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TURKCE OZET

Flavobacterium genusuna ait tiirlerin baliklarda olusturdugu salginlar 6nemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu tiirlerden en fazla bilinenleri
Flavobacterium psychrophilum, F. columnare ve F. branchiophilum’dur. Son yillarda
bir¢cok yeni Flavobacterium tiiriiniin de baliklardan izole edildigi bildirilmistir. Bu
arastirmada gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), Anadolu/dag alabaligi
(Salmo trutta macrostigma), Coruh alabaligi (Salmo coruhensis), kaynak alabaligi
(Salvelinus fontinalis) ve Karadeniz alabaligindan (Salmo trutta labrax) izole edilmis
109 Flavobacterium spp. izolatinin dizi analizi ile identifikasyonu, PCR-RFLP
profiline gbre genotiplendirilmesi, antimikrobiyal diren¢ durumunun belirlenmesi
amaclanmustir.

Flavobacterium tiirlerinin identifikasyonu 16S rRNA bolgesinin dizi
analiziyle, PCR-RFLP analizi ise 16S rRNA, gyrA, gyrB gen bolgeleri kullanilarak
yapilmistir. Ayrica Flavobacterium tiirlerinin amoksisilin, oksitetrasiklin, oksalinik
asit, sulfamethoksazol/trimetoprim, enrofloksasin, eritromisin ve florfenikol
antimikrobiyallerine kars1 direngliligi fenotipik (disk difiizyon, minimum inhibitor
konsantrasyonlari) ve genotipik (floR, tetA, tetB, tetC, tetE, tetH, tetM, tetL, sull,
sul2 sul3, gnrA, gnrB ve gnrS) olarak belirlenmistir.

Dizi analizi sonucunda 27 farkl Flavobacterium tiirii identifiye edilmistir. Bu
tirlerden 26’s1 lilkemizde ilk kez izole edilmistir. F. antarticum, F. terrigena, F.
granuli, F. frigoris, F. saccharophilum, F. xueshanense ve F. cutihirudinis tiirleri ise
baliklarda ilk defa tespit edilmistir. F. psychrophilum izolatlart genotipik olarak
homojen bir yap1 gostermis ve amoksisilin, florfenikole kars1 duyarli, enrofloksasin ile
oksalinik asite ise duyarliliginin azalmils oldugu belirlenmistir. F. branchiarum, F.
branchiicola, F. collinsii, F. frigoris ve F. psychrophilum tiirlerinde floR ve F.
branchiarum, F. branchiicola, F. collinsii, F. oncorhynchi, F. plurextorum, F.
psychrophilum, F. spartansii, F. terrigena ve F. tiangeerense tiirlerinde ise sul2 direng
geni bu ¢alismada ilk defa tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler; Flavobacterium spp., Antimikrobiyal Direng, RFLP
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INGILIZCE OZET

Genotypic characterisation, detection and prevalance of antimicrobial
resistance genes on Flavobacterium species cause of disease in Rainbow trout

(Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792) hatcheries.

Outbreaks in fish species due to the Flavobacterium genus cause significant
economic losses. The best known of these species are Flavobacterium psychrophilum,
F. columnare and F. branchiophilum, but in recent years, it has been reported that
many new Flavobacterium species have also been isolated from fishes. The present
study focused on three main goals: 1) to identify the isolate by sequence analysis, 2)
to detect genotypes by their PCR-RFLP profiles and 3) to determine the antimicrobial
resistance status of 109 Flavobacterium spp. that were isolated from rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss), Anatolian/mountain trout (Salmo trutta macrostigma), goruh
trout (Salmo coruhensis), brook trout (Salvelinus fontinalis) and black sea trout (Sa/mo
trutta labrax).

Each Flavobacterium species was identified by sequence analysis of the 16S
rRNA region and by PCR-RFLP analysis using the 16S rRNA, gyrA and gyrB gene
regions. Resistance of the Flavobacterium species to amoxicillin, oxytetracycline,
oxalinic acid, sulfamethoxazole/trimethoprim, enrofloxacin, erythromycin and
florfenicol antimicrobials was determined phenotypically (disk diffusion, minimum
inhibitor concentrations) and genotypically (floR, tetA, tetB, tetC, sull, sul2 sul3,
gnrA, gnrB and gnrS).

As a result of the sequence analysis, 27 different Flavobacterium species were
identified. Twenty-six of these species were isolated for the first time in Turkey.
F. antarcticum, F. terrigena, F. granuli, F. frigoris, F. saccharophilum, F.
xueshanense and F. cutihirudinis species were the first Flavobacterium species
detected in fish. F. psychrophilum isolates showed a genotypically homogeneous
structure, and it was determined that the isolates were susceptible to amoxicillin and
florfenicol, while enrofloxacin and oxalinic acid susceptibility was decreased in this
species. Also in this study, the floR antimicrobial resistance gene in the F.
branchiarum, F. branchiicola, F. collinsii, F. frigoris and F. psychrophilum species as
well as the sul2 resistance gene in the F. branchiarum, F. branchiicola, F. collinsii,
F. oncorhynchi, F. plurextorum, F. psychrophilum, F. spartansii F. terrigena and
F. tiangeerense species were detected for the first time.

Keywords; Flavobacterium spp., Antimicrobial Resistance, RFLP



1. GIRIS

Ulkemizde son otuz yil igerisinde gokkusagi alabalig1 {iretimi hizli bir gelisim
gostermis ve 2016 yilinda toplam iiretim miktar: 107.000 tonu ve toplam su iiriinleri
ihracat1 ise 854 milyon dolar1 bulmustur (TUIK, 2018). Kiiltiir balik¢iliginda
ekonomik kayiplara neden olan faktorlerin basinda hastaliklara bagli sorunlar
gelmektedir. Balik¢iligin ve balik yetistiriciliginin siirdiiriilebilirliginin saglanmasi,
baliklarin  uygun kosullarda yetistirilmesi ve basarili  koruyucu hekimlik
uygulamalarmin gelistirilmesine baghdir (Peeler ve Taylor, 2011). Alabalik
kuluckahanelerinde ekonomik kayiplara neden olan faktérlerin basinda hastaliklara
bagl sorunlar gelmektedir (Yilmaz ve ark., 2011). Yumurta ve frylarda bagisiklik
sistemi tam olarak gelismediginden dolay1 yetiskin baliklara gore hastaliklara karsi
cok daha duyarlidir. Bu yiizden alabalik kuluckahanelerinde yavru baliklarin saglik
durumlarinin korunmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Kulugkahanelerde bakteriyel,
fungal ve paraziter enfeksiyonlar, genetik bozukluklar, besinsel ve cevresel faktorler
onemli ekonomik kayiplara neden olabilmektedir (Faruk ve Anka, 2017).

Ozellikle Flavobacterium genusunun en fazla taninan tiirleri olan
Flavobacterium psychrophilum, F. columnare ve F. branchiophilum etkenlerinin
neden oldugu enfeksiyonlar gokkusagi alabaliklari yetistiriciliginin ilk basamagi olan
kulugkahanelerde 6nemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Loch ve Faisal, 2015).
Balik hastaliklarinin tedavisinde kullanilan ve mikro kirletici olarak kabul edilen
antimikrobiyaller, organizmalar tizerindeki toksik etkilerinin yani sira akuatik florada
yer alan bakterilerde de direng gelisimine neden olmaktadir. Bu durumda hastaliklarin
tedavisi i¢in de yiiksek dozda antibiyotik kullanilmasi gerekebilir. Yiiksek dozda
antimikrobiyal kullanilmasi, akuatik g¢evrede aktif kalinti miktarinin artmasina,
antimikrobiyallere direngli bakterilerin ¢ogalmasina ve yayginlasmasina neden
olmaktadir (De Liguoro ve ark., 2003; Yang ve Carlson, 2004).

Ulkemizde balik hastaliklarinin tedavisinde kullanilmak iizere Tarim ve Orman
Bakanligi tarafindan 6 farkli etken maddeye ait 46 farmasotik iriin

ruhsatlandirilmistir.  Bu  {irlinlerden  kiiltiir baliklarinda en yaygm kullanilan



antimikrobiyaller sirastyla florfenikol, oksitetrasiklin ve
sulfamethoksazol/trimetoprim olarak siralanabilir. Gokkusag alabaligi, dogal alabalik
ve yetistiricilik ortamlarindan izole edilen bakterilerden antimikrobiyal direng gelisimi
konusunda ¢ok sayida rapor bulunmaktadir (Akinbowale ve ark., 2007; Alcaide ve
ark., 2005; Balta, 1997; Duman ve ark., 2017a; Duman ve ark., 2017b; Ture ve Boran,
2015).

Bu doktora tez ¢calismasinda

e Ulkemizde molekiiler yontemler kullanilarak dogrulamas1  yapilan
Flavobacterium tiirlerinden kaynaklanan hastaliklarin belirlenmesi,

e Ulke genelinde Flavobacterium tiirlerinin genetik yakmhgi, gesitliligi ve
epidemiyolojik 6zelliklerinin saptanmasi

e Akuakiiltirde sik  kullanilan  antimikrobiyallere kars1  (florfenikol,
oksitetrasiklin, sulfamethoksazol/trimetoprim, enrofloksasin ve oksalinik asit)
gelisen aktarilabilir ve/veya kromozomal direng genlerinin varligi,
yaygimliginin belirlenmesi

e Alabalik yetistiriciliginde hedefe yonelik etkili antimikrobiyal kullaniminin
saglanmasi ve gereksiz antimikrobiyal kullaniminin azaltilarak diren¢ yayilimi

ve ekonomik kaybin 6nlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gokkusa@ alabahig iiretimi

Ulkemizde su iiriinleri yetistiriciliginin ge¢misi ¢ok eski olmamasina ragmen
hizl1 bir gelisme gostermistir. Su iirlinleri yetistiriciliginde tiretim miktar1 2016 yilinda
253 bin tona ulasarak toplam su iiriinleri {iretiminin % 43'{inii olusturmustur (TUIK,
2018). Nitekim FEAP (Avrupa akuakiiltiir yetistiricilik federasyonu) verilerine goére
Tiirkiye Avrupa'da, 100 bin ton porsiyonluk gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) {iretimi ile agik ara lider konumundadir (FEAP, 2018). Ulkemizde kiiltiir balig
yetistiriciliginde gokkusagi alabaligi tiretimi yetistiricilik sektoriinde 6ncii konumuna
gelmistir. Balik¢ilik ve Su Uriinleri Genel Miidiirliigii (BSGM) verilerine gére 2016
yilinda i¢ sularda gergeklestirilen gokkusagi alabaligi iiretimi toplam yetistiricilik
{iretiminin yaklastk %42'sini olusturmustur (TUIK, 2018). Ulkemizde gdkkusagi
alabalig1 yetistiriciligi tiim cografi bolgelere yayilmis ve halen 74 ilde aktif olarak
tretim yapilmaktadir. Gokkusagi alabalig1 tiretiminin en fazla yapildig: il Elazig'dir
(14,286 ton). Ikinci sirada ise Mugla ili yer almakta olup bu ilin iiretim miktar1 13,900
ton olarak gerceklesmistir. Orta Anadolu'da yer alan Kayseri, 11.227 ton tiretim ile
liclincii, Bat1 Anadolu'da yer alan Burdur 9,724 ton iiretim ile dordiincii siradadir.
Dogu ve Glineydogu Anadolu'da yer alan Malatya ve Sanliurfa'nin iiretim miktarlar
sirasiyla 4,350 ve 4,297 ton oldugu bildirilmistir (TUIK, 2013). Son yillarda, i¢ sularda
onayli gokkusag: alabalig1 isletmelerinin say1 ve kapasiteleri her gecen giin dnemli
artislar gostermektedir. 1994 yilinda 284 adet gokkusagi alabaligi isletmesi
bulunurken 2005 yilinda bu say1 1,273'e 2014 yilinda 1,945'e yiikselmistir. Kapasite
dagiliminda da 90'l1 yillara nazaran 6nemli farkliliklar goze carpmaktadir. 90'l1 yillarda
genelde kiiglik dlcekli isletmeler oransal olarak yaygin iken 6zellikle 2005 yillindan
sonra orta ve biiylik 6lgekli isletmelerin sayisinda artis gézlenmektedir (Sen ve Rad,
2016).



