans ve ark., 2006;
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Aguado-Urda ve ark., 2014; Chen ve ark., 2001). L. garvieae izolatlarina yapilan API
32STREP test sonuglar1 api veri tabaninda okutularak sonug¢ kaydedilmistir.

3.3 Molekiiler identifikasyon

3.3.1 DNA Ekstraksiyonu

Suglarin DNA ekstraksiyonlari i¢in spin kolon ile filtrasyon sistemine dayanan
ekstraksiyon kiti kullanilmistir (Sekil 3, QlAamp DNA mini kit, 51306). Uretici
firmanin protokoliine uygun olarak uygulanan protokolde Hareketli Aeromonas lar, Y.
ruckeri ve L. garvieae i¢in; 24 saatlik bakteri kiiltiirinden DNA ekstraksiyonlari
yapilmistir (Dauphin ve ark., 2010; Greenspoon ve ark., 1998; Starke ve ark., 2014).
Ekstrakte edilen DNA konsantrasyonlart 260 nm, safliklar1 ise 260/280 nm dalga

boylarinda spektrofotometre (Multiscan Go, Thermo) ile Sl¢iilmiistiir.

Sekil 3. DNA ekstraksiyonunda kullanilan spin kolon
filtreler

3.3.2 PCRile identifikasyon

Hareketli Aeromonas’larin  PCR yontemleriyle kesin identifikasyonu
yapilamadigindan hizmet alimi yapilarak sekans analiziyle identifikasyonlari
yapilmistir. Hareketli Aeromonas izolatlarinda sekans analizi gyrB korunmus gen
bolgesi cogaltilarak yapilmistir. gyrB gen bolgesinin cogaltilmasinda kullanilan
primer seti Tablo 2’de verilmistir (Abu-Elala ve ark., 2015; Alperi ve ark., 2012;
Aravena-Roman ve ark., 2011; Soler ve ark., 2004; Yanez ve ark., 2003; Zhou ve ark.,
2013). Hareketli Aeromonas izolatlarinin PCR amplifikasyonunda; DEPC-treated
water, 1XPCR Buffer, 1,5 mM MgClz, her bir dNTP’den 0.2 mM, 1.0 U Taq
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polymerase, 1 uM her bir primer ve 5 pl template DNA igeren 25 ul PCR master mix’i
olusturulmustur (Qiagen, 201205). Olusturulan karisitm 94°C‘de 5 dk o6n
denatiirasyonu takiben 94°C‘de 1 dk denatiirasyon, 62°C*‘de 30sn primer baglanma,
72°C*de 45sn uzama olmak tizere 30 siklus ve 72°C*de 1 dk final uzama kosullarinda
amplifikasyon islemine tabi tutulmustur (Tablo 2). PCR ile amplifikasyon sonucunda
1100 bp’lik amplifikasyon {iriiniiniin goriilmesi pozitif sonug olarak degerlendirilerek
amplikonlar sekans analizine gonderilmistir (Alperi ve ark., 2012; Aravena-Roman ve
ark., 2011; Soler ve ark., 2004; Yanez ve ark., 2003; Zhou ve ark., 2013). Tiim
amplifikasyon iirlinleri sekans analizi i¢in Makrogen Avrupa (Amsterdam, Hollanda)
firmasina gonderilmistir. Sekans analizinde Sanger sekans analizi teknigine uygun
olarak cift yonlii (double strand) DNA dizi analizi yaptirilmis ve elde edilen sekans
dizileri GenBank veritabani ile kargilastirilmistir.

Y. ruckeri’nin PCR ile identifikasyonu tablo 2’de dizileri verilen YERS8 ve
YER10 primerleriyle Gibello ve ark., (1999) tarafindan belirtilen yonteme gore
yapilmistir. PCR amplifikasyonunda; DEPC-treated water, 1XPCR Buffer, 3.0 mM of
MgCI2, her bir ANTP’den 0.2 mM, 1.0 U Taq polymerase, 1uM her bir primer ve 5 pl
template DNA igeren 25 pl PCR master mix’i olusturulmustur (Qiagen, 201205).
Olusturulan karisim 94°C‘de 2 dk On denatlirasyonu takiben 94°C‘de 1 dk
denatiirasyon, 62°C*‘de 1 dk primer baglanma, 72°C‘de 1 dk uzama olmak iizere 25
siklus ve 72°C‘de 5 dk final uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi
tutulmustur (Sekil 4-5; Tablo 2). PCR ile amplifikasyon sonucunda 575 bp’lik
amplifikasyon iirliniiniin goriilmesi pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir (Altinok
ve ark., 2001; Gibello ve ark., 1999).

L. garvieae’nin PCR ile identifikasyonunda tablo 2’de dizileri verilen pLG—1
ve pLG-2 oligonukleotid primer seti kullanilmistir (Dang ve ark., 2012; Fadaeifard ve
ark., 2014). PCR amplifikasyonunda DEPC-treated water, 1XPCR Buffer, 1,5 mM of
MgCI2, her bir dANTP’den 0.2 mM, 1.0 U Taq polymerase, 1 uM her bir primer ve 5
ul template DNA igeren 25 pl PCR master mix’i olusturulmustur (Sekil 3, 4, Qiagen,
201205). Olusturulan karisim 94°C*de 3 dk 6n denatiirasyonu takiben 94°C‘de 1 dk
denatiirasyon, 55°C‘de 1 dk primer baglanma, 72°C‘de 1,5 dk uzama olmak iizere 35
siklus ve 72°C‘de 10 dk final uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi

tutulmustur (Tablo 4). PCR ile amplifikasyon sonucunda 1100 bp’lik amplifikasyon
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irliniiniin  goriilmesi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Dang ve ark., 2012;

Sharifiyazdi ve ark., 2010; Romalde and Toranzo, 2002; Zlotkin ve ark., 1998).

Tablo 4. Hareketli Aeromonas, Y. ruckeri ve L. garvieae identifikasyonunda kullanilan primer dizileri ve PCR kosullari

Hedef  Primerismi  Primer dizisi Amplikon  Per kosullart Kaynak
Bolge biiyiikliigi

92 °C 5dk Gibello ve
16s.  Yer8(F)  5-GCGAGGAGGAAGGGTTAAGTG-3’ X Zg g iglﬁ . ark, 1999

575bp

ONA  verlo (R)  5’-GAAGGCACCAAGGCATCTCTG-3’ 72°C 1dk

72°C 5dk

94 °C 3dk Zlotkin ve
165.  PLGL(P) 5-CATAACAATGAGAATCGC-3’ 94°C ldk ark., 1998
DNA 1.100bp 55°C 1dk X30
r pLG-2 (R) 5’-GCACCCTCGCGGGTTG-3 72°C 1.5dk

72°C 10dk

94 °C 5dk Yanez ve ark.,

gyrB3F (F) 94 °C 1dk 2003;  Soler,

5’-TCCGGCGGTCTGCACGGCGT-3’

gyrB 1.100pp 62 °C 30sn ~X30 2004; Abu-
gyri“R 5 TTGTCCGGGTTGTACTCGTC-3’ 72°C 45sn Elala ve ark.,
® 72°C 1dk 2015

Sekil 4. PCR caligmalarinda kullanilan Thermal Cycler — Sekil 5. DNA konsantrasyon ve MIK dilisyonlarmin
(Biorad T100) Slglilmesinde kullanilan MultiScan Go(Thermo)

3.4 Molekiiler Karakterizasyon

3.4.1 Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD-PCR)

Izolatlarin molekiiler karakterizasyonunun yapilmasi ve genetik yakiligin

belirlenmesi amaciyla amaciyla rastgele ¢ogaltilmig polimorfik DNA-polimeraz zincir
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reaksiyonu (RAPD-PCR) metodu kullanilmistir. Bu metotda Y. ruckeri izolatlar1 igin
“Enterobacterial repetitive intergenic consensus” (ERIC) dizgilerine 6zgii ERIC-2
primeri (Amann, 2007; Huang ve ark., 2013), L. garvieae izolatlari i¢in ise ayrim giicii
yiilksek olan M13 primeri kullanilmig ve primer dizileri Tablo 5’de verilmistir
(Fernandez ve ark., 2010; Ferrario ve ark., 2012; Foschino ve ark., 2008; Rossetti &
Giraffa 2005). RAPD-PCR analizi igin; DEPC-treated water, 1XPCR Buffer 2,5ul, 2,5
mM MgClz, 200 uM her bir dNTP, 2.5U Taq DNA polimeraz, 25 pmol primer
(Qiagen, 201205 kit) ve 5 pl template DNA igeren 25 pl’lik master karigimi
hazirlanmigtir. Master mix final hacim 25 pl olacak sekilde bakteri DNA’lar1 eklenerek
tablo 3’de verilen PCR kosullar1 uygulanmigtir. Amplifikasyon {riinleri etidium
bromid (2 pg/ml) igeren %1,5’luk agaroz jel ile 100 V 100 dk elektroforeze tabi
tutulmus, UV transilluminator ile gorlintiilenmistir. Olusan RAPD bantlart UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages) ile Bioedit yazilimi
(Applied Maths, Belgium) ve MEGA 7 programlariyla analiz edilerek dendogramlari
olusturulmustur. RAPD analizinin gilivenilirliginin belirlenmesi amaciyla referans
suslarinin RAPD analizi 3 kez tekrarlanmistir (Fernandez ve ark., 2010; Ferrario ve
ark., 2012; Foschino ve ark., 2008; Rossetti & Giraffa, 2005).

Hareketli Aeromonas’larin  molekiiler karakterizasyonu ve genetik
yakinliklarinin belirlenmesinde gyrB gen bolgesinin sekans analiziyle elde edilen
DNA dizileri MEGA 7 programimnda UPGMA metoduyla (1000 bootstrap) belirlenmis
ve filogenetik aga¢ olusturulmustur. (Alperi ve ark., 2012; Aravena-Roman ve ark.,
2011; Fontes ve ark., 2012; Soler ve ark., 2004; Yanez ve ark., 2003; Zhou ve ark.,
2013).

Tablo 5 Y. ruckeri ve L. garvieae’nin molekiiler karakterizasyonunda kullanilan primer dizileri

Hedef Primer

Bolge ismi Primer dizisi Per kosullari Kaynak
94°C 7dk Gibello
94°C 1dk ve

105 ERic 5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’ 41°C Tdic X335 ark,1999

rDNA 72°C 5dk
72°C 15dk
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94°C 2dk Rossetti

94°C 1dk ve
16S- M13 5-GAGGGTGGCGGTTCT-3" 42°C 40sn X40 Giraffa,
'DNA 72°C 2dk 2005
72°C 10dk

3.5 Duyarlihik Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi (MIK)

Tez ¢alismasinda kullanilan Hareketli Aeromonas, Y. ruckeri, L. garvieae
izolatlarmin florfenikol (FFC; Sigma, F1427), tetrasiklin (TET; Sigma, 31741),
sulfamethoksazol (SUL; Sigma, S7507), sulfamethoksazol-trimetoprim (19:1) ve
eritromisin (ERM; SigmaE5389) antimikrobiyallerine karsi tiremelerini inhibe eden
Minimal inhibitér konsantrasyonlar1 (MIK) broth mikrodiliisyon yontemiyle
belirlenmistir (CLSI, 2014a; CLSI, 2014b; Gao ve ark., 2012; Goni-Urriza ve ark.,
2000b; Huddleston ve ark., 2006; Kahlmeter ve ark., 2006; Miller and Reimschuessel
2006; Wang ve ark., 2014). Antimikrobiyaller 0.008, 0.016, 0.032, 0.064, 0.128,
0.256, 0.512, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 ve 256 mg/L diliisyonlarinda hazirlanmig ve
mikro plakalara 50°ser pl dagitilmistir. Bakteri siispansiyonunu hazirlamak igin
Tryptic-Soy Broth’ da 22°C’de 16-24 saat inkiibe edilen bakteriler, Mueller-Hinton
Broth’da 0.5 McFarland dansitesiye gore siispanse edilmistir. Hazirlanan bakteri
stispansiyonundan 50 pl antimikrobiyal iceren mikroplakalara dagitilmis ve
mikroplakalar 22°C’de 16-24 saat inkiibe edilmistir. Bakteri siispansiyonu Ve
antimikrobiyal i¢eren mikropalakalar mikroplaka okuyucu sistemde 595nm dalga
boyunda (Multiskan Go, Thermo) Ol¢iilmiistiir. Bakteri {iremesini inhibe eden en
diisiik konsantrasyon, MIK olarak belirlenmis ve CLSI 2014 referans degerleriyle
karsilastirilmistir (CLSI 2014a; CLSI 2014b).

3.6 Direnc Genleri

Antimikrobiyal direncin genotipik olarak belirlenmesinde floR, ermA, ermB,
tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetM, tetS, sull, sulll ve sullll diren¢ genleri
incelenmistir. Incelenecek diren¢ gen bélgelerinin PCR amplifikasyonu igin Tablo
6’deki primer dizileri ve PCR kosullar1 kullanilmistir. PCR amplifikasyonu i¢in
DEPC-treated water, 1XPCR Buffer, 1,5 mM of MgCly, her bir INTP’den 0.2 mM, 1.0
U Taq polymerase, 1uM her bir primer ve 5 pl template DNA iceren 25 pl PCR master
mix’i olusturulmustur (Qiagen, 201205). PCR ile amplifikasyon sonucunda herbir
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direng geni i¢in tablo 4’de belirtilen spesifik bantlarin goriintiilenmesi pozitif sonug

olarak degerlendirilmis ve her bir diren¢ geni sekans analizi ile dogrulanmistir.