2.2. Alabalik kuluckahanelerinde goriilen 6nemli bakteriyel hastaliklar

Gokkusagi alabaligr isletmelerinin en 6nemli iinitesi olan kuluckahanelerde
olusacak ekonomik kayiplarin engellenmesinde veya azaltilmasinda, hastaliklara karsi
koruyucu dnlemlerin alinmasi ve siirdiiriilebilir yetistiriciligin saglanmasi biiyiikk 6Gnem
tasimaktadir. Yumurta ve frylar hastaliklara karsi yetigskin baliklara gére ¢ok daha
duyarhdir. Bu yiizden kulugkahane yonetimine balik ciftliklerinde ayri bir 6nem
verilmektedir. Kulugkahanelerde mikroorganizma kaynakli enfeksiyonlarin yani sira,
genetik bozukluklar, beslenme ve ¢evresel faktorler onemli dlglide ekonomik kayba
yol agmaktadir (Faruk ve Anka, 2017).

Alabaliklardaki bagisiklik sistemi 2 gram ve daha biiyiik baliklarda gelistigi
icin bu agirliktan kiiclik baliklarda asilamalar yeterli koruma saglayamamaktadir.
Bundan dolay: hastaliklarin kontroliinde yogun antimikrobiyal kullanim kag¢inilmaz
olmaktadir (Nya ve Austin, 2011).

F. psychrophilum Avrupa iilkelerinin biiyiik bir boliimiinde de gokkusag
alabalig1 kulugkahanelerinin en Onemli bakteriyel hastaligi olarak bildirilmistir.
Ulkemizde de gokkusag alabaligi kulugkahanelerinde biiyiik ekonomik kayiplara yol
actig1 bilinmektedir (Kubilay ve ark., 2009). Flavobakteriyozisde mortalite orani, Su
sicakligi ve balik biytikligiine gore degisiklik gosterebilmektedir. Gokkusagi
alabalig1 frylarinda (RTFS), kulugkahane su sicakliginin 10°C’nin altinda oldugu
isletmelerde ilk beslenmeden baslayarak 4 ve 7 haftalik donemde RTFS siddetli bir
seyir gosterir ve alabalik yetistiriciliginin ilk basamaginda sektorde 6nemli ekonomik
kayiplara yol acar (Madetoja ve ark., 2002; Wiklund ve ark., 1994). Kulugkahanelerde
de 0,1-2 g agirhgindaki yavru alabaliklarda (RTFS) %70 ve daha yiiksek oranda 6liim
goriilebilmektedir (Cipriano ve Holt, 2005).

Akuatik ¢evrede yaygin olarak bulunan F. columnare; genellikle su sicakligi
13°C’nin iizerine ¢iktigi zamanlarda baliklarin yiizgeclerinde dejenerasyon ve
solungaclarda nekroza yol agarak kolumnaris olarak isimlendirilen hastaliga neden
olmaktadir. Kolumnaris hastaligina her yas ve boydaki baliklar duyarlidir ancak daha
cok gencg baliklar etkilenir. Salginlar, genellikle su sicakliginin 12-15°C ve {izerine
ciktig1 donemlerde goriilmektedir. Mortalite, su sicakligina bagli olarak %10-100
arasinda degismekte, stres ve su kalitesinin bozulmasi durumunda 6liim miktari

artmaktadir (Bernardet ve Bowman, 2015; Decostere ve ark., 1997).



Bakteriyel Solunga¢ Hastaligi (BGD); farkli yas ve agirliktaki baliklar
etkileyebilmektedir. Fakat yavru baliklarin daha ¢ok etkilendigi bildirilmistir. BGD,;
genellikle ilkbahar, yaz basinda su sicakliklarinda meydana gelen artisa bagli olarak
ozellikle kiiltiir yapilan baliklarda ortaya ¢ikmakta ve daha sik olarak yavru baliklar
etkilemektedir (Bernardet ve Bowman, 2015; Loch ve Faisal, 2015).

2.3. Flavobactericiae ailesi

Sube; Bacteroidetes
Sinif: Flavobacteriales
Takim: Flavobacteriales
Aile: Flavobacteriaceae

Flavobacteriaceae olarak ilk isimlendirme Jooste tarafindan 1985 yilinda
yapilmistir (Jooste ve ark., 1985). 1989 yilinda Bergey Manualde yer alan
Flavobacteriaceae ailesi Reichenbach tarafindan Flavobacterium cinsi temel alinarak
kisa bir sekilde tanimlanmaistir. 1996 yilinda ise Bernardet tarafindan yapilan polifazik
calismalarla Flavobacteriaceae ailesinin tanimlanmasi kapsamli bir sekilde ilk defa
yapilmistir.  Bernardet’in  tanimlamasina goére Flavobacteriaceae ailesinde
Flavobacterium cinsinin yan1 sira; Chryseobacterium, Bergeyella, Capnocytophaga,
Ornithobacterium, Weeksella, Riemerella, Myroides ve Tenacibaculum cinsleri yer
almaktadir (Bernardet ve Bowman, 2015; Loch ve Faisal, 2015). Daha sonra Bernardet
tarafindan hazirlanan ve 2015 yilinda yayimlanan Bergey Manual’in sistematik
bakteriyoloji kitabinda ise bu aile 54 cinsin yer aldigi bildirilmistir (Bernardet ve
Bowman, 2015).

Flavobacteriaceae ailesinin karakteristik ozellikleri;
e Gram negatif,
e Sporsuz-kapsiilsiiz,
e Basil (2- 20 um),
e Aktif hareket yok fakat baz tlirlerde kayma hareketi var,
e Koloni morfolojisi olarak sirkiiler/ rizoid/ diiz veya konveks yapilarda

olabilmekte,



e Birg¢ok tiirde karotenoid ve/veya flexirubin pigmenti bulunurken bazilarinda
bulunmaz,

e Genellikle aerobik olup bazi tiirler mikroaerofillik veya anaerobik o6zellik
gosterebilmekte,

e Oksidaz ve katalaz pozitif,

e Birgok tiir, proteinler (6r. kazein, jelatin vb.), basit ve/veya kompleks
karbonhidratlar (6r. nisasta, eskiilin, pektin, Kitin, karboksimetilseloz) ve
lipitler (6r., tween) de dahil olmak iizere bir¢ok organik substrati
pargalayabilmekte,

e Bircok tiir halofilik ve mezofilik 6zellikte, bazi tiirler psikrofilik olabilmekte,

e Yag asitleri profilini genellikle C15 ve C17 yag asitleri olusturmaktadir.

Bu familyadaki bakterilerin biiyiik ¢ogunlugu tatli su ve tuzlu su ortaminda
dogal olarak bulunur. Ayrica, toprak, gida, isleme tesisleri, beseri ve hayvan
hastaneleri gibi bir¢ok yasam alanindan izole edildigi bildirilmistir (Bernardet ve ark.,
2002; Bernardet ve Bowman, 2015).

2.3.1. Flavobacterium psychrophilum

2.3.1.1. Tarihge

Etken ilk olarak 1948 yilinda Bat1 Virginia’daki hastalik semptomu gosteren
yavru koho salmonlarin (Oncorhynchus kisutch) bobrek ve yilizgeg lezyonlarindan
izole edilmistir. Bakteri ilk olarak biyokimyasal ozelliklerine gore Cytophaga
psychrophila olarak isimlendirilmis olup, daha sonra DNA homolojisine gore yapilan
smiflandirmada Flexibacter psychrophilus olarak yeniden adlandirilmigtir (Bernardet
ve Grimont, 1989). Son olarak ise 1996 yilinda DNA-rRNA hibridizasyonu, DNA
G+C igerigi, yag asidi ve protein profili goz oniinde bulundurularak Flavobacteriaceae
ailesine dahil edilmis ve Flavobacterium psychrophilum olarak adlandirilmistir
(Bernardet ve ark., 1996).



2.3.1.2. Etiyoloji

Etken, Gram negatif, ince, uzun (0,3-0.75 x 1,5-7,5um) bir basil olup, boyutu
ve morfolojisi lireme donemine gore degisiklik gdsterebilmektedir. Geng kiiltiirleri
genellikle ince, uzun ¢ubuk seklindeyken, yasli olanlar nadirde olsa daha sisman
segmentler halinde gozlemlenebilmektedir. Aktif hareket yapamaz, ancak geng
kiiltiirlerde kayma hareketi gériilmektedir (Cipriano ve Holt, 2005; Holt ve ark., 2012).

F. psychrophilum, kollajen, fibrinojen, kazein, jelatin, elastin, chondroitin
stilfat, tributyrin, tyrosin, haemoglobini parcalayabilen farkl: tipte proteolitik enzimleri
salgilayabilmektedir. Fakat glukoz, siikroz, laktoz gibi ¢ok sayida karbonhidrati
kullanabilme aktivitesi zayiftir (Dalsgaard ve Madsen, 2000; Nematollahi ve
ark.,2003).

F. psychrophilum izolatlari, S tipi (diizgiin kenarli sirkiiler ve hafif kabarik) ve
R tipi (kenarlar diizgiin olmayan, yiizeyi burusuk ve graniiler) karakterde sar1 renkli
koloniler olusturabilir ve fleksirubin pigment iiretebilmektedirler (Jooste ve Hugo,
1999). Pepton buyyon’da tretildiginde S tipi koloniler, tiiplerin tabaninda ¢okelti
olusturur; R tipi kolonilerde ise ¢okelti goriillmez (Bernardet ve Kerouault, 1989;
Hogfors-Ronnholm ve Wiklund, 2010). Baliklardan izole edilen her iki koloni tipine
sahip izolatlarin viriilent Ozellik gosterebildigi, dis membran protein ve
lipopolisakkarit profillerinin benzer oldugu ve S tipi fenotiplerin daha hidrofobik ve
daha fazla yapiskan 6zellik gosterdigi bildirilmistir (Hogfors-Rénnholm ve Wiklund,
2010) .

F. psychrophilum tryptone yeast extract salts (TYES) agar veya Cytophaga
agar gibi diisiik nutrientli besiyerlerinde iireyebilmektedir. TYES agarda iireyen
koloniler sahanda yumurta goriinlimiinde parlak sar1 goriilmektedir. Kanli agar ve
nutrient agarda ireyemeyen etken, 5-23°C arasinda ve %0-1 NaCl’de
tireyebilmektedir. Etken optimal olarak 15°C’de iiremekte ve koloniler 5-7 giinde

olugsmaktadir (Holt ve ark., 2012; Madsen ve ark., 2005)

2.3.1.3. Epidemiyoloji

Salginlarin 6zellikle koho salmon ve gokkusagi alabaligi gibi salmonid

baliklarda 10°C altindaki su sicakliklarinda goriilmesi nedeniyle 1960 yilinda Borg, F.



psychrophilum un neden oldugu hastaliga bakteriyel soguk su hastaligi adini1 vermistir
(Holt ve ark., 1993).

1980'i yillarda Avrupa'daki yavru gokkusagi alabaliklarinda yiliksek mortalite
ile seyreden ve gokkusagi alabaligi yavru sendromu (RTFS) olarak adlandirilan
hastaligin etkenin F. psychrophilum oldugu bildirilmistir (Lorenzen ve ark., 1991,
Madsen ve Dalsgaard, 1999). Daha biiyiik baliklarda kronik seyir gosteren ve kuyruk
bolgesinde erozyonlara sebep olan hastalik, pediinkiil hastalig1 olarak adlandirilmistir.

F. psychrophilum 'un neden oldugu enfeksiyonlar tiim salmonid grubu baliklar1
etkilemekle beraber gokkusagi alabaligi ve koho salmonlarin en duyarl: tiirler oldugu
rapor edilmis ve ayu, yilan balig1 ve sazan gibi endemik balik tiirlerinin, baraj ve nehir
sistemlerinde yasayan salmonid tiirleri i¢in rezervuar olabilecegi bildirlmistir
(Nematollahi ve ark., 2003). Etkenin klinik semptom gostermeyen endemik
baliklardan da izole edilmesi dogal mikrobiotada yer aldigimi gostermektedir
(Madetoja ve ark., 2002; Madsen ve ark., 2005).

Bulasma; horizantal ve vertikal yolla olabilmekte, duyarli baliklarin etkenle
temast ve anag¢ baliklarin sperm ve yumurtalar1 araciligi ile hastalik yayilmaktadir.
(Kumagai ve Nawata, 2011). Etkenin kitalararasi yayiliminda ise canli balik ve
yumurta ticareti onemli bir risk faktoriidiir (Holt ve ark., 2012).

Laboratuvar ¢alismalarinda, F. psychrophilum’un 15°C su sicakliginda 300
glin hayatta kalabilme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir (Madetoja ve ark., 2003).

Soguk su hastaliginda 6zellikle 15°C ’ye kadar su sicakliklarinda %50’ ye varan
mortalite goriliirken, gokkusagi alabaligi yavru Sendromu (RTFS)’nda, su
sicakliginin 10°C’nin altinda oldugu isletmelerde ortalama 0,1- 2 gram’lik baliklarda
% 70’e varan mortalite olusabilmektedir (Bernardet ve Bowman, 2015; Cipriano ve
Holt, 2005).

Ulkemizde yetistiricilik yapilan gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
kulugkahanelerinden F. psychrophilum’un etken oldugu salginlar 1997 yilindan
itibaren siklikla rapor edilmistir (Balta, 1997; Cagirgan ve ark., 1997; Didinen ve ark.,
2007; Diler ve ark., 2003; Ispir ve ark., 2004; Korun ve Timur, 2001; Kubilay ve ark.,
2009; Ozcan ve Sarieyyupoglu, 2014; Timur ve ark., 2004).



2.3.1.4. Klinik bulgular

F. psychrophilum; koho salmon ve gokkusagi alabaligi gibi duyarl tiirlerde
yumurta kabugunda yumusama, erken ¢atlama ve yumurta kesesinde yirtilma gibi
sorunlara neden olabilmektedir (Holt ve ark., 2012; Kubilay ve ark., 2009; Madetoja
ve ark, 2002). Ayrica gokkusagi alabaligi frylarinda istahsizlik, deride
hiperpigmentasyon (kararma), adipoz ve kaudal yiizge¢ ¢evresinde omurilige kadar
ulasan iilseratif lezyonlar goriilebilmektedir. Yavru ve geng¢ baliklarda soguk su
hastaliginda, alt ¢enede iilser, solungag ve karacigerde solgunluk, egzoftalmus, deride
hiperpigmentasyon, pullarda dokiilme, asites, spiral tarzda yiizme, dalakta biiyiime ve
ozellikle kaudal pediinkiilde erozyon siklikla bildirilen semptomlardir. Pediinkiil
hastaligt ise daha cok 100 g ve tlizeri baliklarda goriilebilmektedir. Deride
hiperpigmentasyon, istahsizlik gibi genel semptomlarin yani sira adipoz yiizgec
etrafindan baslayarak kaudal pedinkiile dogru ilerleyen erozyonlar goriilmektedir
(Austin ve Austin, 2016; Nilsen ve ark., 2011a ve Nilsen ve ark., 2011b).

2.3.2. Flavobacterium columnare

2.3.2.1. Tarihce

Kolumnaris ilk olarak 1922 yilinda Davis tarafindan Mississippi Nehri'nde
sazan baliklarindan izole edilmistir. Etken bu yillarda kiiltiire edilememis ancak doku
lezyonlarindan hazirlanan preparatlarda ¢ok sayida ince uzun basilin goriildigi
bildirilmistir. Bu nedenle etken ilk olarak Bacillus columnaris olarak isimlendirilmistir
(Declercq ve ark., 2013). Daha sonra 1944 yilinda Ordal ve Rucker tarafindan sockeye
salmonlarinda (Onchorhynchus nerka) soz konusu etken kiiltiire edilerek izole
edilmistir. Morfolojik 06zellikler dikkate alinarak yapilan smiflandirmada etken
Myxobacteria takimina dahil edilmis ve yasl kiiltiirlerde mikrokistik (fruiting bodies)
yapilar olusturmasindan dolayr Chondrococcus columnaris olarak adlandirilmistir
(Ordal ve Rucker, 1944). 1945 yilinda Garnjobst, morfolojik olarak Chondrococcus
columnaris'e benzeyen fakat mikrokist yapisini olusturmayan etkeni Cytophagaceae
familyasina dahil etmis ve Cytophaga columnaris olarak isimlendirilmistir (Declercq

ve ark., 2013; Garnjobst, 1945). 1980’li yillarin sonuna dogru Bernardet ve Grimont



etkeni yeniden siniflandirarak Flexibacter genusuna dahil etmis ve Flexibacter
columnaris olarak isimlendirmistir (Bernardet ve Grimont, 1989). 1996 yilinda DNA-
rRNA hibridizasyon, protein ve yag asit profillerine gére yapilan son siniflandirmada
ise etken Flavobacteriaceae ailesine aktarilarak Flavobacterium columnare olarak

isimlendirilmistir (Bernardet ve ark., 1996).

2.3.2.2. Etiyoloji

F. columnare; rizoid yapida, diiz, yaygin kenarli sar1 renkli koloni olusturan,
fleksirubin pigment itireten Gram negatif ince uzun (4-8x0,5-0,7 um) bir basildir.
Etken hareketsiz (flagella, fimbria ve pilus bulunmama) olup kayma hareketi
yapmaktadir. Oksidaz, katalaz, H>S, kongo red absorbsiyonu pozitif 6zellik
gosterirken metil red, voges proskauer indol, lizin ve ornithin dekarboksilaz negatif
olup nitrat1 indirgeyebilir. Kazein, jelatin ve tributyrini hidrolize edebilirken eskiilin,
seliiloz, kitin, nigasta ve tyrosini pargalayamamaktadir. F. columnare genellikle 4-
30°C araliginda ve %0-0,5 NaCl’de iireyebilmektedir. Ayrica arabinoz, sellobiyoz,
glukoz, laktoz, mannitol, raffinoz, salisin, sukroz ve ksiloz fermente edememektedir
(Austin ve Austin, 2016).

2.3.2.3. Epidemiyoloji

Akuatik ¢evrede yaygm olarak bulunan F. columnare’nin neden oldugu
kolumnaris hastaligl; yavru alabaliklarda (1-3 g) genellikle su sicakliginin 13°C'nin
tizerine ¢iktig1 donemlerde goriilmekte, yiizgeclerde asinma, viicut lizerinde yaygin
eritemik odaklar ve solungag¢ flamentlerinde nekroza neden olmaktadir (Austin ve
Austin, 2016; Bernardet ve Bowman, 2006).

Kolumnaris hastaligina; kanal kedi baligi (Ictaalurus punctatus), sazan
(Cyprinus carpio), goldfish (Cyprinus auratus), yilan baligi (Anguilla rostrata, A.
japonica, A. anguilla), tilapia (Oreochromis spp.), gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss), kahverengi alabalik (Salmo trutta), kaynak alabaligi (Salvelinus fontinalis)
basta olmak tizere 36 farkli tath su baliginin duyarli oldugu rapor edilmistir (Declercq
ve ark., 2013).

10



Kolumnaris hastaligina her yas ve boydaki baliklar duyarli olup daha ¢ok yavru
baliklar etkilenmektedir (LaFrentz ve ark., 2012). Su sicakligi, ¢6ziinmiis oksijen
seviyesi, stok yogunlugu gibi g¢evresel stres faktorleri hastalifin siddetini
etkileyebilmektedir (Bernardet ve Bowman, 2006; Wakabayashi, 1993).

F. columnare horizantal yolla bulagsma gostermektedir. Portor baliklar, alet
ekipman ve balik nakilleri hastalifin yayilmasinda onemli rol oynamaktadir.
Hastaligin vertikal olarak bulasma gostermedigi bilinmektedir. Ancak 2016 yilinda
Loch ve Faisal salmonid baliklarin iireme sivilarinda etkeni izole ettiklerini
bildirmislerdir. (Loch ve Faisal, 2017).

Kolumnaris hastaliginda mortalite, su sicakligina bagli olarak %10-100
arasinda degismekte, stres ve diislik su kalitesi gibi durumlarda enfeksiyonun siddeti
artmaktadir. Salmonid baliklarda salgmlar genellikle su sicakliginin 12°C’nin
tizerinde oldugu donemlerde goriilmektedir (Austin ve Austin, 2016; Bowser, 1973).
Hastalik 6zellikle durgun sularda yasayan yilan baliklarinda yiiksek mortalitelere
neden olmakta; boylece mortaliteler sudaki ¢6ziinmiis oksijen seviyesi ile ters orantili
seyir gostermektedir (Chen ve Kuo, 1982). Ayrica, ¢éziinmiis oksijen seviyesi yeterli
iken, amonyak seviyesindeki artigla birlikte 6limlerinde arttig1 bildirilmistir. Collins
(1970) gol suyundaki otrifikasyonun artisina paralel olarak sudaki F. columnare
etkenlerinin artigin1 gostermistir. F. columnare laboratuvar kosullarinda distile suda
konak¢1 disinda en az 5 ay, gol suyunda 2 yildan fazla hayatta kalabilmektedir. F.
columnare konakg1 diginda hayatta kaldiginda, enerji kullanimini azaltmak i¢in, koloni
morfolojisini degistirerek virulens formdan daha az virulens forma doniisiir (Loch ve
Faisal, 2017).

Ulkemizde F. columnare ilk defa 1998 yilinda gokkusagi alabalif
isletmesinde ortaya ¢ikan salgindan izole edilmistir (Balta ve Cagirgan, 1998). Daha
sonra Aydin, Denizli, Isparta, Kayseri, Manisa, Mersin, Mugla ve Ordu'dan de izole
edildigi bildirilmistir (Kubilay ve ark., 2008; Oztiirk ve Altinok, 2014; Yildirim ve
Ozer, 2010).
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2.3.2.4. Klinik bulgular

Kolumnaris hastaliginda yavru baliklarda, dliimden 6nce 6nemli bir patolojik
bulgu dikkat ¢ekmemekte, ancak solunga¢ dokusunda dejenerasyonlar
goriilebilmektedir (Austin ve Austin, 2016; Loch ve Faisal, 2017).