Tablo 6. Hedef direng gen bolgelerine ait primer dizileri ve per protokolleri

Primer

Amplikon

ismi Primer dizisi biiyiikliigi Per kosullar Kaynak
94°C 4dk

F.5-TATCTCCCTGTCGTTCCAG-3’ 94°C 30sn

flo®) R. 5-AGAACTCGCCGATCAATG-3’ 399bp 55°C30sn -x30  Vanveark. 2008
72°C 1dk
72°C 7dk
94°C 4dk

erm(8) F. 5-GATACCGTTTACGAAATTGG-3’ 364b 94°C 30sn Chen ve ark.,

R. 5-GAATCGAGACTTGAGTGTGC-3’ P 58°C 30sn ~X30 2007
72°C 1dk
72°C 7dk
94°C 4dk

erm(A) F. 5’-GAAATYGGRTCAGGAAAAGG-3’ 33%b 94°C 30sn Chen ve ark.,

R. 5>-AAYAGYAAACCYAAAGCTC-3’ P 55°C30sn (- X30 2007
72°C 1dk
72°C 7dk
94°C 5dk

tet(A) F. 5>-GCTACATCCTGCTTGCCTTC-3’ 210b 94°C 1dk N ve ark.. 2001

R. 5’-CATAGATCGCCGTGAAGAGG-3’ R 55°C 1dk x30 N9 .
72°C 1,5dk
72°C 10dk
95°C 3dk Schmidt ve ark.,

tet(®) F. 5-CTCAGTATTCCAAGCCTTTG-3’ 416b 95°C 30sn 2001b;

R. 5-CTAAGCACTTGTCTCCTGTT-3’ P 59°C30sn ~ X25 Guardabassi ve
72°C 3dk ark., 2000b
72°C 5dk
94°C 4dk

tet(C) F. 5-AACAATGCGCTCATCGT-3’ 1138b 94°C 1dk French ve
R. 5-GGAGGCAGACAAGGTAT-3’ P 62°C 2<ﬂ< X35 Schwarz, 2000
72°C 3dk
72°C 7dk
94°C 4dk
tet(D) F. 5-~ACACTGCTGGACGCGAT-3’ 1121 94°C 1dk French ve
R. 5’- CTGATCAGCAGACAGAT-3’ 62°C 2dk X35 Schwarz, 2000
72°C 3dk
72°C 7dk
95°C 4dk
tet(E) F. 5-GTGATGATGGCACTGGTCAT-3’ 1180 95°C 30sn Schmidt ve ark.,

R 5’-CTCTGCTGTACATCGCTCTT-3’ 62°C 30sn  (~X25 2001b;
72°C 45sn
72°C 7dk

94°C 4dk
tet(G) F. 5-GCTCGGTGGTATCTCTGCTC-3’ 468b 94°C 1dk French ve

R. 5>~ AGCAACAGAATCGGGAACAC-3’ P 62°C 23dé<k X35 Schwarz, 2000
72°C
72°C 7dk
95 °C 5dk

tet(M) F. 5-GTTAAATAGTGTTCTTGGAG-3’ 657b 95°C 45sn Nawaz ve ark.,

R. 5>-CTAAGATATGGCTCTAACAA-3’ P 55°C45sn - X30 2011
72°C 1dk
72°C 7dk
94°C 4dk Charpentier ve

> By 94°C 30sn ark., 1993, Nawaz
tet(S) F.5 ’ATCAAGATATTAAGGAC 3’ 573bp e <30 ve ark., 2011
R.5 -TTCTCTATGTGGTAATC-3 sn Rizotti ve ark
72°C 1dk "
72°C 7dk 2009
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94°C 4dk

sul(1) F. 5-CGGCGTGGGCTACCTGAACG-3’ 433h 94°C 30sn Na Wang ve ark.,
R 5’-GCCGATCGCGTGAAGTTCCG-3’ P 60°C 30sn X30 2014
72°C 1dk

72 °C 7dk

94 °C 4dk

F. 5-GCGCTCAAGGCAGATGGCATT-3’ 94°C 30sn Na Wang ve ark.,

R 5-GCGTTTGATACCGGCACCCGT-3’ 293bp 55°C 30sn (= X30 2014
72°C 1dk

72°C 7dk

sul(2)

94°C 4dk

F. 5-TCAAAGCAAAATGATATGAGC-3’ 94°C 30sn Na Wang ve ark.,

R 5>-TTTCAAGGCATCTGATAAAGAC-3’ 787bp 55°C30sn [~ X30 2014
72°C 1dk

72°C 7dk

sul(3)

4. BULGULAR
4.1 Bakteri izolatlar

Bu tez ¢alismasinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Su Uriinleri
Hastaliklar1 Anabilim Dali Laboratuvart kiiltiir koleksiyonunda yer alan 103 adet
Hareketli Aeromonas, 142 adet Y. ruckeri ve 140 adet L. garvieae izolat1 kullanilmustir.

Bu izolatlarin kdkenleri ve bolgesel dagilimlart Sekil 6-8’de verilmistir.

43



armara Bolgesi

/»‘Q‘

) I¢ Anadolu Bélgesi
Ege Bolgesi

n=42

Sekil 6. Aeromonas tiirlerinin bolgesel dagilimi (n= 6rnek sayisi)

m’:’:‘ ] Karadeniz Bolgési
¥ =10

Dogu Anadolu Bélgesi
n=2

I¢ Anadolu Bélgesi
n=38

Ege Bolgesi
n=68

Sekil 7. Y. ruckeri izolatlarinin bolgesel dagilimi (n= 6rnek sayisi)

7

Ege Bolgesi
n=124

Dogu Anadolu Bolgesi
n=>5

I¢ Anadolu Bolgesi
n=7

Sekil 8. L. garvieae izolatlarinin bolgesel dagilimi (n= drnek sayist)
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4.2 Hareketli Aeromonas izolatlarinin Fenotipik Ozellikleri

Tez ¢alismasinda; gokkusagi alabaligi, alabalik isletme suyu, balik havuzlar
bentigi, dogal alabalik (Salmo trutta labrax), Gold fish (Carassius auratus auratus);
Zebra baligi (Danio reriro) ve Kanguru’dan (Macropus) izole edilmis olan 103
hareketli Aeromonas izolat1 kullanilmistir (Tablo 3).

Hareketli Aeromonas izolatlarinin, her birinin dizi analizi ile tiir tespitleri
yapilmis, tlir tespiti yapilan her bir Aeromonas tiiriinii esit oranda temsil eden 35
izolatin fenotipik 6zellikleri belirlenmistir. Hareketli Aeromonas tiirlerinin fenotipik
ozelliklerine ait sonuglar Tablo 7°de verilmistir. Hareketli Aeromonas tiirleri arasinda
Ure (URE), N-asetil-glukosamin (NAG), Potasyum Glukonat (GNT), Malik asit
(MLT) ve Oksidaz (OX) aktivitelerinin homojen 6zellik gosterdigi goriiliirken, API
20NE profilinde yer alan diger biyokimyasal testlerin ise tiirler arasinda oldukga
heterojen oldugu belirlenmistir (Sekil 9). Bu sonuglara gore hareketli Aeromonas
tiirlerinin biyokimyasal ozelliklerinin tiirler arasinda hatta tiirlerin kendi i¢lerinde

heterojen ozellik gosterdigi soylenebilir.
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Tablo 7. Hareketli Aeromonas tiirlerinin Fenotipik ( API 20NE profilleri ve morfolojik, biyokimyasal ) 6zellikleri

'2;9(;3 Al46 A74 A185 A84 A78 Al186 A37 Al19 A40 A151 A59 A187 | Al75 A180 A179 Al181 Al77  Al76 A209 Al72

AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS AS | ASA ASA ASA ASA ASA ASA ASA ASA

Gram boyama — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — —

Hareket + + + + + + + +
Katalaz + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
O/F +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
0/129 R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
API 20NE
NO; + + + + + + + + + + + + + + + + + +
TRP + + + + + + + + + — + + + + + + — — — +
GLU + + + + + + + — + + + — + + + + + + + +
ADH + + + — + — — + + + + + — + — — + — — + +
URE — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — —
ESC — — — — + + + — — — — + + + + + + — — + —
GEL + + + + + + + + + + + + + + + + + — — + +
PNG + + + + + + + + + + + + — + + + + + + + +
GLU + + + + + + + + + + + + — + + + + + + + +
ARA — — + — — + + — + + + + — — — — + — — + +
MNE + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
MAN + + + + + + + + — + + + + + + + + + + + +
NAG + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
MAL + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
GNT + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
CAP + + + — — — + — + + + + — — — + + — — + —
ADI — — — — — = — = — = — = = + = —
MLT + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
CIT + + — + + — — — — — — — — — — — + + — +
PAC — — — — = — = — = — = — - — = — = + = — =
OoX + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
AS: A. sobria, ASA: A. salmonicida

NOgz: Potasyum nitrat; TRP: L-triptofan; GLU: D-Glukoz; ADH: L-arjinin; ESC: Eskulin; GEL: Jelatin; PNG: 4-nitrofenil-pDgalaktopiranosid; GLU: D-Glukoz; ARA: L- Arabinoz; MNE: D-

Mannoz; NAG: N-asetil-glukosamin; MAL: D- Maltoz; GNT: Potasyum Glukonat;
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Tablo 7’nin devami

Gram boyama
Hareket
Katalaz

O/F
0/129

NO3
TRP
GLU
ADH
URE
ESC
GEL
PNG
GLU
ARA
MNE
MAN
NAG
MAL
GNT
CAP
ADI
MLT
CIT
PAC
OX

A204 A102

AB AB
+
+ +

+/+ +/+
R R
+ J—
+ +
+ —
+ J—
+ —
+ J—
+ +
+
- —
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
- —
+

— +
+ +

A9

AB

+/+

+ + + +

+ o+ 4+ 4+ + 4+ o+ o+ o+ o+

+ +

4L

ATCC

7966
AH

+/+

+ + + o+

+ o+ + + + + + + + + +

+ o+

+

A91

AH

+/+

+ + + +

+ + 4+ + + + + + + + + |

+ o+

4L

Al70

+ + o+

+ 4+ + 4+ o+

+

AT79

+ + +

+ + + + 4+

4L

A88

AM

+/+
R
API 20NE

+ 4+ + + + + + 4+ o+ o+

+

A97

+ + + + o+

+ o+ o+ + o+ o+

AT0

+

A98

SP.

+/+

+ + + +

+ + + + + + + + + + o+

4L

A39

+ + +

+ o+ + o+ + o+ o+ o+

+ + +

+

Al

+ +

+ 4+ + 4+ +

4L

4L

A196

AE

+/+

| + + + +

+ + o+ o+

+ o+ + + o+ +

+

ATT

AHH.D

+/+

| + + + +

+ + + +

+ + + + + 4+

4L

AT6

AHA

+/+

| + + + +

+ 4+ + + o+

AB: A. bestiarum, AH: A. hydrophila, AM: A. media, AV: A. veronii, SP. Aeromonas sp., AAL: A. allosaccharophila, AE: A. eucrenophila, AHH.D:
A. hydrophila subps. dhakensis, AHA: A. hydrophila subsp. anaerogenes
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Sekil 9. Aeromonas izolatlarinin API 20 NE hizli teshis kiti ile biyokimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi

4.3 Y. ruckeri Izolatlarimin Fenotipik Ozellikleri

Tez ¢alismasinda toplamda 142 adet Y. ruckeri izolati kullanilmigtir. Gram
negatif, Hareketli, Oksidaz negatif, O/F Fermentatif, MacConkey’de iireme pozitif
Ozellik gosteren izolatlarin identifikasyonu PCR analizi ile yapilmistir.
Identifikasyonlar1 yapilan Y. ruckeri izolatlarindan her bir RAPD grubunu temsil
edecek sayida izolat segilerek biyokimyasal 6zellikleri API RAPD ID 32E hizli teshis
kitleri ile belirlenmistir (Tablo 8, Sekil 10). Biyokimyasal 6zellikleri belirlenen ve
ilkemizden izole edilmis olan Y. ruckeri izolatlarindan 6’sinin biyokimyasal
Ozelliklerinin homojen oldugu, 5 izolatin ise yalnizca sorbitol testi yoniiyle farklilik

gosterdigi belirlenmistir.
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Tablo 8. Y. ruckeri izolatlarinin konvansiyonel mikrobiyolojik testler ve API RAPID 32E hizli teshis kiti ile belirlenen
biyokimyasal 6zellikleri

Gram
Boyama

Hareket
Oksidaz
Katalaz

OIF
Mac
Conkey

lireme

URE
LDC
obC
ESC
FER
ARA
ADO
RHA
MAN
SOR
CEL
MEL
IND
MNT
PPA
SAC
5KG
PLE
GAT
COoL
CMT
TTR
ONAG
PNPG
GRT
MNE
MAL
aGAL
IDP
RAF
TRE

*

Y58

+/+

4L

Y106

Y107

Y147

O Lo
¢ 8 5& bR
>' > UN ON
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LDC: L-lysin, ODC: L-ornithin, ESC

: Eskiilin ferrik sitrat, FER: D-glukoz, ARA: L-arabinoz, ADO: Adonitol, RHA:
L-rhamnoz, MAN: D-mannitol, SOR: D-sorbitol, CEL: D-sellobiyoz, MEL: D-melibiyoz, GRT: Sdoyum glukuronat,
MNE: D-mannoz, MAL: D-maltoz, TRE: D-trehaloz, IND: L-triptofan, MNT: Sodyum malonat, PPA: 4-nitrofenilalanin,
SAC: D-sakkaroz (sukroz), 5KG: Potasyum 5-ketoglukonat, PLE: Palatinoz, GAT: Galakturonik asit, COL: Kolistin,
CMT: Koumarate, TTR: Potasyum tetrahionat, ONAG: 2-nitrofenil-N-asetil-pD-glukosaminid, PNPG: 4-nitrofenil- fD-
galaktopiranosidaz, aGAL: 4-nitrofeil-aD-galaktopiranosid, IDP: 5-bromo-4-kloro-3-indolil-disodyum fosfat, RAF: D-
raffinoz, *: Kontaminasyon kontrol
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Tablo 8’in devami
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v (T
Sekil 10. Y. ruckeri izolatlarun API 32E hizli teshis kiti ile biyokimyasal 6zelliklerin belirlenmesi

4.4 L. garvieae Izolatlarinin Fenotipik Ozellikleri
Tez calismasinda toplamda 140 adet L. garvieae izolat1 kullanilmigtir. Gram

pozitif, hareketsiz, oksidaz negatif, O/F fermentatif, MaC Conkey’ Agar’da iireme
negatif Ozellik gosteren izolatlarin identifikasyonu PCR analizi ile yapilmistir.
Identifiye edilen L. garvieae izolatlarindan her bir RAPD grubunu temsil eden
izolatlarin API RAPID ID 32STREPT hizli teshis kitleri ile biyokimyasal 6zellikleri
belirlenmis ve sonuclar Tablo 9’da verilmistir. L56, L114, L70, L51, L5, L89, L107,
L109, L123, L133 ve ATCC 49156 numarali izolatlar biyokimyasal karakterleri
yonilyle homojen 6zellik gostermistir (Tablo 9, Sekil 11).
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Tablo 9. L. garvieae izolatlarinin konvansiyonel Mikrobiyolojik testler ve API RAPID ID 32STREPT hizl teshis kiti ile

belirlenen biyokimyasal 6zellikleri

ATCC
43921
ATCC
49156
ATCC
49157

Gram
boyama
Hareket —— — —
Oksidaz ~ — — —
Katalaz — — —
O/F +H+ A+ 4+

ADH  + o+ o+
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O/F: Oksidasyon/Fermentasyon; ADH: arjinin dihidrolaz, BGLU: B-glukosidaz; BGAR: B-galaktosidaz; BGUR; B-glukuronidaz
aGAL: a-galaktosidaz; PAL: alkalin fosfataz, RIB: D-riboz; MAN: Mannitol; SOR: Sorbitol; LAC: Laktoz; TRE: Trehaloz; RAF:
Raffinoz; VP: Voges proskauer; APPA: alanyl-fenilalanil-prolin arilamidaz, BGAL: B-galaktosidaz; PYRA: pirrolidonil
arilamidaz, B-NAG: N-asetil-B- glukosaminidaz, GTA: glisil-triptofan-arilamidaz, HIP: hippurat hidroliz, GLYG: Glikojen; PUL:
Pullulan; MAL: Maltoz; MEL: Melibioz; MLZ: Melezitoz; SAC: Sakkaroz; LARA: L-arabinoz; DARL: D-arabitol; MBDG:
methil-B-D-glukopiranosid asidifikasyon; TAG: Tagatoz; f MAN: B-mannosidaz; CDEX: Siklodekstrin; URE: Ureaz

Tablo 9’un devamui
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Sekil 11. L. garvieae izolatlarmin API 32 STREPT hizl teshis kiti biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

45 Hareketli Aeromonas izolatlarimin Molekiiler identifikasyonu
Hareketli Aeromonas’lara spesifik olan 16S r-RNA gen bolgesinin PCR ile

¢ogaltilmasiyla 1.500bp’da bant veren izolatlar Aeromonas spp. olarak identifiye
edilmistir (Sekil 12). Tiir tespiti i¢in sekans analizi yapilacak izolatlara, gyrB
korunmus gen bolgesiyle PCR yapilmis ve 1.100bp’da pozitif sonu¢ veren izolatlar
sekansa gonderilmistir (Sekil 13). Sekans analizi sonucunda; 98 Aeromonas sp.
izolatindan 33’1 A. sobria, 18’1 A. salmonicida, 12’si A. media, 11’i Aeromonas sp.,
yedi ’si A. bestiarum, dort ‘i A. allosaccharophila, dort ‘i A. veronii, ti¢ ‘i A.
hydrophila, iki ’si A. eucrenophila ve birer izolat da A. hydrophila subsp. hydrophila,
A. hydrophila subsp. anaerogenes, A. dhakensis, A. hydrophila subsp. dhakensis

olarak identifiye edilmistir. Tiir tespiti yapilan hareketli Aeromonas izolatlarin genetik

benzerlik oranlar1 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov veri tabaniyla karsilastirilarak Tablo

10’da verilmistir.
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Sekil 12. Aeromonas spp. 16S r-DNA PCR sonuglar1 1500bp. Sekil 13. Aeromonas spp. gyrB PCR sonuglari
1: Negatif kontrol, 2: pozitif kontrol, 3-11: pozitif Aeromonas 1100bp. 1-10: pozitif izolatlar, M: Marker 100, 200,
izolatlar1, M: Marker 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000,
900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000bp. 2500, 3000bp.