Fingerling ve biiyiik baliklarda; solungaclarin ¢evresinde baslayan ve solungag
kemerinin tabanina dogru yayilan sar1 turuncu renkte nekroz alanlar1 goriiliir. Zamanla
solunga¢ filamentlerinin tamaminda nekroz alanlari sekillenir. Dorsal ve pelvik
yiizgeclerde sekillenen erozyon ilerleyen donemlerde kas tabakasina kadar
uzanabilmekte ve bu lezyonlar toplam balik yilizeyinin %20-25'ini kaplayabilmektedir.
Dorsal yiizgecte eyer seklinde deformasyonlarin olusmasi sebebiyle hastalik sirti
eyerli anlamina gelen "saddle-back™ isimi ile de bilinmketedir (Loch ve Faisal, 2017,
Sarti ve Giorgettii, 1996; Wakabayashi, 1991).

2.3.3. Flavobacterium branchiophilum

2.3.3.1. Tarihge

Bakteriyel solunga¢ hastaligi ilk olarak Amerika’da 1926 yilinda Davis
tarafindan kaynak alabalig1 ve gokkusagi alabaliginda meydana gelen salgindan rapor
edilmistir. Fakat etken 1978'e kadar konvansiyonel besiyerlerinde iretilememistir
(Kimura ve ark., 1978). ilk olarak Kimura ve ark. (1978) Amerika, Japonya ve
Macaristan’daki hasta baliklardan izole edilen etkenin fenotipik karakterizasyonunu
yaparak Flavobacterium branchiophila olarak isimlendirilmistir (Farkas, 1985;
Wakabayashi ve ark., 1989). Von Graevenitz tarafindan 1990 yilinda yapilan son
smiflandirmada ise etken Flavobacterium branchiophilum olarak isimlendirilmistir
(Starliper, 2012; Von Graevenitz, 1990).

2.3.3.2. Etiyoloji

F. branchiophilum, Gram negatif, aerobik, genellikle ikili tiglii zincirler halinde
bulunan ince uzun (5-8 x 0.5 um) bir basildir. Etken sirkiiler, kenarlar1 diizgiin S tipi

karakterde karotenoid pigmenti bulunmasindan dolay1 sar1 renkte koloniler vermekte
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ve fleksirubin pigmenti {iretmemektedir. Flagellasiz oldugu i¢in aktif hareket
yapmamakta ve kayma hareketi goriilmemektedir.

Oksidaz ve katalaz pozitif 6zellik gosterirken HzS ve indol negatif olup nitrati
indirgeyemez. Kazein, jelatin, lesitin, nisasta, tween, ve tiyrozini hidrolize edebilirken
seliiloz ve kitini pargalayamazlar (Bernardet ve Nakagawa, 2006). F. branchiophilum
5-30°C ’de ve 0- 0,1 % NaCl’de iireyebilmektedir. Sellobioz, fruktoz, glukoz, inulin,
maltoz, melibiose, raffinoz, sukroz ve trehaloz gibi karbonhidratlar1 fermente
edebilirken, adonitol, arabinoz, dulcitol, galaktoz, inositol, laktoz, mannitol, salisin,
sorbitol ya da ksilozu fermente edemezler (Austin ve Austin, 2016; Ko ve Heo, 1997;
Starliper, 2012).

2.3.3.3. Epidemiyoloji

Bakteriyel Solunga¢ Hastaligi (BGD) etkeni F. branchiophilum akuatik
cevrede yaygin olarak bulunabilmektedir. Hastalik Amerika, Kanada, Japonya, Kore,
Macaristan, Hindistan ve Hollanda gibi bir¢ok iilkede rapor edilmistir (Farkas, 1985;
Heo ve ark.,1990; Ko ve Heo, 1997; Ostland ve ark., 1994; Swain ve ark., 2007;
Wakabayashi ve ark., 1989). Ulkemizde Bakteriyel solungag¢ hastaliginin bildirimi
heniiz yapilmamustir (Oztiirk ve Altinok, 2014).

Etken gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) basta olmak iizere bir¢ok
salmonid (Salvelinus fontinalis, Salv. fontinalis timagamensis, Salv. namaycush, Salv.
fontinalis X Salv. namaycush, O. tshawytscha, O. masou, O. nerka, Salmo salar, Salm.
trutta) ve salmonid olmayan baliklardaki [yaym (Silurus glanis), turna (Stizostedion
vitreum), sazangillerden (Labeo rohita, Catla catla, Hypophthalmichthys molitrix)]
hastalik salginlarindan rapor edilmistir (Starliper, 2012).

BGD; genellikle ilkbahar, yaz basinda su sicakliklarinda meydana gelen artisa
bagl olarak o6zellikle kiiltiir yapilan baliklarda ortaya ¢ikmakta ve daha sik olarak
yavru baliklar etkilemektedir (Bernardet ve Bowman, 2006).

F. branchiophilum; su sicakligimin 5-19°C arasinda oldugu donemlerde
hastalik vakalarindan izole edilebilmekte ve su-sedimentte uzun siire canli
kalabilmektedir (Bullock ve ark.,1991; Bullock ve ark., 1994; Farkas, 1985).

Hastaligin siddetlenmesinde stok yogunlugu artmasi, su kalitesinin diismesi (amonyak
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konsantrasyonun artmasi, tiirbidite ve diislik oksijen seviyesi) gibi ¢evresel ve stres
faktorleri 6nemli rol oynamaktadir (Austin ve Austin, 2016; Starliper, 2012).

F. branchiophilum baliklarda ¢ok bulasict olup, horizantal yol ile
yayilmaktadir. Etkenin solunga¢ dokusuna kolonize olmasi 1 saatten kisa bir siirede
gerceklesebilmektedir (Ferguson ve ark., 1991). Virilent ve avirilent F.
branchiophilum suslar1 solungaglara tutunabilmekte fakat sadece viriilent olan suslar
kolonize olabilmektedir (Ostland ve ark., 1995). Ortamdan 6lii baliklar
uzaklagtirilmadig1 ve hizli bir sekilde tedaviye baslanilmadigi durumlarda morbidite

%80, mortalite ise % 50’ye ulasabilmektedir (Austin ve Austin, 2016).

2.3.3.4. Klinik bulgular

Bakteriyel solungag hastalig1 etkeni non-invazif bir 6zellikte olup genel olarak
solunga¢ dokusunu etkilemektedir. Hastalik durumunda solungaclar etkilediginden
solunum fonksiyonunda azalmaya bagl olarak su ylizeyinde yiizme, hizli bir sekilde
soluk alip verme, istahsizlik, letarji, operkulumda bilateral sisme ve asir1 mukus artis

en yaygin goriilen semptomlardir (Austin ve Austin, 2016).

2.3.4. Diger Flavobacterium tiirleri

Flavobacteriaceae ailesi oldukca genis bir ekolojik yasam alanina sahiptir. Bu
ailedeki tiirler; omurgasizlar, amfibianlar, reptiller, kuslar ve hatta memelilerde de
hastaliklara sebep olabilmektedir. Flavobacteriaceae ailesinde baliklarda enfeksiyona
sebep olan tiirler arasinda Flavobacterium spp., Tenacibaculum spp., ve
Chryseobacterium spp. gibi énemli tiirler de bulunmaktadir (Bernardet ve Bowman,
2015; Loch ve Faisal, 2015; Loch ve Faisal, 2017). Flavobacterium tiirlerinin son
siniflandirilmast ve ilgili literatiir incelemelerine gore 196 Flavobacterium tiirii

bildirilmistir (Anonim, 2018).

Flavobacterium spp. su iirtinleri yetistiriciligi ve dogada yasayan baliklarda
olusturdugu salginlar nedeniyle dnemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Loch

ve Faisal, 2015).
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Baliklardaki Flavobacterium tiirlerinin neden oldugu hastalik salginlari ve
bunlarla miicadeleyi amaglayan calismalarin biiyik c¢ogunlugu Flavobacterium
psychrophilum, F. columnare ve F.branchiophilum” konu alirken, son zamanlarda
yeni Flavobacterium tiirlerinin de baliklarda hastalik salginlarina yol a¢tigi rapor
edilmistir (Loch ve Faisal, 2015; Loch ve Faisal, 2017).

F. johnsoniae’nin; salmonid, yilan baligi (Anguilla mossambica), sazan
(Cyprinus carpio) ve jiivenil barramundi (Lates calcarifer) baliklarinin deri, yiizgeg
ve ¢enesinde iilseratif lezyonlara sebep oldugu (Carson ve ark., 1993; Rintamaki-
Kinnunen ve ark., 1997) tespit edilmistir. Bir baska calismada ise gokkusagi
alabaliklarinda etkenin koch postulatlarint sagladigi bildirilmistir (Soltani ve
ark.,1994). Tiirkiye'de ise etken ilk defa saganak yagis sonrast Rus mersin baliklarinda
viicut yiizeyinde iilser alanlar1 ile seyreden bir salgindan izole edilmistir (Karatas ve
ark., 2010).

Amerika’da  bakteriyel solunga¢  hastaligi  semptomlart  gdsteren
salmonidlerden F. hydatis, chinook salmon fingerlinglerinin (O. tshawytscha) kaudal
yiizgeglerindeki erezyonlardan ise F. succinicans izole edilmistir (Anderson ve Ordal,
1961).

Son yillarda; yetistiricilikte su kalitesinin bozulmasi ve strese bagli olarak
salmonidlerde goriilen eksternal lezyonlardan F. oncorhynchi, F. araucananum, F.
chilense, F. plurextorum ve F. spartani sp. gibi yeni tiirler rapor edilmistir (Loch ve
Faisal, 2015; Loch ve Faisal, 2017). Fakat izole edilen bu yeni Flavobacterium tiirlerin
ekolojisi, bulasmasi ve patogenezi hakkinda ayrintili bir bilgiye ulasilamamistir

(Austin ve Austin, 2016; Loch ve Faisal, 2017).

2.3.5. Flavobacterium spp. enfeksiyonlarinda teshis

Teshis, su kalitesi parametreleri, balikk davramislari, klinik bulgular,
histopatoloji ve etken izolasyonu ile fenotipik karekterizasyonu dikkate alinarak
yapilmalidir. Teshisin dogrulanmasinda mutlaka molekiiler ve serolojik testlerin

yapilmasi 6nerilmektedir (Loch ve Faisal, 2017).
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2.3.5.1. Klinik ve postmortem inceleme

Klinik olarak Flavobacterium enfeksiyonlarda genellikle solunga¢ ve deride
lezyonlar gézlemlenmektedir. Lezyonlu bdlgelerden hazirlanan tuse preparatlarin 151k
mikroskobunda incelenmesinde tek tek veya saman yigini seklinde kiimelenmis uzun

basillerin goriilmesi teshise yardimci olabilmektedir (Loch ve Faisal, 2017).

2.3.5.2. Primer izolasyon ve on teshis

Etken, eksternal lezyonlar, karaciger, bobrek dalak, beyin ve asites sivisindan
izole edilebilir. Izolasyon igin Tryptone-yeast Extract-salts agar (TYES agar) veya
Anacker Ordal Agar kullanilmali ve 18°C 5-7 giine kadar inkube edilmelidir (Austin
ve Austin, 2016; Loch ve Faisal, 2017).

Saf olarak tretilen sar1 renkli kolonilerden 6n teshis; Gram negatif uzun basil,
oksidaz, katalaz pozitif, spor olusturmayan, fleksirubin ve/veya karatoneid pigment
tireten, aktif hareket yapmayan, kayma hareketi goriilme/goériilmeme gibi 6zellikler
dikkate alinarak yapilir. Bu ozellikleri tasiyan bakterilerin Flavobacteriaceae iiyesi
(Flavabacterium spp., Crysobacterium spp. Myroides spp. vb) olarak 6n teshis
yapilabilmektedir. Bazi Flavobacterium spp. etkenlerinin fenotipik o6zelliklerine
iliskin ayirict 6zellikleri Tablo 1°de verilmistir (Austin ve Austin, 2016; Bernardet ve
Bowman, 2015; Loch ve Faisal, 2017).

2.3.5.3. Serolojik teshis

F. psychrophilum igin poliklonal antikor kullanilarak gelistirilen ELISA
(enzim ilintili immiin test) ve floresan antikor testi (FAT) gelistirilmistir. Fakat
poliklonal antikorlarin, Flavobacterium genusundaki diger bakterilerle c¢apraz
reaksiyon verdikleri i¢in kullanimi sinirlidir. 2009 yilinda Lindstorm ve ark. tarafindan
F. psychrophilum’un spesifik dis memran proteinleri kullanilarak olusturulan
monoklonal antikorlar serolojik teshisde (ELISA ve FAT) kullanilabilmektedir
(Lindstrom ve ark., 2009).

F. columnare i¢in monoklonal antikorlar kullanilarak yapilan indirekt floreasan
antikor testiyle (IFAT) etken solungag ve bagirsak dokusundan tespit edilebilmektedir.

2006 yilinda Panangalal ve arkadaslart monoklonal antikor kullanilarak IFAT yontemi
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ile de bakteri kiiltiirlerinden c¢ok kisa bir siirede serolojik teshis yapilabildigini
bildirilmislerdir (Panangala ve ark., 2006).

F. branchiophilum’un serolojik teshisi ise poliklonal antiserum ve monoklonal
antikor kullanilarak IFAT ile solunga¢ dokusundan yapilabilmektedir (Loch ve Faisal,
2017).

2.3.5.4. Molekiiler teshis

F. psychrophilum’un; taze, donmus ve formalinle fikse edilmis doku ve
cevresel 6rneklerden, PCR, nested PCR (nPCR), multiplex PCR, reverse-transcriptase
PCR (RT-PCR) ve gquantitative PCR (qPCR) gibi molekiiler yontemler kullanilarak
teshisi yapilabilmektedir (Loch ve Faisal, 2017). Teshisde genel olarak 16S rRNA
bolgesi ve korunmus gen bolgeleri kullanilir. Nested PCR metodu ile etken dokudan
veya sudan 3 kob/mg konsantrasyonlarina kadar tespiti yapilabilmektedir (Madetoja
ve Wiklund, 2002). Ayrica F. psychrophilum 'un PCR ile teshisinde hem gyrA hemde
gyrB bolgesi birlikte kullanilarak dubleks PCR yapilmaktadir (Siekoula-Nguedia ve
ark., 2012).

Welker ve ark. (2005); F. columnare’nin konvansiyonel PCR analizinde16S-
23S rDNA ara bolgelerinin kullanmis ve bu bolgenin spesifite ve sensivite agisindan
diger gen bolgelerine oranla daha hassas sonuglar verdigini bildirmistir (Welker ve
ark., 2005). Ayrica gPCR ile 3 kob/mg konsantrasyonlarina kadar etkenin tespiti
yapilabilmektedir (Panangala ve ark., 2007).

F. branchiophilum’un molekiiler teshisinde konvansiyonel PCR ve daha pahali
bir metod olan yeni nesil dizi analizi kullanilmaktadir (Loch ve Faisal, 2017).

2011 yilinda Lievens ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen multiplex PCR ile
ayni anda F. psychrophilum, F. columnare ve F. branchiophilum’un teshisi PCR ile
yapilabilmektedir (Lievens ve ark., 2011).

Diger Flavobacterium tiirlerinin teshisinde ise spesifik bir metot
bulunmamaktadir. Son yillarda Flavobacterium spp. tiirlerinin molekiiler teshisi i¢in
once universal primerler kullanilarak 16S rRNA amplifiye edilmekte, sonrasinda elde
edilen PCR iriinleri ¢ift yonlii dizi analizine tabi tutularak tiir identifikasyonu

yapilmaktadir (Loch ve Faisal, 2017).
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Tablo 1. Flavobacterium genusundaki tiirlerin ayirict biyokimyasal ve morfolojik dzellikleri.

F. aguatile  F.aquidurense  F.antarcticum F. branchiarum F. branchiicola F. branchiophilum F. collinsii  F. columnare

izolasyon Ilik tatli su Ilik tatli su Kutuplarda Solungag Solungag Ilik tath su, tatl su Tatli su Ilik tatli su,

toprak dokusunda dokusunda baliklar balik i¢ tath su
organ baliklart

Koloni Morfolojisi Konveks, Diiz, yaygin ve Konveks, Sari sirkiiler, Sari sirkiiler, Sari, sirkiiler, Sari, Diiz, agara
sirkiiler ve diizensiz kenarli  sirkiiler, diizgiin  diizgiin kenarli diizgiin kenarli diizgiin kenarli sirkiiler, yapisan ve
diizgiin kenarli diizgiin rizoid
kenarlt kenarl

Kongo Red absorbsiyonu - Nd - - - - 5 +

Kayma Hareketi D - D - - - - +

Fleksirubin Pigment iiretimi - + - + + = + +

Marine Agarda iireme - Nd + - - - - -

TSA’da Ureme +) + + + + - + -

Ureyebildigi Sicakhk Arahg 15-30 13-30 5-24 15-25 15-25 5-30 15-25 15-37

)

Optimum Ureme Sicakligi Nd 19-28 21 20 20 18-25 22 25-30

0

Tuz Toleransi (% NaCl) 0 0-1 0-4 0-2 0-2 0-0.2 0-2 0-0,5

Glukoz Kullanimi Nd + - - - + - -

Karbonhidratlardan asit + Nd + - - + - -

iiretimi

Jelatini hidrolizi + - + - - + = +

Kazein hidrolizi + + + + + + + +

Nisasta hidrolizi + + - + + + + +

Eskiilin hidrolizi + + - + + - + -

Ureaz iiretimi - - - - + = - -

Oksidaz + + + + + + +

B-Galactosidase + + 2 - - + ;

H S iiretimi - Nd - - - - - +

Nitrati indirgeme + D - - + = = D

DNA G+C orani (mol%) 32 34 38 354 33,6 29-31 35,5 30
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Tablo 1’in devam

F. cutihirudinis

F. frigidarium

F. frigidimaris

F. frigoris

F. glaciei

F. granuli

F. hercynium

F. hibernum

izolasyon

Koloni Morfolojisi

Kongo Red absorbsiyonu
Kayma Hareketi
Fleksirubin Pigment iiretimi
Marine Agarda iireme
TSA’da Ureme

Ureyebildigi Sicaklik Araligi
0 .

Optimum Ureme Sicakhig (°C)
Tuz Toleransi (% NaCl)
Glukoz Kullanim
Karbonhidratlardan asit
iliretimi

Jelatini hidrolizi

Kazein hidrolizi

Nisasta hidrolizi

Eskiilin hidrolizi

Ureaz iiretimi

Oksidaz

B-Galactosidase

H,S iiretimi

Nitrati indirgeme

DNA G+C orani (mol%)

Siiliik deri ylizeyi

Sari, sirkiiler,
diizgiin kenarli

+ o+

10-30

28
0-3

+ + + 4+

Nd

Nd
32

Polar sediment

Diiz, Sirkiiler,
diizgiin kenarli

0-24

15
0-9

Polar sediment

Diiz, sirkiiler
filamentoz
kenarli

N+ o+ 4+

35

Polar sediment

Diiz, Sirkiiler,
diizgiin kenarli

+ + +

19

Donmus Toprak

nd

4-25

21
0-1

+ 4+ 4+ +

Atik su, bitki

Diiz, sirkiiler ve
diizgiin kenarli

15-37

25
0-2

36

Tlik tatl su

Diiz ve
kenarlari
belirsiz

nd

nd

12-29

Polar tath su
goleti

Diiz, sirkiiler
ve rizoid
kenarli

+ 4

(-7)- 30

26
0-2

+ + + +
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Tablo 1’in devam

F. hydatis F. oncorhynchi  F. pectinovorum F. piscis F. plurextorum  F. psychrophilum F. reichenbachii F. saccharophilum
izolasyon Ilik tatli su Gokkusagi Toprak Gokkusagt Gokkusagi Ilik tath su ve tath Aci sulardan Ilik tatl su
alabalig1 alabalig1 alabaligi bobrek  su baliklarinin doku
bobrek ve yumurta ve organlari
Koloni Morfolojisi Diiz, yaygin  Sirkiileri Hafif konveks, Sirkiiler, Sirkiiler, Sirkiiler, diizgiin Sirkiiler, yaygin Diiz, yaygin agara
ve konveks ve sirkiiler, diizgiin diizgiin diizgiin kenarli kenarli veya sahanda  {ireyen, kenarlari gomiili tarzda
filamentoz diizgiin kenarli kenarlt kenarli yumurta seklinde diizgiin olmayan tireme
kenarli
Kongo Red absorbsiyonu - - - - - - Nd -
Kayma Hareketi + - + - - + + +
Fleksirubin Pigment iiretimi s i i3 i3 i3 i3 i T
Marine Agarda iireme - - - - - - - -
TSA’da Ureme + + + + + - + +
Ureyebildigi Sicakhk Arahg 5-35 15-30 ?-30 15-30 15-30 5-23 6-30 4-30
°C)
Optimum Ureme Sicakligi 20-25 25 20-25 25 25 15-20 20-26 25
©0)
Tuz Toleransi (% NaCl) 0-2 0-3 ?-1 0-3 0-3 0-1 0-2 0-2
Glukoz Kullanimi + - + + + - - +
Karbonhidratlardan asit + - + - - - Nd Nd
iiretimi
Jelatini hidrolizi + - + + - + + +
Kazein hidrolizi + + + + - + + +
Nisasta hidrolizi + < i i i - < i
Eskiilin hidrolizi + + + + + - + +
Ureaz iiretimi - - - - - - Nd -
Oksidaz D + \Y% + + + + D
B-Galactosidase =+ + i - - - i +
H S iiretimi - - - - - - Zayif +
Nitrati indirgeme + + + + + = = +
DNA G+C oram (mol%) 32-34 33 34 (36) 34 33.2 32(33-34) 343 32-36

20



Tablo 1’in devam

F. spartansii F. succinicans F. terrigena F. tiangeerense F. tructae F. xueshanense
izolasyon Chinook Ilik tath su Toprak Buzul Alabalik Buzul
Salmon bobrek
dokusu
Koloni Morfolojisi Diiz, yaygin ve Diiz, yaygin ve Sirkiiler, konveks  Sirkiiler, konveks  Sirkiiler, Sirkiiler, konveks ve
filamentoz kenarli  filament6z kenarli  ve diizgiin kenarli  ve diizgiin kenarli  konveks ve diizgiin kenarl
diizgiin kenarli
Kongo Red absorbsiyonu - - - = - -
Kayma Hareketi + + - - - -
Fleksirubin Pigment iiretimi + - + o + -
Marine Agarda iireme - - - - - Nd
TSA’da Ureme + + = + + +
Ureyebildigi Sicaklik Araligi (°C) Nd 2-37 10-30 4-26 15-30 2-18
Optimum Ureme Sicakhig (°C) 22 25 25 22-23 25 14
Tuz Toleransi (% NaCl) 0-2 Nd Nd 0-0,5 0-3 0-0,5
Glukoz Kullanim - + Nd - + +
Karbonhidratlardan asit iiretimi Nd + - - - +
Jelatini hidrolizi + + o + -
Kazein hidrolizi + + + + +
Nisasta hidrolizi + + o o + -
Eskiilin hidrolizi + + - + + +
Ureaz iiretimi - + Nd - -
Oksidaz + D + + + +
B-Galactosidase D + 5 o - -
H S iiretimi - - - - - -
Nitrati indirgeme + D = - S -
DNA G+C oram (mol%) 35,6 38 (34-37) 38,2 34,8 36,2 37,2

Nd: Tespit edilmemis, D: Degisken
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2.3.6. Flavobacterium enfeksiyonlarinda koruma-kontrol

2.3.6.1. Isletme yonetimi

Baliklar1 olabildigince stresten uzak tutma ve su Kalitesinin devamliligin
saglama gibi isletme yonetimi ilgili faktorler Flavobacteriumlarin tiirlerinin neden
oldugu oliimlerin azaltilmasinda koruyucu rol oynamaktadir (Loch ve Faisal, 2017).