Tablo 10. gyrB gen bolgesinin sekans analizi ile identifiye edilen Aeromonas lar

Tiir idéntiﬁye il izolat numaralari, Benerlik Orant 6
izolat say1st
A30% A184% A131° A41° A105° A119° A26°; A80°
AB86°; A37°; A82°; AG1°; A32°; AT4°; A87P; A33°; A40P;
A. sobria 33 A31°% A59° ABL°; AT78°% A162° A3® A161°% A146°
A165°; A164° A159°% A186°; A190° A214° A40°; A151¢
AB4°

A189% A28 A25" A174% ASP; A171° A170%; AL72;
A salmonicida AL73% Al123% AL78% A181°% AL79° A209% A180°%;

18
AL175° A176° AL177°
) A194% A120° A118° A156° A153° A88°; A99°; A17°

A. media 12 A193%; A195"; A97°; A100°

A109% A210% AL15° A42° A7 A98° AL6° Al147°
Aeromonas sp. 11 AL192A148%; AGT®
A. bestiarum 7 A9 A90% A101°; A102°; A150° A8°; A205°
A. allosaccharophila 4 A155% A182° A36P; A39°
A. veronii 4 AT0% A212° A213° A106°
A. hydrophila 3 A89%; A91% A79*
A. eucrenophila 2 Al°; A196°
A. hydrophila subsp. hydrophila 1 Al124°
A. hydrophila subsp. anaerogenes 1 AT6°
A. dhakensis 1 ATT®
A. hydrophila subsp. dhakensis 1 A108°

a: %100 benzerlik; b: %99 benzerlik; c: %98 benzerlik
“Benzerlik oranlari, gyrB sekans sonuglarinin Niikleotid Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov, GeneBank) ile karsilastiriimasi ile
belirlenmistir.
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4.6 Hareketli Aeromonas Tiirlerinin Molekiiler Karakterizasyonu
Tiir teshisleri yapilan izolatlarin sekans verileri BioNumerics 7.0 yaziliminda

(Applied Maths, Belgium) analiz edilmis, genetik yakinliklarin belirlenmesinde
Matematiksel ortalama ile agirliksiz ciftlerin gruplandirilmasi (UPGMA) istatistik
metodu kullanilmis ve filogenetik agac¢ Sekil 14’°de verilmistir. Calismada kullanilan
98 hareketli Aeromonas izolatinin dizi analizi sonucu filogenetik olarak 7 farkli
genogrupta toplandigi, A. allosacharophila ve A. hydrophila subsp. anaerogenes
olarak tespit edilen birer izolatin ise bu gruplarda yer almadig1 saptanmistir. Tez
calismasinda identifiye edilen tiim A. sobria izolatlarinin A grubunda toplandigi ve bu
gruptaki izolatlarin en az %91,2 benzerlige sahip olduklart bulunmustur. B grubunu
olusturan Aeromonas izolatlariin A. hydrophila ATCC 7966 ve A. caviae ATCC
23214 referans suslari ile ayn1 grupta oldugu ve bu izolatlarin en az %91,3 benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. A. hydrophila, A. hydrophila subps. hydrophila, A.
hydrophila subsp. dhakensis, A. media, A. dhakensis, A. allosacharophila ve A. veronii
tiirlerinin de B grubu igerisinde yer aldig1 belirlenmistir. Bu ¢calismada tespit edilen iki
A. veronii izolatindan biri C grubunda yer alirken, diger A. veronii izolati ile % 87.6
benzerlik gosterdigi goriilmistiir. A. allosacharophila olarak tespit edilen A36
numarali izolatin, B genogrubunda bulunan diger A. allosacharophila izolatlarina
%87,6 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. A. salmonicida A. bestiarum, A.
eucrenophila ve Aeromonas sp. tiirleri ayni1 genogrupta (D) yer almis olup bu tiirler
kendi aralarinda en az %91,4 benzerlik gostermislerdir. A. eucrenophila ve 8 numarali
A. bestiarum izolati E genogrubunda yer almis olup en az %89,2 benzerlik
gostermistir. A. bestiarum izolatlar1 D ve E genogrubunda yer almis olup bu tiirlerin
kendi aralarindaki benzerlikleri %86,5 olarak belirlenmistir. 76 nolu A. hydrophila
subsp. anaerogenes izolat1 ¢alismada kullanilan hareketli Aeromonas tiirlerinden farkli
bir genogrupta yer almis ve bu gruplara benzerliginin %84.8 oldugu goriilmiistiir. 212
ve 213 numaral1 A. veronii izolatlar1 kendi aralarinda %99 benzerlik gésterirken, diger
A. veronii izolatlar1 (106, 115 ve 36 numaral) ile en diisiik %95 benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. 184 ve 214 numarali A. sobria izolatlar1 A grubunda bulunan A. sobria
izolatlari ile %98 benzer bulunmustur. 205 numarali A. bestiarum izolati D grubunda
yer alan A. bestiarum izolatlari ile en az % 95 benzerlige sahip oldugu goriilmiistiir.
210 nolu Aeromonas sp. izolati ise A grubunda yer alan Aeromonas sp. izolatlar ile

en az % 98 benzerlige sahip bulunmustur. Bu izolatlarin ilk sekans sonuglarinda bazi
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hatali okumalar oldugu i¢in daha sonrasinda tekrar edilmis fakat ilk

analizlerinde yapilan filogenetik agaca dahil edilememistir.
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Sekil 14. Hareketli Aeromonas izolatlarinin genetik yakinliklari (Bionumeric 7, Applied Maths, Belgika)
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o 36 A. allosacharophila
87@037 p ' A. salmonicida
i p A. salmonicida
p A. salmonicida
D 176 A. salmonicida
p & A. salmonicida
p ™ A. salmonicida
D 5 A. salmonicida
D 209 A. salmonicida
D & A. salmonicida
p ' A. salmonicida
91.4.100 D 173 A. salmonicida
86.5, 973-9 p 77 A salmonicida
T’ p '8 A. salmonicida
D = A. salmonicida
p A. salmonicida
D A. salmonicida
D A. bestiarum
D ° A. bestiarum
84.81 140 p o A. bestiarum
D 1 Aeromonas sp.
p o2 A. bestiarum
p 150 A. bestiarum
1 A. eucrenophila
329‘720 79 g 196 A. eucrenophila
' E 8 A. bestiarum
— 76 A. hydrophila subsp. anaerogenes

Sekil 14’iin devami

4.7 Y. ruckeri izolatlarinin Molekiiler Karakterizasyonu
Konvansiyonel Mikrobiyolojik testlerde Y. ruckeri siipheli izolatlar spesifik

YERS8-YERI10 primerleri ile 575bp’da pozitif sonu¢ vermis ve sonuglar Sekil 15°de
gosterilmisgtir. RAPD-PCR analizi ile 18 farkli Y. ruckeri genotipi tespit edilerek
sonuglar Sekil 16-18’de verilmistir. Toplam 142 Y. ruckeri izolatindan 117 (%82,3)
izolatin ayn1 genetik profile sahip oldugu ve bu izolatlarin NCTC12266 referans sus
(serotip O1) ile benzer genogrupta yer aldigi belirlenmistir. Y. ruckeri izolatlarinin
molekiiler karakterizasyonunda en yaygin goriilen RAPD-PCR profili Sekil 16°de
verilmistir. 142 izolattan 4 (%2,8)’ti NCTC 12270 numarali referans sus (serotip O7)
ile benzer genogrupta yer alirken, diger suslarin NCTC 12267, NCTC 12268 ve
NCTC12269 referans suslara benzer profil vermedikleri saptanmistir (Sekil 18). Ege,
I¢ Anadolu, Dogu Anadolu, Akdeniz ve Marmara bdlgelerine ait izolatlarin benzer
profil verdikleri, Karadeniz bolgesine ait izolatlarin 142 izolattan farkli genetik
profilde oldugu belirlenmistir. 2009 yilinda Ege bolgesine ait bir, 2010 yili Ege
bolgesine ait iki ve Marmara bdlgesine ait bir izolatin NCTC12270 numaral1 Y. ruckeri
izolatina benzer RAPD profili gosterdikleri tespit edilmistir. RAPD profili benzerlik

gdsteren bu bes izolatin ikisi I¢ Anadolu, ii¢ii ise Ege bolgesinden izole edilmistir.
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Sekil 15. Y. ruckeri YER8-YER10 primerleri ile PCR sonuglari 575bp. 1-7, 10: pozitif Y.
ruckeri izolatlar1, 8-9: negatif kontrol, M: Marker 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1000, 1500bp, m: Marker 100, 200, 300, 400, 500, 600bp.

M123 456 7 8 91011 121314 1516 1718M

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3132 33 34 3536 M

Sekil 16. Y. ruckeri RAPD-PCR parmak izi analiziyle tespit edilen en yaygin genetik profil (NCTC 12266
ile ayni profil), 1-36: En yaygin profili veren izolatlar, M: marker 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1.000, 1.100, 1.500bp
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Sekil 17. ERIC2 primerleri ile Y. ruckeri RAPD-PCR parmak izi analizi (m: Marker 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900, 1.000, 1.500, 2.000, 3.000bp; A: NCTC 12266; B: NCTC: 12267; C: NCTC: 12268; D:
NCTC 12269; E: NCTC 12270; 249, 250, 251, 252, 255, 256, 257, 258, 259, 260, A en yaygin profil)

12210 Serotip 07

12268 Serotip 05

g 2 EW g g Genus - Bglge izolasyon Yil
" Y82 Mugla 2013} 2izolat
e Sivas 2013
54/
v Trabzon 2010
62 7 vis  Trabzon 2010} 2izolat
’7 vi5 Mugla 2013
72 v Kayseri 2013} 2izolat
‘ Y18 Sivas 2014
‘ 765 .
Vi3 Mugla 2014
‘ % Mugla 2014
‘ Y8 Mugla 2014
‘ vzt Kayseri 2013
‘ Yit - Mugla 2014
‘ Y1t Mugla 2014
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‘ Y253 Isparta 2009 .
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‘ Y% |sparta 2009

12268 Serotip 06

1228 Serotip 01

Y50 Sakarya 2015
Y5 Sakarya 2015 » 117izolat
‘ ] ‘ Y5 Mugla 2015
\

Sekil 18. Y. ruckeri izolatlarinin RAPD-PCR parmak izi analizi, NCTC referans suslar: 12266, 12267, 12268, 12269, 12270,
Y258, Y259, Y260, Y248, Y253, Y7, Y11, Y9, Y68, Y75, Y93, Y95, Y121, Y131, Y89, Y133, Y199, Y202: Y. ruckeri
izolatlar1; M: marker: 100, 200, 300, 400, 500, 700, 1.000, 1.600, 2.000, 5.000, 8.000, 10.000bp
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4.8 L. garvieae izolatlarimin Molekiiler Karakterizasyonu
Tez ¢aligmasinda kullanilan L. garvieae izolatlar1 pLG-F ve pLG-R primerleri

kullanilarak PCR’da dogrulanmis ve sonuglar Sekil 19°de verilmistir. Ulkemizin 4
farkli bolgesinden izole edilen 99 L. garvieae izolatinin RAPD-PCR profilleri Sekil
19-21°de verilmistir. Referans suslarla birlikte tiim izolatlarin 8 farkli genogruba
ayrildig, tilkemiz izolatlarinin ise kendi aralarinda 5 farkli genetik profil gosterdigi
belirlenmistir. 137 L. garvieae izolatindan 99’unun (%72,2) A genogrubunda, 32’sinin
(%23,3) B genogrubunda, 3’tiniin (%2,1) C genogrubunda ve birer izolatin da D ve E
genogruplarinda yer aldigr belirlenmistir. Tiirkiye’den izole edilen izolatlar ile
referans suslar arasinda yliksek bir genetik yakinlik (<%90) tespit edilememistir.
ATCC 49156 ve 49157 suslar1 kendi aralarindan %82 benzer bulunurken L81 (D
genogrup) ve L1 (A genogrup) izolatlar1 %86 benzer L31 (E genogrup) ve ATCC
43921 suslar1 %72, L68 (C genogrup) ve L5 (B genogrup) izolatlar1 da %77 benzer

bulunmustur. Tiim izolatlarin RAPD profillerinin en az %61 benzerlikte oldugu

gorilmiustir.

Sekil 19. L. garvieae pLG-F, plg-R primerleri ile PCR
sonuglart 1100bp. 1-11: pozitif izolatlar, M: Marker 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000,
2500, 3000bp.

n 17 18 19 116 130 ns 128 63 66 82

L —

a— e o—

Sekil 20. L. garvieae izolatlarinda en yaygin goriilen
RAPD-PCR profilleri. 11, 17, 18, 19, 116, 130, 118,
128, 63, 66 ve 82 bu profile drnek izolatlar (M: Marker:
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000,
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Genus  Bolge  zolasyoan il

168CGowp Ege 2013} 3izolat
77

" ls86ow  Ege 2014} 32izolat
" B1EGow g 2014} Tizolat

ATCC 43921

61

" LiAGoup  Ege 2014 } 99 zolat
" 810Gow icAnadolu 2013 } izolat

ATCC 49156

82

ATCC49157

Sekil 21. L. garvieae izolatlarinin RAPD-PCR patternleri (49157, 49156, 43921: ATCC suslari; 81, 1, 5, 31, 68: L. garvieae
izolatlarr)

4.9 Hareketli Aeromonas Izolatlarinin Antimikrobiyal Duyarlihklar1 (MIK)
Aeromonas izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik konsantrasyonlar1 Tablo

11°de verilmistir. Duyarlilik ¢alismasinda 25 izolatin (%24.2) FFC’e, 29 izolatin
(%28.1) TET’e ve 95 izolatin (%92.2) ise SUL’e direngli oldugu tespit edilmistir.
FFC’un 0,128 ile 256 mg/ml, SUL’un 0,064 ile 256 mg/ml ve TET’in 0,016 ile 256
mg/ml inhibitdr konsantrasyonu araliginda oldugu goriilmiistiir (Sekil 22).

A. sobria 11, A. media 6, A. salmonicida 3 Aeromonas sp., A. bestiarum, A.
veronii ve A. hydrophila subsp. hydrophila birer izolatin FFC’e kars1 direngli oldugu
tespit edilmistir. Hareketli Aeromonas izolatlarinin SUL’e direngli oldugu
belirlenirken yalnizca A. sobria (86, nolu) ve A. media (153, 156, 88 nolu) duyarl
bulunmustur. A. sobria 9, A. media 4, A. salmonicida 5, Aeromonas sp. 3, A.
hydrophila 2, A. veronii 2, A. hydrophila subsp. hydrophila, A. hydrophila subsp.
anaerogenes ve A. dhakensis’in birer izolatinin TET e kars1 direng gelistirmis oldugu
belirlenmistir. Ayrica ATCC 7966, ATCC 23214 ve ATCC 43979 numarali referans
suslarinin da TET direncli oldugu goriilmiistiir. Hareketli Aeromonas izolatlarin FFC
ve SUL’e kars1 direng diizeylerinin 2015 yilinda ciddi diizeyde arttigi, 2013, 2014 ve
2015 yillarinda ise en yaygin SUL’e karsi direng gelistirmis oldugu goriilmiis ve

sonuglar Sekil 23’de verilmistir.
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4.10 Y. ruckeri izolatlarinin Antimikrobiyal Duyarhihklar1 (MIK)
Y. ruckeri izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik konsantrasyonlar1 Tablo

12°de verilmistir. Calismada kullanilan Y. ruckeri izolatlarinin tamaminin SUL’e,
21’inin FFC’e, 19’unun TET’e ve 18’inin SXT’ye kars1 direngli olduklar1 tespit
edilmistir (Tablo 12). FFC’un 0,256 ile 256 mg/ml, SUL’un 256 mg/ml iizeri, TET in
0,512 ile 64 pg/ml ve SXT’nin 2 ile 256 pg/ml inhibitdr konsantrasyonu araliginda
oldugu goriilmistiir. Y. ruckeri izolatlarinin 2013, 2014 ve 2015 yillarinda yaygin
olarak SUL’e kars1 direng gelistirmis oldugu, 2015 yilinda ise FFC, TET ve SUL
bilesiklerine kars1 en diisiik diizeyde gelisiminin oldugu belirlenmis ve sonuglar Sekil

23’de verilmistir.

4.11 L. garvieae izolatlarinin Antimikrobiyal Duyarhhiklar1 (MIK)
L. garvieae izolatlariin antimikrobiyal duyarlilik konsantrasyonlari Tablo

13’de verilmistir. Calismada kullanilan 137 izolatin; 25’1 FFC’e, 37t TET’e, 128’1
SUL’e ve ikisi ERM’e direng gelistirmis oldugu belirlenmistir. FFC’un 0,008 ile 32
mg/ml, SULun 0,008 ile 256 pg/ml, TET in 0,032 ile 32 ng/ml ve ERM’nin 0,008 ile
1 inhibitér pg/ml konsantrasyonu araliginda oldugu gorilmistiir. L. garvieae
izolatlarinin 2013, 2014 ve 2015 yillarinda yaygin olarak SUL’e karsi direng
gelistirmis oldugu, 2015 yilinda ise FFC, TET ve SUL bilesiklerine karst direngte

onemli diizeyde azalma oldugu belirlenmis ve sonuglar Sekil 23’de verilmistir.

Sekil 22. Hareketli Aeromonas, Y. ruckeri ve L. garvieae etkenlerine broth
diliisyon yontemiyle yapilan MIK testi. A, C, E, G yukardan asagiya: 256, 128,
64, 32, 16, 8, 4, 2mg/L dilisyon; B, D, F, H yukardan asagiya: 1, 0.512, 0.256,
0.128, 0.064, 0.032, 0.016, 0.008mg/L diliisyon.
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Sekil 23. Hareketli Aeromonas, Y. ruckeri ve L. garvieae izolatlarinin yillara gore fenotipik
antimikrobiyal direng dagilimlari



Tablo 11. Hareketli Aeromonas suslarinin FFC, TET ve SUL duyarhliklari

MIK konsantrasyonlar1 (mg/L)

Antimikrobiyal Izolat MIK duyarlilik konsantrasyonu®
sayist() 0008 0016 0032 0064 0128 025 0512 1 2 4 8 16 32 64 128 256 Direngli sus say1st (%)
Florfenikol (FFC) 103 2 2 4 12 38 15 5 3 4 9 3 2 S<8>R 24,2
Tetrasiklin (TET) 103 1 2 4 5 22 10 9 8 12 6 8 3 1 S<8>R 28,1
Sulfamethoksazol
(SUL) 103 1 2 2 1 1 1 95 S<128>R 92,2
Tablo 12. Y. ruckeri suslarinin FFC, TET, SUL ve SXT duyarliliklar
Antimikrobiyal Izolat MIK konsantrasyonlart (mg/L) MIK duyarlilik konsantrasyonu®!
sayist(m) 0008 0016 0032 0064 0128 025 0512 1 2 4 8 16 32 64 128 256 Direngli sus say1st (%)
Florfenikol (FFC) 142 3 1 5 33 79 8 5 2 1 2 S<8>R 14,7
Tetrasiklin (TET) 142 1 2 5 24 61 22 8 7 1 7 4 S<8>R 19,0
Sulfamethoksazol
(SUL) 142 142 S<128>R 100
Sulfamethoksazol-
Trimetoprim (SXT) 142 22 102 7 3 1 1 6 S<8>R 12,6
Tablo 13. L. garvieae suslarinin FFC, TET ve SUL duyarliliklari
Antimikrobiyal fzolat MIK konsantrasyonlari (mg/L) MIK duyarlilik konsantrasyonu'!
sayist(n) 0008 0016 0032 0064 0128 0256 0512 1 2 4 8 16 32 64 128 256 Direngli sus say1st (%)
Florfenikol (FFC) 140 6 2 11 32 27 37 13 9 3 S<8>R 17,8
Tetrasiklin (TET) 140 1 1 10 29 46 38 6 1 2 1 5 S<8>R 2,1
Sulfamethoksazol
(SUL) 140 3 2 3 1 131 S<128>R 94,2
Eritromisin (ERM) 140 13 2 7 48 33 27 8 2 S<1>R 1,4
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4.12 Hareketli Aeromonas Izolatlarinda Tespit Edilen Diren¢ Genleri
Fenotipik olarak SUL’e direngli oldugu tespit edilen 95 Hareketli

Aeromonas izolatinda sullll direng geni tespit edilmemistir. Fenotipik direng tespit
edilen hareketli Aeromonas izolatlarinin 22’si sull, 18’inin ise Sulll diren¢ geni
tasidig1r belirlenmistir. Hareketli Aeromonas izolatlarinin 26’s1 (ATCC 7966,
ATCC 23214 ve ATCC 43979 dahil) fenotipik olarak TET direngli iken, 24’1 tetA,
biri tetC, ikisi tetD ve 20’sinin de tetE direng geni tagidigi belirlenmistir. 25 izolatin
FFC’e kars1 direngli olmasina ragmen bu izolatlardan 14 tanesinin floR direng geni
tasidigi tespit edilmistir (Tablo 14, Sekil 25-34). Referans suslarda (ATCC ve FNR)
herhangi bir direng geni tespit edilememistir. Hareketli Aeromonas izolatlarinda en
yaygin “sull-sulll” genleri birlikte tespit edilmistir. “sull-sulll-tetA”, “sull-floR”,
“floR-tetA” ve “sulll-tetE” direng genlerinin yaygin olarak bulundugu gériilmiis ve

dagilimlar Sekil 24°de verilmistir.

Tablo 14. Aeromonas izolatlarinda tespit edilen direng genleri ve MIK degerleri*

Pl ona rre@ S suas) 3 3 5 Tere S5 3 S § 8
AS 131 16 - 2/6< - - - 4 "
AS 4 32 - 2/6< - - - 0512 - - - -
AS 105 16 - 26< - - - 0512 - - - -
AV 106 051 . 26 - - - 1 I

B 00 1 - 2/6< - L+ - 1 -
AM 118 2 - 26< - - - 64 - - - o -
AS 119 003 - 256< - - - 025% - - - - |+
AM 120 64 . /< - - - 18 - - -
AHH 124 003 - /6< |+ o+ - 02% - - - -
AS 26 32 0 ose< L+ - - 4 -

174 2 + 26< - - - 1 o - - - FE
28 0,51 . /< - - - 18 - - -
171 1 0 o2s6< - - - 2 o - - -

AM 153 256 - 018 - - - 0128 - - - -
AS 80 0,26 - 2/6< - - - 8 .
AS 86 1 - 16 - 2 Sy
AS 82 1 - 286< |+ - - 0812 - - - - -
AS 61 1 - 256< + 4+ - 1 - - - - +
AM 156 1 - 2 - - - o018 |+ - - -
AS 74 1 - 256< - - - 02% L+ - - - -
AS 33 0,51 - /e< |+ - - 8 Sy
AS 40 1 L .

. 013 - 2/6< - - - 4 Lo

31 0,51 . o2me< |+ - - 1 -

FAsA | 170 2 +  256< - - - 02% |+ - - -

89 2 - /6< - - - 8 - -

7 1 2%6< - - - 16+ - - - -

123 1 2%< - - - 0512 - - - - |=
AHHA 76 8 2%6< - - - | 128 % - - -
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256<
256<
0,06
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
256<
128
256<
256<
256<
256<

0,256

0,256 -
0,256

: A. veronii, 8B. Aeromonas sp.,
AM: A. media, A h
hydrophila, BB: A. bestiarum,

*Yalnizca direngli izolatlarin sonuglari verilmistir

- A. sobria, AHH: A. hydrophila subps. hydrophila,
drophila subps. dhakensis, AHH.A: A. hydrophila subsp. anaerogenes, AH: A.
h: A. veronii, AE: A. eucrenophila
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M sull-sulll (11 izolat)
W sull-floR (4 izolat)
sull-tetA (2 izolat)
W sull-tetE (1 izolat)
B sulll-tetA (2 izolat)
W sulll-tetE (3 izolat)

3% \
~| m floR-tetE (1 izolat)
floR-tetA (4 izolat)
M sull-sulll-tetE (1 izolat)
LU floR-tetA-tetE (1 izolat)
M sull-sulll-tetA (5 izolat)
M floR-sulll-tetA-tetE (1 izolat)
m floR-sull-sulll-tetA (1 izolat)

m floR-sull-sulll-tetA-tetE (1 izolat)

Sekil 24. Hareketli Aeromonas izolatlarinda ¢oklu antimikrobiyal direng geni tagiyan izolatlarin dagilimi

4.13 Y. ruckeri izolatlarinda Genotipik Direnc
Tez ¢alismasinda incelenen 142 Y. ruckeri izolatinda sullll, tetA, tetB, tetC,

tetD, tetM ve tetS direng genleri tespit edilememistir. Direng geni tagidigi belirlenen
Y. ruckeri izolatlarindan ti¢tiniin sull, sekizinin sulll, ikisinin tetE ve birinin de floR
geni tagidig gorilmiistiir (Tablo 15, Sekil 25-34). Fenotipik olarak TET e direngli
oldugu tespit edilen 19 Y. ruckeri izolatinin birinde tetE direng geni belirlenmistir.
Fenotipik olarak TET’e duyarli olan bir izolatin ise tetE diren¢ geni tasidigi
goriilmustiir (Tablo 15, Sekil 25-34). Fenotipik olarak FFC’e direngli 21 izolatin
birinin floR geni tasidig1 belirlenmistir (Sekil 26). Referans suslarda (NCTC)

herhangi bir direng geni tespit edilmemistir.
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Tablo 15. Y. ruckeri izolatlarinda tespit edilen direng genleri ve MIK degerleri*

241 4 - 256< - - - 1 - - - . - - . 8

248 32 - 25%6< - - - 2 - - - - - - - 4

121 4 - 256< + - - 0512 - - - - - + 4

G 89 4 - 256< + - - 0512 - - - - - - 4

A 13 64 - 286< - - - 4 - - - - - - . 2

A 14 128 - 286< - - - 1 - - - - - - . 4
“ 10 16 - 256< - - - 0512 - - - - - - - 16
7 16 - 256< - - - 4 - - - o . . . 3

A 2000 2 - 256< - - - 32 - - - . - - . a4
199 8 - 256< - - - 1 - - - - - - - 18
A 183 2 - 2866< - - - 32 - - - - - - - 4

A 132 2 - 26< - - - 32 - - - o . 4
131 051 - 256< - - - 8 - - - - . . %+ 8
A 1200 4 - 2/6< - - - 32 - - - . o o . 4

A 91 8 - 25%6< - - - 1 - - - - 4+ - - 4

A 66 4 - 256< - gmw-  Bhamer - mmme - ammr 4
B 68 16 - 25%6< - - - 4 - - - - - - - 8
A 71 4 - 2%6< - - - 8 - - - - - - . a4

A 78 4 - 256< - - - 32 - - - - - - . a4

A 106 4 - 256 - - - 1 - - - R 4

A 107 4 - 286< - + - 1 - - < - - - . 4

11 256 + 286< - - - 2 - - - - 4 - - o256
9 256 256< - - - 64 - o - -+ o+ - 256

A 40 4 - 256< - - - 1 - - - - - - - 256

A 48 4 - 4256< - 4 - 0512 44 - - - o - 256

A 255 8 - 256< - - - 4 - - - - - - . 4

A 256 8 - 256< - - - 32 - - - - - . 4

A 22 2 - 2%6< - - - 2 - - - - - - - 8

A 207 2 - 2/6< - + - 8 - - - o oo o . 4

A 206 2 - 25%6< - - - 64 - - - - - - . 4

A 22 4 - 256< - - - 64 - - - - - - . a4

A 231 4 - 26< - - - 1 - - - - - - - 8

A 260 8 - 256< - - - 1 - - - - - - - 4

A 257 8 - 256< - - - 2 - - - - - - . 4

A 258 8 - 256< - - - 2 - - - - - - . 4

A 210 025 - 256< - + - 1 - - - - - . . &

A 225 4 - 256< - - - 32 - - - - - - . 4

A 211 025 - 256< - + - 1 - - - - - - . a4

A 9% 8 - 256< - - - 1 - - - - - - - 4

A 233 4 - 256< - - - 16 - - - - - - - 25

A 234 4 - 26< - - - 8 - - - - - . 2

A 236 1 - 256< - - - 8 - - - - - - . a4

A 229 4 - 256< - - - 8 - - o o o . . 2

A 244 16 - 256< - - - 1 - - - - - - - 4

A 247 32 - 26< - - - 2 - - - - - . o2

A 252 4 - 256< - - - 8 - - - - - - . a4

92 64 - 256< - - - 2 - - - - - . - 128

93 16 - 256< - - - 1 - - - .- . 16

95 64 - 256< + - - 1 - - - - - - - 256

A 261 1 - 256< + - 0128 - - - - - - 2

A 262 4 - 256< - + - 0286 - - - - - - - 4

A 263 4 - 256< - + - 0128 - - - - - - - 2

A 265 1 - 256< - + - 0512 - - - - - - - 2
NCTC 12266 4 - 26< - - - 1 - - - - - - - 4
NCTC 12267 2 - 25%6< - - - 0256 - - - - - - - 4
NCTC 12268 4 - 286< - - - 0256 - - - - - - - 8
NCTC 12269 4 - 26< - - - 0064 - - - - - - - 4
NCTC 12270 4 - 256< - - - 0256 - - - - - - - 8