Suda, nitrit ve organik madde miktarmin artmasi, F. columnare ve F.
psychrophilum etkenlerinin baliklarin solungaglara tutunmasi ve kolonizasyonunu
artirmaktadir (Decostere ve ark., 1999; Nematollahi ve ark., 2003). Ayni sekilde
sudaki ¢ozlinmiis oksijen konsantrasyonunun diismesi ve amonyak miktarinin artmasi
da bakteriyel solungag hastaliginin ortaya ¢ikisini kolaylastirmaktadir (Loch ve Faisal,
2017).

Kulugkahaneye giren suyun ultraviyole (UV) ile dezenfekte edilmesi ile;
sudaki Flavobacterium sp.’nin yiikii azaltilabilmekte veya tamamen elemine
edilebilmektedir. Hedrick ve arkadaslart (2000), bircok Gram negatif etkenin
dezenfeksiyonunda santimetre kareye 42 miliwat (mWs/cm?) UV isinlarin yeterli
olabilecegini ancak F. psychrophilum’un elemine edilebilmesi i¢in 126mWs/cm?
UV’nin gerekli oldugunu bildirmislerdir (Loch ve Faisal, 2017).

Benzalkonyum kloriir ¢ozeltisi (600 mg/l) F. psychrophilum *u 10 dakikada
inhibe ederken (Oplinger ve Wagner, 2010), virkon, halamid, glutaraldehid’in % 2’lik,
50 ppm iyot ve etenoliin %70’lik ¢ozeltileri F.columnare ve F. psychrophilum’u 1
dakikada inhibe edebilmektedir (Mainous ve Smith, 2012).

Salmonid baliklara, 1000 ppm dozunda formaldehit ile banyo uygulanmasi ile
F. columnare 'nin 1 dakikada elimine oldugu ancak F. psychrophilum *u eliminasyonu
icin 10-20 dakika banyo uygulanmasmim gerekli oldugu bildirilmistir. Ayrica
potasyum permanganat soliisyonu F. columnare’yi 1 dakikada inhibe ederken, F.
psychrophilum’u 1 saat icerisinde bile tam olarak elimine etmedigini bildirmislerdir (
Loch ve Faisal, 2017; Mainous ve Smith, 2012). F. psychrophilum'un yiizeylere
olusturdugu biyofilm tabakasi ile antimikrobiyallerin ve dezenfektanlarin etkisini
azalttigi bildirilmektedir (Sundell ve Wiklund, 2011).

Gokkusag alabalig gibi salmonid baliklarin gonad ve gonadal sivilarina 6zel

ilgisi olan F. psychrophilum (Brown ve ark., 1997), ana¢ baliklardan yumurtalara
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vertikal olarak tasmabilmektedir. F. psychrophilum’un yayiliminin dnlenmesinde
yumurta dezenfeksiyonu biiyiikk 6nem gostermektedir (Avendafio-Herrera ve ark.,
2014).

Yumurta dezenfeksiyonunda;
e Povidon-iyot 50 mg/l, 30 dakika veya 100 mg/Il, 10 dakika,
e Hidrojen peroksit 100 mg/l, 10 dakika
e (Qlutaraldehitde 200mg/l, 20 dakika siireyle kullanimi etkilidir
(Cipriano ve Holt, 2005).

2.3.6.2. Probiyotikler ve immunstimulanlar

Yem katki maddesi olarak kullanilan alginik asit ekstraktinin, F. columnare'a
kars1 etkili oldugu ve mortaliteyi dnemli 6l¢iide diistirdiigii bildirilmistir (Suomalainen
ve ark., 2009).

Bazi1 Pseudomonas tiirlerinin in vitro kosullarda Flavobacterium spp.’nin
tiremesini engelledigi ve bu tiirlerin olusturdugu enfeksiyonlara karsi baliklarda
koruma sagladigi rapor edilmistir. Yapilan in vitro ¢alismalarda probiyotik olarak
kullanilan Pseudomonas spp.’nin inhibisyon etkisinin F. psychrophilum serotipleri
arasinda degiskenlik gosterebilecegi bildirilmistir (Strom-Bestor ve Wiklund, 2011).
Boutin ve ark. (2012), kaynak alabaliginin deri ve mukusundan izole edilerek
hazirladig1 ¢ok sayida probiyotik bakterinin F. columnare’yi in vitro olarak inhibe
etme yetenegine sahip olabilecegini bildirmistir. Ayn1 arastirmacilarin yaptigi farkl
bir calismada ise baliklarda kolonize olmayan fakat biyofilm olusturma yetenegi olan
Rhodococcus spp.’nin kahverengi alabaliklarin dogal mikrobiyotasini bozmadan
probiyotik etki sagladigi ve F. psychrophilum enfeksiyonlarinda baliklarda mortaliteyi
azalttig1 bildirilmistir (Boutin ve ark., 2013).

2.3.6.3. Direncli baliklarin yetistirilmesi

Bati1 Virjinya’da bakteriyel soguk su hastaligina karsi direng gosteren bir

gokkusagi alabaligi hatt1 gelistirilmistir (Leeds ve ark., 2010; Silverstein ve ark., 2009;
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Wiens ve ark., 2014). Bakteriyel soguk su hastaligina karsi gelistirilen direngli
gokkusagi alabaligi hatlarinin ayn1 zamanda kolumnaris hastaligina kars1 da direngli

olabildigi belirlenmistir (Evenhuis ve ark., 2015).

2.3.6.4. Bakteriyofaj

Son zamanlarda Flavobacterium tiirlerinden kaynaklanan enfeksiyonlarin
kontrol edilmesinde bakteriyofajlarin (litik aktivite) kullanilmasina yonelik ¢alismalar
olduk¢a onem kazanmustir (Loch ve Faisal, 2017). Prasad ve ark., (2011); F.
columnare izolatlarini lize eden F. columnare-spesifik fajlar izole ettiklerini ve bu
fajlarin kullanimiyla enfekte yaym baliklarinin (Clarias batrachus) tedavisinde % 100
basar1 elde ettiklerini bildirmislerdir (Prasad ve ark., 2011). F. psychrophilum ile
deneysel olarak enfekte edilen gokkusagi alabaliklarinda faj tedavisi ile mortalitenin
azaltilabilecegi bildirmistir (Castillo ve ark., 2012). Fakat ayni arastirmada F.
psychrophilum’un zamanla fajlara kars1 direng gelistirebilecegi belirtilmistir (Castillo
ve ark., 2014).

2.3.6.5. Asillama

F. psychrophilum’a kars1 bugiine kadar gelistirilmis bir lisansli ticari asi
mevcut degildir. Bunun yapilamasini zorlastiran bazi engeller bulunmaktadir. Bu
engellerin basinda; RTFS enfeksiyonlarinda oldugu gibi heniiz bagisiklik sistemi
gelismemis olan fry’larin hastaliktan etkilenmesi ve 15 g’in altindaki baliklara
enjeksiyon yontemiyle asilamanin yapilamamasi gelmektedir (Sundell ve ark., 2014).
Simdiye kadar, ticari asilarla koruma yalnizca kolumnaris hastaliina karsi
saglanmigken, bakteriyel soguk su hastaligma karsi sadece Norveg, Ingiltere ve Sili
gibi birkag iilkede otojen asilar kullanilmaktadir (Sundell ve ark., 2014). Diger bir
engel ise dogal yol (kohabitasyon) veya immersiyon yontemiyle tekrarlanabilir
deneysel enfeksiyon modelinin olusturulamamis olmamasidir. Ayu baliklarinda
(Plecoglossus altivelis) immersiyon yontemiyle deneysel enfeksiyon modeli
gelistirilmigsken (Kondo ve ark., 2003), salmonid baliklarda enjeksiyon yontemi

disinda deneysel enfeksiyon modeli olusturulamamistir (Lorenzen ve ark., 2010).
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Adjuvanli veya adjuvansiz inaktif deneysel asilarla (bakterin) periton i¢i yolla
asilanmasi sonrasinda, gokkusagi alabaligi ve ayu baliklarinda spesifik antikor artisi
ve iyi bir koruma elde edildigi bildirilmistir (LaFrentz ve ark., 2002; Sundell ve ark.,
2014).

F. psychrophilum zorunlu psikrofilik karakterde, yavas iireyen (5-7 giin) bir
bakteri oldugu i¢in, tiim hiicre asisinin ticari olarak hazirlanmasi ekonomik degildir
(Sundell ve ark., 2014). Bu nedenle son yillarda, rekombinant subunit asilarin
gelistirilebilmesi i¢in antijen olarak kullanilabilecek; immiinojenik hiicre yiizey
molekiilleri, proteinler veya fraksiyonlarinin tanimlanmasi iizerinde durulmaktadir
(Crump ve ark., 2005; Gliniewicz ve ark., 2012; LaFrentz ve ark., 2004). Subunit
asilar, yavru baliklara (fry) oral veya immersiyon yontemiyle uygulanabilir. Fakat bu
subunit asilarin yeterli koruma saglayamadigi veya koruma siiresinin yetersiz oldugu
bildirilmistir (Hogfors ve ark., 2008; Rahman ve ark., 2000).

ATP sentazp, factor-Tu ve SufB Fe-S protein gibi proteinler kullanilarak
iretilen rekombinant asilarin spesifik antikor miktarinda artisa neden oldugu ancak
baliklarda yeterli koruma saglamadigi bildirilmistir (Plant ve ark., 2011).

Dis membran proteinlerinin subunit as1 hazirlanmasi igin Onemli bir
komponent oldugu, periton i¢i yolla verilen subunit asilarin koruyuculugunun jiivenil
gokkusagi alabaliklarinda % 93-95 ve ayu baliklarinda % 64—71 oldugu bildirilmistir
(Dumetz ve ark., 2006).