*Yalnizca direngli izolatlarin sonuglari verilmistir, A, C, G, L, M, N: bakterilerin ait olduklar1 gruplari ifade etmektedir.
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4.14 L. garvieae izolatlarinda Genotipik Direnc
Calismamizda incelenen L. garvieae izolatlarinda sull, sulll, sullll, tetA ve

floR direng genleri tespit edilmemisken, izolatlarin dokuzunda ermA, dordiinde
ermB, yedisinde tetM, dordiinde tetS diren¢ geni belirlenmistir (Tablo 16).
Fenotipik olarak iki L. garvieae izolati ERM’e direngli iken bu izolatlardan ikisinin
ermB geni tagidigi belirlenmistir. Ayrica fenotipik olarak ERM’e duyarli izolatlarin
ermB ve ermA tasidigi tespit edilmistir (Sekil 25-34). Fenotipik olarak TET’e
direngli 15 L. garvieae izolatindan ikisinin tetM ve tetS, diger ikisinin ise hem tetM
hem de tetS direng genlerini birlikte tasidig1 belirlenmistir. Fenotipik olarak TET e
duyarli bir izolatin tetM ve tetS direng genlerini birlikte tasidigi, iki izolatin tetM
ve bir izolatin ise tetS direng geni tasidigi belirlenmistir (Tablo 16, Sekil 25-34).
Bir L. garvieae izolatinin tetM ve tetS, ii¢ izolatin tetM ve tetS, genlerini birlikte
(coklu antimikrobiyal direng) tasidigi tespit edilmistir (Tablo 16). Ayrica L.

garvieae referans suslarinda direng geni tespit edilememistir.

Tablo 16. L. garvieae izolatlarinda tespit edilen direng genleri ve MIK degerleri*

Eggﬁ‘ FFC E TET % 2 ERM E é SUL

1 - . 4 . - 256<

1 . . . . 0,08< + 256<

0,008 - . . - 0,08< + 256<

- 1 1 - - 0,016 + 256<

2 1 + + 0,128 - - 256<

4 64 + 0,128 - - 256<

2 64 + + 0,128 - - 256<

2 0512 - + 0,064 - - 256<

1 - - - - - 256<

2 - 256<

1 . . . - . . 256<

2 64 - - 0,064 - - 256<

4 0,256  + . 0,256 - - 256<

1 0512  + . 0,256 - - 256<
0,512 2 § . 0,512 . . 64

2 16 - - 0,032 - 256<

2 0512 - . 0,032 + 256<

1 - 0128 - . 0,064 + 256<

0,512 - 0512 - . 0,256 - 256<

2 - 0512 - - 0,064 - I 256<

0,512 . 64 + & 0,256 - 256<

1 0512 - . 0,256 + 256<

0,008 . . - 0,08< -4 0,128

2 1 . . 1 + - 256<

2 - 025 - - 1 + - 256<

4 - 0256 - - 0,064 + - 256<

2 - 0512 - - 0,064 + - 256<

32 - - - - - - - 256<

4 - 2 & - 0,256 - - 256<

*Yalnizca direngli izolatlarin sonuglar verilmistir, Turuncu, yesil ve mavi renkler bakterilerin genetik olarak
gruplarini ifade etmektedir.
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Sekil 25. ermA geni pozitif 6rnekler, 332bp (1, 2, 5, 6, 7, 8);
M: Marker 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500,
600bp

Sekil 26. floR geni pozitif Aeromonas ve Y. ruckeri
ornekleri, 399bp (1); M: Marker 100, 200, 300, 400, 500,
600bp

s

—_—

Sekil 27. ermB geni pozitif érnekler, 364bp (1, 2, 4, 5); M: Sekil 28. tetA geni pozitif Srnekler, 210bp (1-3); M: Marker 50,
Marker 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500bp

600bp
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8 9 10 11 12 13 14 M

Sekil 30. tetD geni pozitif 6rek (1) 1121bp ve negatif drnekler
p 2

Sekil 29. tetB geni pozitif 6rnek 416bp (2), tetE geni pozitif (2, 3). M: Marker 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,

Srnekler 1.180bp (3, 10, 13); M: Marker 100, 200, 300, 400, 1.000, 1.500bp

500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 1.500bp

Sekil 32. tetS geni pozitif ornekler, 573bp (1, 2, 4); M:
Sekil 31. tetC geni pozitif 6rnekler (1, 3, 5) 1138bp. M: Marker 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000,
Marker 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 1500bp

1.500bp
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Sekil 33. tetM geni pozitif 6rnekler, 657bp (1, 2); M:
Marker 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000,
1500bp

Sekil 34. Sull geni pozitif 6rnekler, 433bp (1-5); Sulll geni pozitif 6rnekler, 293bp (3, 4, 5); Sull ve Sulll genleri
pozitif 6rnekler (6, 7, 8); M: Marker 100, 200, 300, 400, 500, 600bp

5. TARTISMA ve SONUC
Hareketli Aeromonas;
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Aeromonas genusuna ait tiirler, akuatik ortamda (su, sediment) bulunmakta,
tatlisu, deniz baliklar1 ve diger sogukkanli hayvanlarinda hastalik olusturmaktadir.
Ayrica insanlarda septisemi, yara enfeksiyonu, gastroenteritis, aspirasyon pnomonisi
olgularina ve ¢ok sayida gida zehirlemesine neden oldugu rapor edilmistir (Altwegg
ve ark., 1991; Hanninen ve ark., 1997; Ghenghesh ve ark., 2005). Akuakiiltiirde
yetistiriciligi yapilan baliklarin yani sira deve, sigir, koyun, keci, tavuk, kus, kedi ve
kopek gibi birgok hayvana ait hastalik vakalarindan, sehirsel atik ve igme sularindan
da Aeromanas tiirleri izole edilmistir (D'Aloia ve ark., 1996; Ghenghesh ve ark., 1999;
Mansour ve ark., 2014). Hem tatlisu hem de deniz baliklarinda hareketli Aeromonas
septisemi (MAS) yaygin goriilmektedir (Yogananth ve ark., 2009; Viji ve ark., 2011).
Aeromonas tiirlerinin virulensinde, Lipaz (Lip), Serine proteaz (Ser), Aerolizin (Aer),
Cytotoxic enterotoxin (ACT) ve sicaklik-duyarli protease Epr (CAI) enzimlerinin
sorumlu oldugu bildirilmistir (Li ve ark., 2011; Yi ve ark., 2013).

Gokkusag1 alabaliklarinda hareketli Aeromonas enfeksiyonlarina siklikla
rastlanilmasina ragmen (Abott ve ark., 2003, Duman ve ark., 2017) Kklasik
mikrobiyolojik testlerin tiir ayriminda yetersiz kaldigi, atipik Ozellik gosteren
Aeromonas tiirlerinin biyokimyasal 6zelliklerinin farklilik gosterdigi bu durumun da
Aeromonas tiirlerinin teshisini zorlastirdig: bildirilmektedir (Janda, 2011). Aeramonas
genusunda yer alan bazi tiirlerin biyokimyasal 6zelliklerinin birbirilerine yiiksek
oranda benzerlikler gostermeleri, biyokimyasal test sonuglarinin belirlenmesinin uzun
zaman almasi arastirmacilari API, VITEK, BIONOR gibi hizli teshis Kkitlerin
kullanimina yoneltmistir. Hizli teshis kitleri Aeromonas tiirlerinin teshisinde ¢ok
giivenilir sonug vermese de benzer 6zellik gosteren tiirlerin belirlenmesine olanak
saglamaktadir (Altwegg ve ark., 1990; Duman ve ark., 2017). Tez g¢alismasinda
Aeromonas spp. teshisi konulmus 140 izolat ayrintili mikrobiyolojik ve molekiiler
identifikasyona tabi tutulmustur. Calismada kullanilan 140 izolatin bliyiik bir
cogunlugu biyokimyasal testlerde benzer o6zellik gostermis, ancak bu izolatlardan
bazilarinin DNA dizi analizinde Aeromanas’tan farkli bir tiire mensup oldugu
belirlenmistir.

Mezofilik Aeromonas tiirlerinin hareketli; tipik A. salmonicida’nin ise
psikrofilik ve hareketsiz oldugu bilinirken, Abott ve ark., (2003) mezofilik tiirler

igerisinde hareketsiz suslarin ve A. salmonicida suslar1 arasinda ise hareketli suslarin
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oldugunu bildirmislerdir. Tez ¢calismamizin konusunu hareketli Aeromonas tiirlerinin
olusturmasi nedeniyle hareketsiz tiirler ¢alisitlmamistir. Ancak, calismamizda da Abott
ve ark., (2003) ’nin bildirdigi sekilde baz1 A. salmonicida suslarinin hareketli oldugu
belirlenmistir. Hareketli Aeromonas tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri ayrintili olarak
calisilmis olsa da son zamanlarda yapilan ¢calismalarda atipik suslarin belirlenmesi, tiir
icinde genetik modifikasyonlarin goriilmesi ve yeni tiirlerin tespit edilmesi
biyokimyasal testlere dayanilarak yapilan identifikasyonlarin giivenilir olmadigini
ortaya koymustur (Lamy ve ark., 2010). Carnahan ve ark., (1991) Aeromonas’larin
ayrintili biyokimyasal ozelliklerini belirleyerek tiir i¢ci ayrimda kullanilabilecek
biyokimyasal 6zellikleri (Aerokey I1) bildirmis olsalar da, Abott ve ark., (2003)
yaptiklar1 ¢aligmada; birgok Aeromonas tiiriiniin en karakteristik 6zellikleri agisindan
bile farkliliklar gosterebilecegini rapor etmislerdir. Tez calismasinda; son yillarda
yapilan g¢aligmalara uyumlu olarak Aeromonas’larin ayni tiir iginde dahi farkli
biyokimyasal oOzellikler gosterebilecekleri hatta ayni tiire ait referans suslardan
(ATCC) farkli biyokimyasal karaktere sahip olduklar1 belirlenmistir.

Biyokimyasal 6zelliklere dayanilarak tiir tayininin yapilamamasi sonucunda
16S rRNA’ya dayali PCR yontemleri gelistirilmistir. 16S rRNA’nin dizi analizi
Aeromonas tiirlerinin identifikasyonu ve tiir i¢i filogenetik iliskilerin belirlenmesinde
son yirmi yilda yaygin olarak kullanilmistir (Martinez-Murcia ve ark., 1997; Martinez-
Murcia ve ark., 2007). Bu genus igerisinde V2, V3 ve V6 gibi 16S rRNA {iizerinde yer
alan bazi spesifik bolgelerin incelenmesiyle ayrintili tiir teshislerinin yapilabildigi
bildirilse de stirekli gelisen molekiiler teknikler 16S rRNA PCR analizlerinin
kullaniminm1 azaltmistir. Bunun iizerine son yillarda protein bolgelerini kodlayan ve
mutasyonlarin az oldugu korunmus gen bdolgelerinin (gyrB, rpoD gibi) kullanildig:
caligmalar 6n plana ¢ikmistir (Saavedra ve ark., 2006; Martinez-Murcia ve ark., 2008g;
Martinez-Murcia ve ark., 2008b; Yi ve ark., 2013). Hem klasik testlerle hem de 16S
rRNA PCR ile tiir teshisi yapilmis Aeromonas’larin korunmus gen bolgeleri ile yapilan
analizler sonucunda teshis edilen tiirlerden farkli tiirler oldugunun belirlenmesi,
korunmus gen bolgelerinin giivenilirligini arttirmistir.

Calismamizda 16S rRNA PCR ile Aeromonas spp. oldugu belirlenen bazi
izolatlarin korunmus gen bdlgesi (gyrB)’nin dizi analizi sonucunda Aeromonas

genusuna ait olmadigi (Citrobacter sp., Pseudomonas sp., Enterobacter sp.)
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belirlenmistir. Ayrica gyrB’nin dizi analizi ile 13 farkli Aeromonas tiirii belirlenmis

olup, bunlar igerisinde en yaygin tiirlerin A. sobria, A. salmonicida ve A. media oldugu

goriilmiistiir. Yaptigimiz literatiir taramasma gore A. allosacharophila, A.

eucrenophila, A. hydrophila subsp. hydrophila, A. hydrophila subsp. anaerogenes, A.

dhakensis ve A. hydrophila subsp. dhakensis tiirleri tilkemizde gokkusagi

alabaliklarinda ilk defa tespit edilmistir.

Soler ve ark., (2004), Aravena-Roman ve ark., (2011) Aeromonas tiirlerinin
gyrB boélgesinin dizi analizini yaptiklar1 ¢alismalarinda; farkli Aeromonas tiirlerinin
yakin iligkili veya ayn1 genogrupta yer alabileceklerini rapor etmislerdir. Aeromonas
tiirlerinin filogenetik analizlerinin yapildig1 ve yukarida bildirilen arastirmalara benzer
olarak; tez c¢alismasinda da Aeromonas’larin farkli tiirlerinin ayni genetik grup
icerisinde yer aldig1 belirlenmistir. Bu sonuglara gore calismamizda;

A genogrubunda: A. sobria, A. salmonicida, Aeromonas sp.;

B genogrubunda: A. hydrophila, A. hydrophila subsp. hydrophila, A. hydrophila subsp.
dhakensis, A. dhakensis, A. media, Aeromonas sp., A. caviae, A.
allosacharophila, A. veronii;

C genogrubunda: A. veronii ve Aeromonas sp.;

D genogrubunda: A. salmonicida, A. bestiarum, Aeromonas sp.;

E genogrubunda: A. eucrenophila ve A. bestiarum’un yer aldig1 goriilmektedir.

Akuakiiltirde firsatg1  patojen olan hareketli Aeromonas etkenlerinin
antimikrobiyal diren¢ genlerinin tagimmasinda ve yayilmasinda rol oynadigi
bildirilmistir (Zhang ve ark., 2009). Cantas ve ark., (2013); Aeromonas tiirlerinde
antimikrobiyal direncin yaygin olmasinin en 6nemli nedenlerinden birinin de tarim ve
akuakdiltiirde antimikrobiyal bilesiklerin yaygm kullaniminin oldugunu rapor
etmislerdir. Farkli bir arastirmada ise; antimikrobiyal diren¢ genlerinin ¢evre kirliligi
ve su kaynaklari yoluyla farkli bakteri tiirleri arasinda yayildig: bildirilmistir (Lupo ve
ark., 2012).

Ozellikle son yillarda akuakiiltiirde antimikrobiyallerin yaygm kullanimina
bagli olarak olusan saglik sorunlar1 AB filkelerinde yasal diizenlemelerin yiiriirliige
girmesine neden olmus ve buna bagl olarak bircok AB iilkesinde antimikrobiyallerin
kullanim1 smirlandirilmistir (Avrupa komisyonu No 1831/2003). AB iilkelerinde

oldugu gibi iilkemizde de antimikrobiyal kullanimmna smirlamalar getiren
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diizenlemeler yapilmistir. Ancak kiiresel boyutta baliklar icin ruhsatli olmayan
antimikrobiyallerde diren¢ gelisiminin goriilmesi, akuakiiltiirde ruhsatli olmayan
antimikrobiyallerin yaygin kullanildigina dair goriisleri hakli kilmistir (Tennstedt ve
ark., 2003; Szczepanowski ve ark., 2009; Cheng ve ark., 2012; Moura ve ark., 2012).
Atik su ve akuakiiltiirden izole edilen Aeromonas izolatlarinin ampisilin, sulfonomid,
trimetoprim/sulfamethoksazol, rifampin, nalidiksik asit, kloramfenikol, florfenikol ve
doksisiklin gibi ¢ok sayida antimikrobiyale direng¢ gelistirmis oldugu belirlenmistir
(Figueira ve ark., 2011; Deng ve ark., 2012; Usui ve ark., 2016). Bu tez ¢alismasinda
Aeromonas tiirlerinin fenotipik ve genotipik olarak FFC, TET ve SUL
antimikrobiyallerine karst direng gelistirdigi ve bu tiirlerin %24,2’inin FFC’e,
%28,1’inin TET’e ve %92,2’sinin ise SUL’e direnc¢li oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuclar literatiirde Aeromonas spp. izolatlarinda FFC, TET ve SUL
antimikrobiyalleri {izerinde yukarida bildirilen diren¢ c¢alismalarindaki sonuglar
desteklemistir.

Atik sulardan izole edilen Aeromonas tiirlerinde Ozellikle kinolon,
aminoglikozid, B-laktam ve tetrasiklin basta olmak iizere ¢cok sayida antimikrobiyale
kars1 direng geni tespit edilmistir (Zhang ve ark., 2009). Figueira ve ark., (2011) atik
sulardan izole edilen Aeromonas tiirlerinin kinolon direncinden sorumlu gyrA ve parC
genlerinde mutasyon oldugunu bildirmislerdir. Ayrica ayni arastirmada A. media ve A.
caviae tiirlerinin biiyiik ¢ogunlugunun nalidiksik asite karsi direng gelistirdigi
belirtilmistir. Miyahara ve ark., ise kinolon direncinden sorumlu gnrS ve accA-cr
genlerinin de 6zellikle A. media tiirlerinde bulundugunu rapor etmislerdir (Miyahara
ve ark., 2011). A. veronii’nin tetA, A. salmonicida’nin ise tetE tasidigi tespit edilirken,
tetC direng geni tespit edilememistir (Chopra ve Roberts, 2001; Szczepanowski ve
ark., 2009; Kim ve ark., 2011; Han ve ark., 2012c; Igbinosa ve Okoh, 2012). Atik
sularda Aeromonas tiirlerini konu alan antimikrobiyal g¢aligsmalar incelendiginde
akuatik cevreye oranla daha az direng geni tespit edildigi goriilmektedir. Akuakiiltiirde
yapilan calismalarda ise ¢ok sayida antimikrobiyale (florokinolonlar, florfenikol,
oksitetrasiklin, amoksasillin ve sulfanomidler) karsi diren¢ geni tespit edildigi
goriilmektedir (Holmstrom ve ark., 2003; Cabello, 2006; Primavera, 2006;
Soonthornchaikul ve Garelick 2009; Petersen ve ark., 2002; Sorum, 2008; Shah ve
ark., 2012).
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Norveg’te Atlantik salmon yetistiriciligi yapan bir isletmede oksitetrasiklin
tedavisi sonrasinda mikrobiota incelendiginde yalnizca Aeromonas tiirlerinin canlt
kalabildigi belirtilmistir (Navarrete ve ark., 2008). Insan, karasal hayvan, ¢evre ve atik
sulardan izole edilen Aeromonas tiirlerinde yaygin olarak kinolon, aminoglikozid, -
laktam antimikrobiyallerine kars1 diren¢ genlerinin varligi bildirilmisken,
akuakiiltiirden izole edilen Aeromonas tiirlerinde ise yaygin olarak tetrasiklin (tet)
genleri rapor edilmistir.

Kiiltiir balig1 yetistiriciligi yapilan balik, su ve sediment 6rneklerinden izole
edilen Aeromonas tiirlerinde bu giine kadar tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetH, tetG ve
tetM direng genleri bildirilmistir (Schmidt ve ark., 2001b; Nawaz ve ark., 2006;
Akinbowale ve ark., 2007; Jacobs ve Chenia 2007; Verner-Jeffreys ve ark., 2009).
Tespit edilen TET genlerinden tetA’nin plasmid ve transpozon ile, tetC ve tetE’nin
plasmid, integron ve transpozon ile, tetB ve tetD ’nin ise yalmizca plasmid ile
aktarildigi ve TET direng genlerinin akuakdiltiirde yayillma potansiyelinin yliksek
oldugu rapor edilmistir (Akinbowale ve ark., 2007). Tez ¢alismasinda literatiirde
bildirilen ¢alismalara benzer olarak; hareketli Aeromonas izolatlarinin %25,2’si
fenotipik olarak TET direngli iken, %23,3°1 tetA, %19,4°1 tetE, %1,9’u tetD, sadece
bir izolatin ise tetC direng geni tasidigi ve tespit edilen tetA ve tetE direng genlerinin
yaygin oldugu belirlenmistir. Ndi ve Barton (2011) yaptiklar1 ¢alismada; gokkusagi
alabaliklarindan izole edilen Aeromonas spp. izolatlarinda TET direncinin
predominant oldugunu, TET direnci tasiyan izolatlarin iki ya da ii¢ farkli gen
tasimasina ragmen MIC degerlerinde TET duyarli sonuglar verebileceklerini
belirtmislerdir. Bildirilen bu sonuglara benzer olarak tez ¢alismasinda da direng geni
tasityan bircok Aeromonas spp. izolatin fenotipik olarak TET’e duyarli oldugu
belirlenmistir.

Tez caligmamizda A. sobria’nin antimikrobiyallere karst en yaygin direng
gelistiren tiir oldugu ve bunu sirasiyla A. media, A. salmonicida ve A. hydrophila’nin
izledigi saptanmistir. Ayrica 2013 ve 2014 yili Aeromonas izolatlariin genellikle
SUL’e kars1 direncli oldugu; 2015 yili izolatlariin ise SUL ile birlikte FFC’e karst
yiiksek diizeyde direng gelistirdigi belirlenmistir (bk. sekil 23).

Kiiltiir baliklarinda hastalik olusturan Aeromonas tiirlerinde kloramfenikol

(catB) ve FFC (floR) direng genlerine yonelik ¢ok sayida rapor bulunurken, A.
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salmonicida izolatlarinda ¢oklu antimikrobiyal gen kasetinde yalnizca floR geni
bildirilmistir (Schmidt ve ark., 2001; Mcintosh ve ark., 2008; Verner-Jeffreys ve ark.,
2009; Ishida ve ark., 2010). Bu ¢alismada Aeromonas tiirlerinin %24,2’sinin FFC’e
kars1 fenotipik direngli oldugu ancak bu izolatlardan %56’sinin floR direng geni
tagidig1 tespit edilmistir.

Akuakiiltirde Aeromonas tiirlerinin  tedavisinde sulfonamid grubu
antimikrobiyallerin yaygin kullanilmadigi bildirilmesine ragmen sull ve sulll direng
genlerinin yaygin oldugu rapor edilmistir (McIntosh ve ark., 2008; Ndi ve Barton
2011). Schmidt ve ark., (2001) A. hydrophila tiirlerinde sull direng geninin daha
yaygin oldugunu; sulll direng geninin sull’e gore daha az siklikta bulundugunu
bildirmistir. Bununla birlikte ayn1 arastirmacilar sulll geninin genellikle floR, tetA/R
ve StrA/B genleriyle birlikte plazmit’le tasindiklarini belirtmislerdir. Bazi
aragtirmalarda da sull ve sulll geninin yaygin oldugu ancak sullll geninin nadir
goriildiigi bildirilmistir (Kim ve ark., 2011; Han ve ark., 2012; Shah ve ark., 2012;
Capkin ve ark., 2015). Aeromonas tiirlerinde sul genleri tizerine daha once yapilan
arastirmalara benzer olarak bu ¢alismada da sull, sulll yaygin oldugu belirlenmisken
sullll geni tespit edilememistir.

Ulkemizde bu konuda yapilan farkli calismalarda; A. hydrophila izolatlarinin
tetA, tetB, tetC, sull ve sulll direng genlerini tagidigi bildirilmisken diger Aeromonas
tiirlerinde FFC, TET ve SUL direncine yonelik bir kayda rastlanilamamigtir (Boran ve
ark., 2013; Capkin ve ark., 2015). Bu tez ¢alismasinda hareketli Aeromonas’larda tetD
ve tetE genlerinin tespit edilmesi bu konuda iilkemizde yapilan daha Onceki
caligmalardan farklilik gOstermistir. Ayrica c¢alismamizda itilkemizde ilk olarak
Aeromonas tiirlerinde “sull-sulll”, “sull-sulll-tetA”, “sull-floR”, “floR-tetA” ve
“sulll-tetE” genleri bir arada tespit edilmistir. Bu sonuglar alabalik igletmelerinden
izole edilen Aeromonas tiirlerinin ¢oklu direng tasima potansiyeli gosterdigini ortaya

koymustur.

Y. ruckerti;
Yersiniozisin enfekte ya da tasiyici baliklar ile direkt kontak yoluyla kolayca

bulasabildigi ve enfeksiyonu atlatan baliklarin 2 ay siireyle etkeni diski ile etrafa

yayabildigi bildirilmistir (Shaowu ve ark., 2013). Y. ruckeri, baliklar diginda misk
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faresi (Ondatra zibethicus), kerkenez (Falco spp.), marti (Laridae), kaplumbaga
(Cheloniidae) ve insanlardan da izole edilmistir (Farmer ve ark., 1985; Willumsen
1989; Shaowu ve ark., 2013). Calismamizda gokkusagi alabaliklarinin yani sira su
orneginden de izole edilen Y. ruckeri izolati incelenmistir. Busch ve Lingg (1975)
yaptiklar1 prevalans calismasinda gokkusagi alabaliklarimin kalin  bagirsaginda
(%25’inin) Y. ruckeri’nin varligini tespit etmislerdir. Stres durumunda ise tasiyici
baliklarin kalin bagirsaklarinda bulunan etkenlerin ¢evreye yiiksek oranda yayildigi
belirlenmistir (Busch ve Lingg, 1975). Ozellikle gokkusag: alabalik iiretimi yiiksek
olan italya, Ispanya, Sili ve Yunanistan’da oldugu gibi iilkemizde de Y. ruckeri’nin
yilin hemen her mevsimi izole edildigi goriilmektedir (Kumar ve ark., 2015; Duman
ve ark., 2017).

Hasta gokkusagi alabaligi orneklerinden Y. ruckeri’nin izolasyonu TSA,
BHIA, KA ve NA gibi genel besi yerlerinde hem aerobik hem de anaerobik sartlarda
kolaylikla yapilabilmektedir (Austin ve Austin,, 2016). Etkenin biyokimyasal
ozelliklerinin belirlenmesinde 6zellikle 22-25°C inkiibe edilmesi gerektigi, 30°C’de
etkenin hareket yetenegini kaybettigi ve farkli sicakliklarda biyokimyasal
ozelliklerinde degisiklik goriilebilecegi belirtilmistir (Rintamaki ve ark., 1986). Etken
biyokimyasal testlerle teshis edilebilmesine ragmen klasik testlerin sonuglarinin
zaman almasi nedeniyle Y. ruckeri’nin teshisinde hizli teshis kitleri kullanilmistir.
Ozellikle API 20E gibi hizli teshis kitleri kullamlarak etkenin kolayca teshis edildigi
bir¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Onuk ve ark., 2011; Tinsley ve ark., 2011,
Altun ve ark., 2013a; Austin ve Austin, 2016). Biyokimyasal testlerin karakterizasyon
calismalarinda; Y. ruckeri suslarinin API 20E hizli teshis kitinde jelatin, Tween
hidrolizi ve VP reaksiyonu gibi bazi testlerde farklilik gosterse de izolatlarin biiyiik
oranda homojen karakter gosterdikleri bildirilmistir (Onuk ve ark., 2011; Bastardo ve
ark., 2012; Altun ve ark., 2013a; Austin ve Austin, 2016). Yapilan ¢alismalara benzer
olarak bu ¢aligmada gerek biyokimyasal gerekse hizli teshis kitleri ile Y. ruckeri’nin
teshisinin yapilabildigi ve izolatlarin biyokimyasal ozelliklerinin biiylik oranda
homojen bir karakter gosterdigi belirlenmistir.