Son zamanlarda Sili’de lisansli F. psychrophilum asisi (Flavomune®,
Veterquimica) gelistirilmistir. Ancak Avrupa iilkelerinde otovaksin agsilar
kullanilmaktadir (Fredriksen ve ark., 2013). F. psychrophilum'a karsi hazirlanan
otovaksin agilar; Sili'de somon balig1 (Bravo ve Midtlyng, 2007), Norveg'te gokkusagi
alabaligr (Johansen ve ark., 2011) ve ingiltere’de hem somon hem de gokkusag
alabaliklarinda kullanilmaktadir (Sundell ve ark., 2014).

F. columnare ile ilgili olarak birgok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen halen
viriilens mekanizmasi tam olarak belirlenememis ve bilinen 4 ana serotipin viriilens
ile baglantisinin olmadig: bildirilmistir (Loch ve Faisal, 2017).

Baliklarin erken yagam evrelerinde immun sistem tam olarak gelismedigi i¢in
asilama yoluyla kolumnaris hastaliginin kontrolii zordur. Ayrica F. columnare

enfeksiyonlari, yavru baliklar1 daha fazla etkiledigi i¢in enjeksiyonla asilamanin
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hastalig1 kontrol etmek i¢in uygun bir strateji olmadigi belirtilmistir (Sundell ve ark.,
2014).

ABD ve Kanada'da salmonidler i¢in ruhsatli inaktif F. columnare immersiyon
asis1 (Fryvacc 1) bulunmaktadir. Sili'de salmonidlere yonelik Fryvacc 1'e ek olarak, F.
columnare ve Yersinia ruckeri bivalent Fryvacc 2 asis1 da kullanilmaktadir. (Bravo ve
Midtlyng, 2007).

Yaym balig1 tiirlerinde kolumnaris hastaliginin énlenmesi i¢in 2005 yilinda
ABD'de canli bir atteniie as1 olan Aquavac-Col® piyasaya siiriilmiis ancak Aquavac-
Col®'in salmonidlerdeki etkinligi bilinmemektedir (Sundell ve ark., 2014).

Kanal kedi balig1 ve iri yayin baliklarinda (Micropterus salmoides) kullanilmak
tizere Amerika’da lisansh ateniie canli F. columnare asis1 (Aquavac-Col®; Merck
Hayvan Saglig1) gelistirilmistir. Bu ag1 immersiyon olarak kanal kedi balig1 frylarinda
%57-97 oraninda etkili oldugu bildirilmistir. (Shoemaker ve ark., 2011).

Asetonla inaktive edilmis F. branchiophilumun gokkusagi alabaliklarina
immersiyon veya intraperitoneal (IP) enjeksiyon yoluyla vererek bagisikliklari
degerlendirmis ve 6 hafta ara ile 3 kez banyo yolu ile verilen agmin periton igi
uygulamadan daha yiiksek bir koruma sagladig1 rapor edilmistir (Lumsden ve ark.,
1994).

2.3.6.6. Tedavi

Flavobacterium spp. etkenlerinden kaynaklanan hastaliklara yonelik olarak
cok sayida tedavi segenegi Onerilmistir. Fakat tedavide kullanilacak kimyasallarin
ruhsatlandirilmas: iilkelere gore farklihik gdstermektedir. Ornegin Amerika’da
salmonidlerde F. columnare ve F. psychrophilum’un tedavisinde florfenikol 10-15
mg/kg CA dozunda 10 giin veya oksitetrasiklin 80 mg/kg CA dozunda 10 giin siireyle
kullanilmaktadir (Austin ve Austin, 2016; Loch ve Faisal, 2017).

Eksternal F. columnare enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in; hidrojen peroksit geng
ve yetigkin baliklarda giin asir1 kullanilarak 3 kez, 50-75 mg/l dozda 60 dakika banyo
yaptirilmasi, ayni sekilde kloramin T’ninde 10-20 mg/l dozda 60 dakika banyo
yaptirtlmasi onerilmektedir (Loch ve Faisal, 2017).
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Gokkusagr  alabaligt  fingerlinglerinde  goriilen F.  branchiophilum
enfeksiyonlarmin tedavisinde; 5% NaCl c¢ozeltisinde 2 dakika veya %8 NaCl
¢ozeltisinde 30 saniye banyo yaptirilmasi 6nerilmektedir (Loch ve Faisal, 2017).

RTFS'yi tedavisinde siklikla kullanilan oksitetrasiklin ve florfenikole karsi
antimikrobiyal diren¢ gelistigi bildirilmistir (Henriquez-Nufiez, ve ark., 2012; Smith
ve ark., 2016).

Kiiltiir balik¢iliginin siirdiiriilebilirligi agisindan, tedaviye baslamadan once
etkenin izolasyonun mutlaka yapilmasi ve antimikrobiyal duyarlilik testlerinde elde

edilen sonuglara gore tedavi uygulanmasina dikkat edilmelidir.

2.4. Antimikrobiyal direng

Balik hastaliklarinin tedavisinde kullanilan ve mikro kirletici olarak kabul
edilen antimikrobiyaller, organizmalar iizerindeki toksik etkilerinin yan1 sira akuatik
florada yer alan bakterilerde direng gelisimine neden olmaktadir. Bu durumda
hastaliklarin tedavisi icin ya daha yiiksek dozda antibiyotik kullanilmasi ya da
antibiyotik tedaviden sonu¢ alinamamasi s6z konusu olmaktadir. Yiiksek dozda
antimikrobiyal kullanilmasi, akuatik ¢evrede aktif kalintt miktarinin artmasina,
antimikrobiyallere direngli bakterilerin ¢ogalmasina ve yayginlagsmasina neden
olmaktadir (De Liguoro ve ark., 2003; Yang ve Carlson, 2004).

Balik, eklem bacakli (kerevit, karides vd.) ve ¢ift kabuklu yumusakgalarda
(midye, istiridye vd.) hastalik yapan yiizden fazla patojen bakteri bulunmaktadir.
Ancak bu patojenlerin kii¢lik bir boliimii kiiltiir balik¢iligini 6nemli diizeyde etkiler.
Akuakiiltirde patojenlerin eliminasyonu ig¢in antimikrobiyallerin kullanilmasi,
direncin yayginligini artirabilir ve halk sagligini tehdit edecek bir boyuta ulasabilir.
Akuakiiltiirde gelisen direncin en riskli niteligi aktarilabilir karakterde olmasidir
(Alderman ve Hastings, 1998; WHO, 2006).

Kiiresel olarak kiiltiir baligi yetistiriciliginde sik karsilasilan bakteriyel
enfeksiyonlara karsit kullanilan antimikrobiyal bilesikler ve diren¢ mekanizmalari
Tablo 2’de verilmistir (Elliott ve Facklam, 1996; Goii-Urriza ve ark., 2002; Miranda
ve ark., 2013; Schmidt ve ark., 2000).

Ulkemizde balik hastaliklarinin tedavisinde kullanilmak iizere Tarim ve Orman

Bakanligi tarafindan 6 farkli etken maddeye ait 46 farmasotik iiriin
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ruhsatlandirilmigtir.  Bu  {rlinlerden kiiltiir baliklarinda en yaygm kullanilan
antimikrobiyaller; sirasiyla florfenikol, oksitetrasiklin ve sulfonamid-trimetoprim
olarak siralanabilir. Gokkusagi alabaliklar, akuatik c¢evre ve yetistiricilik
ortamlarindan izole edilen bakterilerde antimikrobiyal diren¢ gelisimine yonelik ¢ok
sayida 2007;Alcaide ve ark.,

2005;Buschmann ve ark., 2012;Duman ve ark., 2017a; Ho ve ark., 2000).

rapor bildirilmistir. (Akinbowale ve ark.,

Tablo 2. Gokkusagi alabaligi yetistiriciliginde en sik izole edilen bakterilere karsi kullanilan
antimikrobiyal bilesiklerin etki ve direng gelisim mekanizmalar1 (Shah, 2012a).

Simif Antibiyotik Etki mekanizmasi Antibiyotik direng mekanizmasi

Aminoglikozidler ~ Amikasin, gentamisin, Primer hedef olarak 308 ribosomlan ile Diga atm pompasimin  aktivasyonu, permeabilite
kanamisin, streptomisin  protein sentezini inhibe eder azalmasi, ribosomlarn  degigikligi, aminoglikozid

modifikasyon enzimleri

B-Laktamlar Penisillinler Primer hedef olarak penisillin baglanan Beta-laktamazlar, penisillin  baglayici  proteinlerin
(amoksisillin), bolgelerle hiicre duvan sentezini inhibe degisikligi
ampisillin, oksasillin eder

Florokinolonlar Siprofloksasin, Topoizomeraz Il ve IV ile DNA sentezini Porinlerin  kaybi, disa atim  pompas;, DNA

nalidiksik asit, okzolinik
asit, Enrofloksasin

inhibe eder

girazitopoizomeraz IV mutasyonu

Glikopeptidler ve Vankomisin Hedef peptidoglikan unitelerine baglanarak Peptidoglikan baslaticilannin - medifikasyonu  (dusuk
glikolipopeptidler hticre duvan sentezini inhibe eder baglanma aktivitesi)
Linkesamidler Linkomisin 508 ribozomlar aracih@ ile protein rRNA metilas, diga atim pompasi, genlerin inaktivasyonu
sentezini inhibe eder
Makrolidler Eritromisin 508 ribozomlar aracih@ ile protein rRNA metilas, diga atim pompasi, genlerin inaktivasyonu
sentezini inhibe eder
Fenikoller Kloramfenikol, 508 ribozomlar aracihgi ile protein Asetiltransferaz ile asetilasyon, fosfotransferaz, hedef
florfenikol sentezini inhibe eder bélge mutasyonlar, gecirgenlik bariyeri, disa atim
pompasi
Tetrasiklinler Doksisiklin, tetrasiklin, 305 ribozomlar araciigi ile protein Diga atm pompasi, ribosomal koruma proteinleri ve

oksitetrasiklin

sentezini inhibe eder

enzimatik inaktivasyon

Trimetoprim Trimetoprim

sulfametoksazol  sulfametoksazol

Folik asit sentezini inhibe eder

Gegirgenlik bariyeri velveya diga atim pompasi; dogal
olarak hedef enzimlere duyarli degil: hedef enzimlerde

degigiklikler; hedef enzimlerde mutasyonlar; ilag direngli
hedef enzimlerde kazanilmig direng

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, herhangi bir antimikrobiyalin belli bir
bakteri tiiriine kars1 in vitro etkinligini belirlemek amaciyla uygulanan testlerdir. In
vitro antimikrobiyal duyarliligin belirlenmesinde; disk difiizyon, E-testi, agar
diliisyon, broth mikrodiliisyon ve broth makrodiliisyon gibi metotlar kullanilmaktadir.
Bu metotlarin kullanim1 ve sonuglarmin degerlendirilmesi sirasinda CLSI veya
EUCAST tarafindan belirlenen standartlara uyulmasi 6nem arz etmektedir (Yildirim,
2010.)

Veteriner hekimlik alaninda karasal hayvanlardan izole edilmis olan bakteriyel
patojenler i¢in gelistirilmis standart protokoller bulunmaktadir. Su hayvanlarinda

hastaliga neden olan bircok bakteriyel etken, karasal hayvanlardaki bakteriyel
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patojenlerden farkli olarak psikrofilik karakterde olmalart nedeniyle {ireme
kosullarinda da farkliliklar gostermektedir. Bu durum su hayvanlarinda hastalik
olusturan bakteriyel etkenlerin antimikrobiyal duyarlilik testlerinin yapilmasinda daha
diisiik inkiibasyon sicaklig1 tercih edilmesine ve/veya besiyeri bilesenlerinde birtakim
farkliliklar yapilmasina neden olabilmektedir. Yapilan literatiir incelemelerinde; su
hayvanlarindan izole edilen patojenlerin antimikrobiyal duyarlilik testlerinin
belirlenmesinde filogenetik olarak yakin iligkili ve standartlar1 belirlenmis olan bir
bakteriyi referans alinarak kullanildigi goriilmektedir (CLSI 2014a ve CLS12014b).