Biyokimyasal yontemlerle ve hizli teshis kitleriyle kolay identifiye edilebilen
Y. ruckeri aym zamanda doku, kan, diski ve su Orneklerinden de molekiiler

yontemlerle (16S rRNA, YER8-YER10 PCR gibi) teshis edilebilmektedir (Gibello ve
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ark., 1999; Altinok ve ark., 2001; Chen ve ark., 2010). Gibello ve ark., (1999) YERS-
YER10 primerlerini kullanarak dokuda diigiik miktarlarda dahi bulunan Y. ruckeri’nin
teshisini yapabilmis ve bu sekilde PCR analizi ile asemptomatik tasiyici baliklarin
belirlenebildigini bildirmislerdir. Tez ¢alismamizda; iilkemizin 6 farkli bolgesinden
izole edilmis olan 137 Y. ruckeri izolatinin PCR analiziyle identifikasyonu yapilmustir.
Ayrica ¢aligmada kullanilan Y. ruckeri izolatlarini temsilen segilen suslarin DNA dizi
analizi ile konfirmasyonu yapilmistir. Son yapilan ¢alismalarda Y. ruckeri’nin genetik
karakterizasyonunda ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)
yontemi kullanilmig ve basarili sonuglar elde edildigi bildirilmistir (Altinok ve ark.,
2001; Kumar ve ark., 2015). Huang ve ark., (2013) 5 farkli genotiplendirme
yonteminin kullanilabilirligini karsilastirdiklar1 caligmada; ERIC-PCR yonteminin Y.
ruckeri’nin genetik farkliliklarinin belirlenmesinde en yiiksek ayrim giiciine sahip
yontem oldugunu belirtmislerdir. Bastardo ve ark., (2012) baz1 Y. ruckeri
genogruplarinin farkli bolge ve farkli balik tiirlerinde yaygin karakterde oldugunu
rapor etmislerdir. Onuk ve ark., (2011) 97 Y. ruckeri izolatiyla yaptiklari ¢alismada
izolatlardan %36,1’inin benzer genetik profil gosterdigini; Altun ve ark., (2013a) ise
tilkemizden izole edilen 17 Y. ruckeri susundan %29,4’linlin yaygin genogrubu
olusturdugunu bildirmislerdir. Huang ve ark., (2013) ise 83 izolattan %92,7’sinin
benzer genetik profil gosterdigini rapor etmislerdir. Calismamizda 142 Y. ruckeri
izolatinin molekiiler karakterizasyonu ERIC-PCR primerleri kullanilarak RAPD
yontemiyle yapilmistir. Yapilan bu calismada RAPD-PCR’da 18 farkli genotip tespit
edilmistir. Yapilan arastirmalara benzer olarak ¢aligmamizda gruplandirilan Y. ruckeri
1zolatlarinin %82,3 liniin NCTC 12266 (serotip O1) ile benzer genetik profil gosterdigi
belirlenmistir. Calismada kullanilan 4 izolatin Serotip O2 (NCTC 12267) ile %100
benzerlik, diger serotiplerle (OS5, O6 ve O7) ise en az %90 benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Ulkemizde Y. ruckeri’nin RAPD-PCR ile genotiplendirmesi konusunda
daha once yapilan ¢alismalarda, Onuk ve ark., (2011) Y. ruckeri izolatlarinin 6, Altun
ve ark., (2013a) ise 5 farkli genotipe ayrildigini bildirmislerdir. Tez ¢alismasinda 6
farkli bolgeyi temsil eden 142 Y. ruckeri izolatin 18 farkli genotipe ayrildiginin
belirlenmesi lilkemizde daha once bildirilen ¢alismalardan farklilik gostermistir. Bu

farkliligin; ilkemizin genis bir cografik konumunun olmasi ve farkli cografik
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bolgelerde alabalik isletmelerinin yaygin olarak bulunmasindan kaynaklandigi
distintilmistir (Altun ve ark. 2013).

Bu c¢alismada, izolatlarin genetik yakinliklar1 ve bolgesel dagilimlar
degerlendirildiginde; Y. ruckeri’nin genellikle 14°C ve tizerindeki su sicakliklarinda
daha yaygin goriildiigii, genetik benzerliklerine gore ise izolatlarin genellikle Fethiye
bolgesinden diger bolgelere yayillim gostermis olabilecegi ve Karadeniz izolatlarinin
ise diger bolge izolatlarindan farkli genetik profil gosterdikleri belirlenmistir.

Akuakiiltiirde yiiksek iiretim kapasitesine sahip olan gelismis iilkelerde oldugu
gibi llkemizde de Yersiniozis’e karsi asilama yapilmasina ragmen Yersiniozis
vakalarinda yiiksek oranda oliim goriildiigii bildirilmistir (Bastardo ve ark., 2011,
Altun ve ark., 2013a). Bu durum kiiltiir balik¢iliginda, Yersiniozis basta olmak tizere
cok sayida bakteriyel hastaligin tedavisinde antimikrobiyal kullanimina neden
olmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda Y. ruckeri izolatlarinin antimikrobiyallere karsi
farkli diizeylerde duyarlilik gosterdikleri bildirilmistir (Altun ve ark., 2013a; Tiire ve
ark., 2016; Huang ve ark., 2013; Orozova ve ark., 2014; Balta ve ark., 2010). Bu
caligmada Y. ruckeri izolatlarinin SXT, FFC ve TET’e yaklasik %80’inin duyarh
oldugu tespit edilirken, SUL’e karsi %100’liniin direng gelistirmis oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar Y. ruckeri’nin antimikrobiyal duyarliligi konusunda daha
once yapilan arastirmalara benzerlik gostermistir. Ayrica ¢alismamizda Y. ruckeri
izolatlarinin SXT’e (%12,6) ve FFC’e (%14,7) oranlarinda direng gelistirmis oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuclar Yersiniozis’e karst SXT ve FFC’in halen etkili bir sekilde
kullanilabilecegini  gostermistir.  Bulgaristan, Sili ve Almanya’da, farkh
aragtirmacilarin  gokkusagi alabaliklarindan izole edilen Y. ruckeri izolatlariyla
yaptiklar1 antimikrobiyal direng ¢aligmalarinda FFC ve TET e kars1 orta ve yliksek
diizeyde diren¢ gelismis oldugunu; sulfanomid-trimethoprim kombinasyonlarina ise
duyarhiligin yiiksek oldugunu bildirmislerdir (Miranda ve Zemelman 2002a,b; Huang
ve ark., 2013; Orozova ve ark., 2014).

Y. ruckeri’nin antimikrobiyal duyarliliklarinin belirlenmesi konusunda
caligmalar olmasmna ragmen bu etkenin antimikrobiyal diren¢ genlerinin
belirlenmesine yonelik ¢alismalar olduk¢a sinirlidir (Balta ve ark., 2010; Huang ve
ark., 2013; Tire ve ark., 2015). Balta ve ark., Y. ruckeri izolatlarinda tetA ve tetB

genlerini tespit ettiklerini bildirirken (Balta ve ark., 2010), son zamanlarda yapilan
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caligmalarda sulll geninin varlig1 da belirlenmistir (Huang ve ark., 2013; Tiire ve ark.,
2016). Y. ruckeri izolatlarinda direng genlerinin varligi konusunda bildirilen
arastirmalara benzer olarak bu tez calismasinda da sulll geninin varlig1 belirlenmis
ancak tetA, tetB, tetM, tetS ve sullll direng genleri tespit edilememistir. Bu farkliligin
aragtirmalarda incelenen izolatlarin farkli kokenlere sahip olmalarindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Bu ¢alismada Y. ruckeri izolatlarinda belirlenen
sulll geninin yalnizca serotip Ol’¢ benzer profile sahip predominant genogrupta
bulundugu; tetC (Y91 ve Y106) geni istisna olmak tizere floR, sull, tetD ve tetE
genlerinin ise diger genogruplarda yer aldig1 tespit edilmistir. Ayrica FFC’e fenotipik
olarak direngli izolatlardan (%14,7) yalnizca birinin “floR” geni tasidigi, SUL’e
fenotipik olarak direncli izolatlardan (%100) 11’inin “su/” direng geni tasidigt, TET e
fenotipik olarak direngli izolatlardan (%13,3) ise 3’iiniin “fet” diren¢ geni tasidigi
belirlenmistir. Buna ilaveten fenotipik olarak TET’e duyarli oldugu belirlenen Y.
ruckeri izolatlarinin %57’sinin tetC ve tetE genlerini tasidig1 saptanmistir. Bu durum
fenotipik olarak duyarli olmasina ragmen bazi izolatlarin diren¢ geni tastyabilecegini
gostermistir. Bu tez ¢alismasinda tespit edilen floR, sull, tetC, tetD ve tetE genleri Y.
ruckeri igin literatiirde ilk bildirimdir (Duman ve ark., 2017).

L. garvieae;
[lkbahar ve yaz aylarinda gokkusag: alabalig1 isletmelerinde su sicakliklarinin

16°C ve iizerine ¢iktigt donemlerde Laktokokkozis yaygin olarak goriilmektedir
(Altun ve ark., 2013b). isletmeler arasinda kontrolsiiz balik nakilleri, su kaynaklarinin
ortak kullanimi ve alet-ekipmanin yetersiz dezenfeksiyonu Laktokokkozis hastaliginin
yayillmasinda onemli faktorlerdir. L. garvieae nin gokkusagi alabaliklarinin yani sira
birgok tatli su ve deniz baliklarinda da enfeksiyon olusturdugu bildirilmistir (Carson
ve ark., 1993).

Gokkusagr alabaligi isletmelerinde su sicakliginin 16°C ve iizeri olmasi
durumunda ortaya ¢ikan Laktokokkozis ’in karakteristik belirtileri baliklarda renkte
kararma ve bilateral egzoftalmustur (Austin ve Austin, 2016). Gram pozitif hareketsiz
bir kok olan L. garvieae’nin; TSA, BHIA ve KA’da kolayca iireyebilme, %5 koyun
kan1 ilave edilmis agarda a-hemoliz olusturma, oksidaz, katalaz negatif, O/F
fermentatif, 45 °C iireyebilme gibi ozellikler gostermesiyle laboratuvarda kolayca
teshisi yapilabilmektedir (Austin ve Austin, 2016). Ravelo ve ark., (2001); farkli ortam

ve hayvanlardan izole edilen L. garvieae izolatlarinin biyokimyasal testlerde

83



genellikle homojen bir o6zellik gosterdigini; [(-galaktosidaz ve N-asetil-B-
glukosaminidaz enzimlerinin kullaniminda farkliliklar goriilebildigini; Cheng ve
Chen, (1998) ise yaptiklar1 ¢alismada Ispanya’dan ve Kedi baliklaridan izole edilen
L. garvieae izolatlarinin hippurat hidrolizinde pozitif sonu¢ verdigini bildirmislerdir.
Etkenin biyokimyasal testlerde homojen sonuglar vermesi, L. garvieae’nin hizli teshis
kitleri ile de teshis edilebilmesine olanak saglamaktadir. API Rapid ID 32 Strept
(Biomerieux, Fransa) hizli teshis kitleri ile L. garvieae 5-6 saatte %99,9 giivenilirlikte
teshis edilebilmektedir (Vela ve ark., 1999; Ravelo ve ark., 2001). Vela ve ark., (2000)
alabalik, insan, sigir ve su bufalosundan L. garvieae izole etmis ve bu etkenlerin
sukroz, tagatoz, mannitol, siklodekstrinden asit tiretme, proglutamik asit arilamidaz ve
N- asetil-B-glukosaminidaz enzimlerinin iretimine goére 13 farkli Dbiyotip
gosterdiklerini bildirmislerdir. Daha onceki calismalarda karbonhidrat testlerinde
negatif sonuclar bildirilmesine ragmen, Ravelo ve ark., (2001) 23 balik izolatinin
karbonhidrat testlerinde pozitif sonug verebilecegini belirlemis ve dnceki ¢alismalarda
elde edilen farkli sonuclarin hizli teshis kitleri ile yapilan teshislerde uygulama
sirasinda bazi maniplasyon hatalarindan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir (Ravelo
ve ark., 2001). Altun ve ark., (2013b) ¢alismalarinda Tiirkiye’den izole edilen L.
garvieae izolatlarinin genellikle biyokimyasal testlerde homojen 6zellik gosterdigini
ve hizli teshis kitleriyle yapilan identifikasyonlarin da giivenilir sonuglar verdigini
bildirmislerdir. Bu tez calismasinda daha once yapilan bir¢ok arastirma sonucuna
benzer olarak riboz ve sakkaroz gibi bazi karbonhidrat ve enzim {iretimlerinde
(hippurat, N-asetil-B-glukosaminidaz) farkliliklar goriilse de L. garvieae izolatlarinin
genellikle biyokimyasal testlerde homojen 6zellik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica,
L. garvieae izoaltlarinin biyokimyasal test sonuglarinda bazi farkliliklar gériilmesine
ragmen tiim izolatlar API RAPID 32Strept hizli teshis kitinde %99,9 L. garvieae
identik bulunmustur. Tez ¢aligmasinda da; Ravelo ve ark., (2001)’nin bildirdigi gibi
API Rapid ID 32Strept hizli teshis kitinin oldukca basarili sonuglar verdigi
goriilmiistiir.

Birgok arastirmaci tarafindan L. garvieae’nin molekiiler olarak da kolaylikla
identifiye edilebildigi bildirilmistir (Zlotkin ve ark., 1998; Dang ve ark., 2012). L.
garvieae’nin PCR ile teshisinde Zlotkin ve ark., (1998), Dang ve ark (2012) iki farkli

gen bolgesinin giivenilir sonuglar verdigini, dzellikle ITS gen bdlgesini hedef alan
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primerlerle yapilan teshisin ¢cok yakin genetik yapiya sahip olan diger streptokoklarin
ayriminda da bagarili sonuglar verdigini rapor etmislerdir. Dang ve ark., (2012) yaptig
calismada bazi1 Enterococcus tiirlerinin PCR analizinde pLG primerleri kullanildiginda
pozitif sonu¢ verdigini ve bu primerlerin L. garvieae identifikasyonunda
giivenilirliginin az oldugunu belirtmistir. Aynm1 arastirmada, pLG primerleri ve 16S-
23S gen bolgesini karsilagtiran arastirmacilar ITS gen bolgesini amplifiye eden
primerlerinin L. garvieae haricinde diger Streptococcus tiirlerinde pozitif sonug
vermedigini gostermislerdir. Tez ¢alismamizda 137 L. garvieae ve 3 referans susun
identifikasyonunda hem pLG hem de ITS gen bolgesini hedef alan primerler
kullanilmis olup tiim izolatlar yapilan ¢alismalara benzer olarak her iki primer ciftiyle
de identifiye edilmistir.

Ulke genelinde balik hastaliklarina karsi koruma ve kontrol stratejisinin
gelistirilebilmesi i¢in farkli cografik bolgelerde ortaya ¢ikan salginlarin genotipik ve
serotipik iligkilerinin belirlenmesi gerekmektedir. L. garvieae’nin epidemiyolojisini
arastirmak amaciyla RAPD-PCR (Ravelo ve ark., 2003) ve ribotiplendirme (Eldar ve
ark., 1996) gibi teknikler yaygin kullanilmistir. Baliklarda goriilen Lactococcosis
enfeksiyonlarinin incelendigi birgok arastirma olmasina ragmen iilkemizin 6 farkli
bolgesine ait L. garvieae izolatlarinin ayn1 anda incelendigi ayrintili galismalar
siirhdir. Ferrario ve ark., (2012) L. garvieae izolatlarinin 3 farkli RAPD-PCR primer
kullanarak genotipik iliskilerini inceledikleri arastirmalarinda, BoxA1R ve (GTG)s
primerleri ile 20 farkli genetik profil, M13 primeri ile 23 farkli profil elde ettiklerini
belirtmislerdir. Foschino ve ark., (2008) RAPD-PCR, Sau-PCR ve AFLP tekniklerini
kullanarak yaptiklari genotiplendirme ¢alismalarinda; L. garvieae izolatlarinin genetik
iligkilerinin belirlenmesinde kullanilan 3 teknigin de benzer sonu¢ verdigini
bildirmislerdir.

RAPD-PCR tekniginin tekrarlanabilirligi lizerine bazi1 kuskular olsa da bu
caligmada farkli zamanlarda yapilan RAPD-PCR analizlerinde benzer sonuglar elde
edilmistir. Ayrica tez ¢alismasinda {ilkemizin 4 farkli bolgesini temsil eden L. garvieae
izolatlarmin 5 farkli genotipe ayrildigi belirlenmistir. RAPD-PCR analizinin
giivenirliginin belirlenmesi amaciyla yapilan DNA dizi analizlerinde de ¢alismada
kullanilan L. garvieae izolatlarinin 5 genotipe ayrildig1 goriilmiistiir. Ulkemizdeki L.

garvieae izolatlarindan %72,2’si benzer profil gosterirken geri kalan izolatlardan %
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23,3’ de kendi aralarinda benzerlik gOstermistir. Ayrica ¢alismada kullanilan L.
garvieae referans suslarindan ATCC 49156 ve 49157°nin kendi aralarinda %82
benzerlik gosterdigi ve L31 nolu Ege izolatinin ise ATCC 43921 ile %72 benzer
profile sahip oldugu tespit edilmistir. Bu durumda tilkemizden izole edilen L. garvieae
izolatlarinin  %70,7’sini olusturan Ege izolatlarinin A genogrubunu, %22,8’ini
olusturan Ege, I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu izolatlarmin ise B genogrubunu
olusturdugu tespit edilmistir. Ege bolgesinden 2013 yili Mart-Mayis aylar1 arasinda
izole edilen C genogrubuna ait izolatlar (3 izolat) Mayis-2013 tarihinden sonra
herhangi bir bolgede tespit edilememistir. Bu grupta yer alan L. garvieae izolatlarinin
tictiniin de Ege bolgesindeki bir isletmeden izole edilmis olmasi s6z konusu donemde
bu isletmeye kiiltiir koleksiyonumuzda yer almayan bir bélgeden enfekte balik girisi
olmasi ile agiklanabilir. Ayrica 2013-2015 yillar1 arasinda izole edilen L. garvieae
izolatlarmin Ege bdlgesi izolatlariyla ayni genogrupta yer almasi Altun ve ark.,
(2013Db) belirttigi gibi etkenin Ege bolgesinden yayildig: fikrini desteklemistir.

Su sicakliginin 16°C ve iizerinde oldugu alabalik igletmelerinde L. garvieae’nin
yaygin oldugu ¢ok sayida arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Nawaz ve ark., 2011;
Altun ve ark., 2013b; Tiire ve Alp, 2016). Laktokokkozisden korunma i¢in enjeksiyon
asilar kullanilmasina ragmen dort aydan daha uzun sureli bir koruma elde edilemedigi
bildirilmektedir (Vendrell ve ark., 2006). Bu sartlarda alabalik {ireticileri
Laktokokkozisle miicadelede siklikla antimikrobiyal kullanimina yonelmektedir. Tez
calismasinda incelenen L. garvieae izolatlarinda antimikrobiyal duyarliligin farklilik
gosterdigi, son yillarda farkl iilkelerden bildirilen ¢alismalarda ise antimikrobiyal
direncin yayginlastig1 belirlenmistir (Schmidt ve ark., 2000; Huang ve ark., 2013;
Onuk ve ark., 2011; Nawaz ve ark., 2011; Altun ve ark., 2013b; Chapman, 2013; Tiire
ve Alp, 2016).

Yapilan aragtirmalarda L. garvieae izolatlariin enrofloksasin  ve
nitrofurantoin’e  duyarli, oksalinik asit ve sulfamethoksazol-trimetoprim
kombinasyonuna ise direngli oldugu bildirilmistir (Ravelo ve ark.,, 2001).
Laktokokkozis’in tedavisinde yaygin kullanildig1 bilinen eritromisin, kloramfenikol,
oksitetrasiklin ve ampisillin antimikrobiyallerinde duyarliligin ise farklilik gosterdigi
rapor edilmistir (Ravelo ve ark., 2001). Son zamanlarda yapilan arastirmalarda L.

garvieae’de  antimikrobiyal diren¢ gelisimine yonelik raporlara  siklikla

86



rastlanilmaktadir (Raissy ve Ansari, 2011; Soltani ve ark., 2008; Raissy ve ark., 2015).
Gerek iilkemizde gerekse farkli iilkelerde yapilan arastirmalarda L. garvieae
izolatlarinin eritromisin, ofloksasin, ampisilin, kloramfenikol’e duyarli, penisilin ve
klindamisin’e ise fenotipik olarak direngli oldugu bildirilmistir (Diler ve ark., 2002;
Soltani ve ark., 2008; Raissy ve Ansari 2011; Altun ve ark., 2013b; Raissy ve ark.,
2015).

Bu tez ¢alismasinda L. garvieae izolatlarinin %1,4’inin ERM’e, % 17,8’inin
FFC’e, % 10,7’inin TET e ve % 94,4’linlin SUL’e direncli oldugu belirlenmistir. L.
garvieae’nin antimikrobiyal duyarliligimin belirlenmesi iizerine son yillarda yapilan
caligmalara paralel olarak bu c¢alismada da L. garvieae izolatlarinin ERM ve TET e
kars1 yliksek oranda duyarli olduklar1 goriilmiistiir.

Akuatik ortamda direngli bakterilerin su ile ¢evreye ve nihai olarak insanlara
yayilma potansiyeli karasal ekosisteme gore daha yiiksektir (Carvalho ve ark., 2012).
Bu durum, akuatik ortama yonelik antimikrobiyal diren¢ g¢aligmalarinin 6nemini
artirmigtir. Son yillarda gokkusagr alabaliklarindan izole edilen L. garvieae izolatlari
ile yapilan ¢alismalar incelendiginde tetS, integraz, ermB, gyrA ve parC genlerinin
tespit edildigi goriilmistiir (Hirono ve Aoki, 2001; Maki ve ark., 2008; Morandi ve
ark., 2015). Tez ¢alismasinda L. garvieae izolatlarinda ermA, ermB, tetM ve tetS
genleri tespit edilmistir. Bu sonuglar incelenen antimikrobiyaller dikkate alindiginda
onceki galismalar1 desteklemistir. Ulkemizde gdkkusag alabaliklarindan izole edilen
L. garvieae izolatlarinda 2015 yilinda yapilan bir aragtirmada; izolatlarin %63,3’linde
ereA geni tespit edildigi, ereB geninin belirlenemedigi ve tetB geninin yaygin oldugu
bildirilmistir (Tiire ve ark., 2015). Ayn1 konuda komsumuz olan iran’da 2015 yilinda
yapilan bir arastirmada ise tetA geninin yaygin oldugu bildirilmistir (Raissy ve ark.,
2015). Tez caligmasinda yukarda bildirilen ¢aligmalardan farkli olarak L. garvieae
izolatlarinda tetM ve tetS genlerinin yaygin oldugu ve tetB, tetE ve tetA genlerinin
bulunmadig belirlenmistir. Ayrica diger ¢alismalardan farkli olarak fenotipik olarak
TET direnci gostermeyen 4 izolatin tetM ve tetS direng genlerinden birini tasidigi
goriilmiistiir. Japonya’da 2005 yilinda yapilan bir calismada; sar1 kuyruk baliklarindan
izole edilen ERM ve oksitetrasiklin’e direngli oldugu tespit edilen L. garvieae
izolatlarinin ermB ve tetS genlerini tasidig bildirilmistir (Kawanishi ve ark., 2005).

Yapilan arastirmalardan farkli olarak; bu ¢alismada L. garvieae izolatlarinin yalnizca
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4’iiniin ERM’e direng¢ gostermis oldugu ve bu direngli izolatlardan yalnizca 2’sinin
ermB geni tasidig belirlenmistir. Ayrica ERM direng geni tespit edilen izolatlarin Ege
bolgesine ait oldugu dikkat ¢ekmistir. Altun ve ark., (2013a) yaptiklar1 calismada L.
garvieae izolatlarinin biyiik gogunlugunun (%50’den fazla) FFC’e direngli oldugunu;
Maki ve ark., (2008) L. garvieae izolatlarinin FFC’e duyarliliginin farklilik
gosterdigini ve bu izolatlarin floR geni tasimadigini, Tiire ve ark., (2015) ise L.
garvieae izolatlarimin fenotipik olarak FFC’e duyarli olmasina ragmen izolatlarin
%48,2’sinde (ATCC 49156 dahil) floR geninin bulundugunu rapor etmislerdir. Bu
calismada L. garvieae izolatlarinin %17,8’inin fenotipik olarak FFC’e direngli
olmasina ragmen floR geni tagimadigi belirlenmistir. Bu sonuglar, Altun ve ark.,
(2013Db) ile Maki ve ark., (2008)’nin bildirdigi sonuglarla benzerlik gostermis ancak
Tire ve ark., (2015)’min ¢alismalarinda floR geni tespit etmeleri yOniiyle
calismamizdan farklilik géstermistir. Bu farkliligin Tiire ve ark.,’nin ¢aligmalarindaki
izolatlarin Karadeniz bolgesinden izole edilmis olmasi, calismamizda ise Karadeniz
bolgesini temsil eden L. garvieae izolatinin bulunmamasindan kaynaklanabilecegi
diistinilmiistiir.

Laktokokkozis’in tedavisinde SUL bilesiklerinin yaygmn kullanilmadigi
bilinmektedir (Raissy ve ark 2015; Tiire ve ark., 2015). L. garvieae 'de SUL direngliligi
konusunda yapilan smirli sayidaki calismada; Raissy ve ark., (2015) izolatlarin
%53 {inlin, Tiire ve ark., (2015) ise %86,6’smin SUL bilesiklerine direngli oldugunu
bildirmislerdir. Tez ¢aligmasinda fenotipik SUL direngliligi konusunda elde ettigimiz
sonuglar bu konudaki diger arastirmalarla benzerlik gostermistir. Laktokokkozis
tedavisinde yaygin kullanilmayan SUL bilesiklerine kars1 yaygin direng gelisiminin
tespit edilmis olmas1 SUL grubu antimikrobiyalllerin akuakiiltiirde yaygin olarak
kullan1ldigin1 ve akuatik patojenlerde de fenotipik direng gelisimine neden olabilecegi
distintiilmiistiir.

Sonug olarak;

» Hareketli Aeromonas septisemi etkenlerinin teshisinde biyokimyasal testler ve 16S
rRNA dizi analizinin basarili sonu¢ vermedigi,

» Aeromonas izolatlarinin molekiiler tekniklerle teshisinde korunmus gen
bolgelerinin kullanilmasi gerektigi,

> Ulkemizde 13 farkl1 hareketli Aeromonas tiiriiniin tespit edildigi,
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> Ulkemizin 6 farkli cografi bolgesini temsil eden Y. ruckeri izolatlarinin 18 farkl
genotipe, L. garvieae izolatlarinin ise 5 farkli genotipe ayrildigi,

» Calismada kullanilan izolatlarinin antimikrobiyal duyarliliklarinin oldukg¢a farkli
oldugu ve fenotipik olarak duyarli bulunan izolatlarin da diren¢ gen/genlerini
bulundurabilecegi belirlenmistir.

» A. allosacharophila, A. eucrenophila, A. hydrophila subsp. hydrophila, A.
hydrophila subsp. anaerogenes, A. dhakensis ve A. hydrophila subsp. dhakensis
tiirleri lilkemizde gokkusagi alabaliklarinda ilk defa tespit edilmistir.

» Tespit edilen floR, sull, tetC, tetD ve tetE genleri Y. ruckeri igin literatiirde ilk
bildirimdir.

Bu calisma sonuglaria gore;

1. Ulkemizden farkli fenotipik dzelliklere sahip olan 13 hareketli Aeromonas tiirii, 18
Y. ruckeri genotipi ve 5 L. garvieae genotipinin tespit edilmesi, bu etkenlerin neden
oldugu hastaliklara karsi uygulanmasi gereken koruma-kontrol programlarinda
genotip farkliliklarinin dikkate alinmasi,

2. Fenotipik ve genotipik antimikrobiyal direnglilik agisindan her bir izolatin farkl
Ozelliklere sahip olmasi, bu etkenlere bagl hastalik vakalarinda mutlaka
antibiyogram test sonuglar1 degerlendirilerek tedavi protokollerinin hazirlanmasi,

3. Gokkusagi alabaligi isletmelerinde bakteriyel etkenlerin ve antimikrobiyal direng
genlerinin karasal ekosisteme ve insanlara yayilmasinin 6nlenmesi i¢in isletmelerde
biyogiivenlik sistemlerinin kurulmasi, ¢alistirilmas1 ve isletmelerden belirli

periyotlarda mikrobiyolojik 6rneklemelerin yapilmasi gerekmektedir.
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7. SIMGELER ve KISALTMALAR
%: Yiizde
ul: Mikro litre
um: Mikro molar
ATCC: Amerika tip kiiltiir koleksiyonu
ATCC: Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu
BHIA: Beyin kalp infiizyon agar
bp: Baz gifti
bp: Baz cifti
CFU: Bir iinitede sayilan koloni
DEPC: dietil polikarbonat su
dk: dakika
ERIC: Tekrar eden enterobacterial genler arasi iliski
ERM: Eritromisin
FFC: Florfenikol
HG: Hibridizasyon grubu
KA: %S5 koyun kani ilave edilmis kanli agar
LD: Oldiiriicii doz
MAS: Hareketli Aeromonas Septisemi
MHB: miiller hinton broth
MIK: en diisiik inhibitdr konsantrasyon
NaCl: Sodyum kloriir
NCTC: Ingiltere tip kiiltiir kolleksiyonu
nm: nanometre dalga boyu
PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu
pmol: pikomol
RAPD-PCR: Rastgele ¢cogaltilmis polimorfik DNA polimeraz zincir reaksiyonu
RT-PCR: Reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
sn: saniye
SUL: Sulfamethoksazol
TET: Tetrasiklin
TSA: Tryptic soy agar
UPGMA: esit olmayan ¢ift grup metodu ve aritmetik ortalamasi
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TESEKKUR

Doktora tez c¢alismamin her aninda tecriibeleriyle yon veren, bilimsel ve
akademik olarak gelismemde O6nemli katkilar saglayan danismanim Prof. Dr. Soner
ALTUN’a tesekkiirlerimi sunuyorum. Tez calismalarima onemli bilimsel katkilar
saglayan ve karsilastigim sorunlarda bana yol gosteren Tez izleme komitesi
hocalarima tesekkiir ederim. Calismalarimin biiyilk kisminda bana yardimei olan
calisma arkadaslarim Ayse Gill BUYUKEKIZ ve Izzet B. SATICOGLU’na,
fakiiltemizdeki 6grenci arkadaglarima ve ¢alismalarimda katkisi olan tiim dostlarima
sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum. Doktora calismalarim siiresince Yyapilan proje
caligmalarinda kapilarin1 sonuna kadar agan, c¢alismalarimizda her tiirlii kolaylig
saglayan ve tecriibelerini aktaran isletmelerin yonetim ve tiim c¢alisanlarina
stikranlarim1 sunuyorum. Tez ¢aligsmalarimin projelerle maddi olarak desteklenmesine
olanak saglayan Uludag Universitesi ve Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine, Gida,
Tarim ve Hayvancilik Bakanligina ¢ok tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca beni destekleyen, her animda yanimda olan, eksikliklerini ve
dualarini bir an bile esirgemeyen Aileme, zorlu doktora siirecimde bana biiyiik sabir
gosteren, gerektiginde benimle laboratuvarda ¢alisan Esime minnetimi ve slikranlarimi
sunarim.

Doktora stiresince ve sonrasinda yaptigim tiim c¢alismalarin insanlarin
yararlanabilecegi, bilime katki saglayan ve kamu menfaatine ¢aligmalar ve sonuglar
olmasi dilegiyle.
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