CLSI’nin 2014 yilinda yaymladig: standartta sadece Aeromonas salmonicida
icin antimikrobiyal duyarlilik smir degerleri verilmektedir. Halen bir¢cok balik
patojeninin antimikrobiyal duyarlilik smir degerleri tam olarak belirlenmemistir.
Antimikrobiyal duyarlilik sinirinin belirlenebilmesi icin; test edilen izolat sayisinin en
az 30 olmasi, MIK degerleri ile klinik sonuglar arasinda korelasyon bulunmast, test
edilen antimikrobiyalin farmakodinamik ve farkmokokinetik 6zelliklerinin bilinmesi
gerekmektedir (CLSI 2014a ve CLSI2014b).

Ayrica su hayvanlarindan izole edilen bakterilerin MIK verilerinin
yorumlanmasi sirasinda klinik sinir degerlerin belirlenmesi ve uygulanmasini
zorlagtiran birtakim faktorler bulunmaktadir. Kiiltiir balig1 yetistiriciliginde tuzluluk
ve sicaklik gibi ¢evresel parametrelerdeki degisimler ilaclarin farmakodinamigini
etkileyebilmektedir. Bu nedenle, akuatik ortamda kullanilacak antimikrobiyallerin
dozlari, konak¢imin yasam ortamma ve patojenin tirline gore farklilik
gosterebilmektedir (CLSI 2014a ve CLSI2014b).

Fenotipik  antimikrobiyal = duyarlilik  testlerinde, antimikrobiyallerin
antibakteriyel etkinlikleri, “duyarli”, “orta derece duyarli” veya “direngli” olarak
belirlenmektedir. Ayrica son zamanlarda bunlarin diginda epidemiyolojik esik/
duyarlilik deger (cut-off) olarak adlandirilan yeni bir yontem kullanilmaya
baglanmistir.  Bir¢cok laboratuvarda antimikrobiyal duyarlilik sonuglarinin
yorumlanmasinda CLSI'nin "ECV" ve EUCAST'in ise "ECOFF" olarak isimlendirdigi
epidemiyolojik esik degerler kullanilmaktadir. Bu yeni yontemde test edilen izolatlarin
antimikrobiyal duyarliliklarinin duyarli, orta derece duyarli ve direngli olarak
simiflandirilmast  dogru  bir degerlendirme degildir. Epidemiyolojik  esik

deger/duyarlilik sinir1 yonteminde, duyarl tip olarak isimlendirilen izolatlar “Wild
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Tip, (WT)”; duyarliligi azalmis olarak isimlendirilen izolatlar ise “Non-Wild Tip (N-
WT)” olarak tanimlanmaktadir (CLSI 2014a ve CLSI12014b; Ngo ve ark., 2017; Smith
ve ark., 2016)

Epidemiyolojik esik deger; tiire spesifik olup farkli cografi bolgelerdeki
laboratuvar arastirmalarindan elde edilen MIK verilerinin dagilimini temel almaktadir.
CLSI’nin 2014 yilinda yaymladigi VET03/04-S2 kodlu standardi revize edilen yeni
standartta; 5 farkli laboratuvarda, farkli bolgelerden izole edilmis olan toplam 359 F.
psychrophilum izolatinin 6 farkli antimikrobiyale karsi belirlenen MIK degerleri
normalize edilmis yorumlama metodu (Normalized Resistance Interpretation, NRI)
kullanilarak standardize edilen esik degerler bulunmaktadir.

Smith ve Kronvall (2015) farkli kalite kontrol suslar1 kullanilarak (E. coli
ATCC 25922, A. salmonicida ATCC 33658 ve F. psychrophilum NCIMB 1947)
yaptig1 arastirmada disk diflizyon testinde olusan zon ¢ap1 degerlerinin inkubasyon
sicakligit ve siiresi ile baglantili oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte ayni
aragtirmacilar; 22°C’den daha diistik inkiibasyon sicakligi ve normalden daha uzun
stireli inkiibasyonun hem laboratuvar i¢cinde hem de farkli laboratuvarlar arasinda test
sonuclarinda farkliliklar olusturdugunu bildirmistir (Smith ve Kronvall, 2015). Bu
durum F. psychrophilum izolatlarmin disk difiizyon testi ile antimikrobiyal
duyarliligmmin belirlenmesinde her zaman dogru sonuclar elde edilemeyecegini
gostermektedir.

Akuatik ¢evrede bulunan patojen ve saprofit bakterilerde antimikrobiyal
direncin tespit edilmesi, antimikrobiyal direncin karasal ortama (insan ve hayvan)
aktarilmasina yonelik 6nlemlerin alinmasi yoniiyle dnem tagimaktadir (Burridge ve
ark., 2010; Buschmann ve ark., 2012; Depaola ve ark., 1995). Akuatik ve karasal
sistemde yasayan canlilardan izole edilen bakterilerdeki antimikrobiyal direng genleri
birbirleriyle benzerlik géstermektedir (Cattoir ve Nordmann, 2009; Pan ve ark., 2008;
Rhodes ve ark., 2000). Balik patojeni olan Yersinia ruckeri ile insan patojeni olan
Yersinia pestis’in benzer antimikrobiyal diren¢ genleri ve plazmid bulundurmalari
buna 6rnek olarak gosterilebilir (Barton, 2000). Sonug olarak Akuakiiltiirde kullanilan
antimikrobiyal bilesiklerin akuatik ¢evreyi kirletmesi, direngli bakterilerin direng geni

rezervuari olarak bu genleri yaymasi ve akuatik ortamda gelisen direncin ¢ogunlukla
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aktarilabilir karakterde olmasi; siirdiiriilebilir balik¢ilik ve insan sagligi agisindan
biiyiik bir risk olusturmaktadir (Alcaide ve ark., 2005).

Diren¢ genlerinin varligt ve yayilimi lizerine bir¢cok arastirma yapilmis
olmasina ragmen iilkemizde gerek karasal hayvan gerekse su hayvanlarinda hastalik
olusturan bakterilerde diren¢ gelisimi veya mekanizmalari konusunda c¢alismalar
siirl diizeydedir.

Yapilan ¢alismalarda; fenotipik olarak direng tespit edilmis (disk difiizyon,
MIK) bakterilerde dirence neden olan genetik etmenlerin arastirilmasi dnerilmektedir
(Buschmann ve ark., 2012; Elliott ve Facklam, 1996).

Gram negatif bakterilerde florfenikol direncinden primer olarak ilacin hiicre
disina ¢ikartilmasindan sorumlu olan floR geninin etkili oldugu bildirilmistir
(Fernandez-Alarcon ve ark., 2010). floR, salmonidlerde hastalik yapan Hafnia alveai,
Pseudomonas spp., Citrobacter freundii gibi tiirlerde rastlanirken; Flavobacterium
tirlerinde hentiz rapor edilmemistir (Miranda ve ark., 2013).

Farkli bakteri tiirlerinde tespit edilen tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetK ve
tetL’nin disa atim pompasi araciligi ile tetrasiklin bilesiklerinin hiicre disina
¢ikartilmasindan, tetM, tetO, tetS’nin ribozomal korumadan ve tet34 zin ise enzimatik
inaktivasyondan sorumlu oldugu bilinmektedir (Akinbowale ve ark., Barton, 2007).
Cevresel (su ve sediment) 6rneklerden izole edilen Flavobacterium spp. tiirleri iizerine
yapilan az sayidaki arastirmada, tetA, tetB, tetC, tetE, tetM, tetH ve tetL genlerinin
varligi rapor edilmistir (Akinbowale ve ark., 2007; Dolejska ve ark., 2009; Miranda
ve ark., 2003).

Folat sentezini inhibe eden sulfonamidler ile trimetoprim, gram negatif
bakterilerin etken oldugu hastaliklarin sagaltiminda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Sulfonamidlere karsi olusan aktarilabilir antimikrobiyal direngten
sul (sull, sul2 ve sul3) genlerinin sorumlu oldugu bilinmektedir. Akuatik ¢evrede
yaygin olarak bulunan Flavobacterium tiirlerinin sul (sull, sul2 ve sul3) genlerini
tasidiklart rapor edilmistir (Wang ve ark., 2014).

Gram negatif bakterilerde kinolon direncinin yaygin olmasi, gyrA ve parC
genlerindeki noktasal mutasyonlarla iliskilendirilmektedir. Baliklarda patojen oldugu
bilinen F. psychrophilum, A. salmonicida, Edwardsiella tarda ve Photobacterium

damselae’da oksalinik asit direncinin gyrA bolgesindeki mutasyondan kaynaklandigi
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bildirilmistir (Gibello ve ark., 2004; Goni-Urriza ve ark., 2002; Izumi ve ark., 2007;
Kim ve ark., 2011; Miranda ve ark., 2013; Shah ve ark., 2014).

Bu calismada;

e Flavobacterium tiirlerinden kaynaklanan hastaliklarin cografik dagilimlarinin
belirlenmesi,

e Flavobacterium tiirlerinin genetik yakinligi ve epidemiyolojik iliskilerinin
saptanmasi,

e Akuakiiltiirde sik kullanilan antimikrobiyallere (florfenikol, oksitetrasiklin,
sulfamethoksazol/trimetoprim, enrofloksasin ve oksalinik asit) kars1 gelisen
aktarilabilir ve/veya kromozomal diren¢ genlerinin varligi/yaygimliginin
belirlenmesi,

e Alabalik yetistiricilerinin bilgilendirilmesi ile gereksiz antimikrobiyal

kullaniminin azaltilmasi ve ekonomik kaybin 6nlenmesi amaglanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bakteri izolatlar1

Bu tez ¢alismasinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Su Uriinleri
Hastaliklar1 Anabilim Dali Laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda yer alan 109 adet
Flavobacterium spp. izolatinin yani sira ve bes F. psychrophilum referans izolati
kullanilmistir. Calismada kullanilan izolatlarin kdkenleri ve izolasyon yillar1 Tablo

3’te, bolgesel dagilimlar: ise Sekil 1°de verilmistir.

3000°E 40°00°E

40°00°N

Fish Farms

* 1Dot = 1Fish Farm

[

75 378 0 7% 150 225

30°00°E 40°00°E

Sekil 1. Flavobacterium spp. izolatlarmin bolgesel dagilimlari, Calismada kullanilan bakteriyel
izolatlarin izole edildigi gokkusagi alabalig1 isletmeleri Tiirkiye haritasinda mavi halka ile Anadolu/dag
alabaligi (Salmo trutta macrostigma), Coruh Alabaligi (Salmo coruhensis), Kaynak Alabaligi
(Salvelinus fontinalis), Karadeniz Alabaligi (Salmo trutta labrax) isletmeleri kirmiz halka ile
gosterilmistir. Tirkiye haritasinda gosterilen yesil noktalar tilkemizdeki projeli gokkusagi alabaligi
isletmelerinin dagilimini gostermektedir (Akova, 2015).
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Tablo 3. Doktora Tez Calismasinda kullanilan Flavobacterium izolatlari

Bahlik Tiirii

Balik Agirh@
@

S oMo NN
bwbo’OOO

izolasyon Yih

Subat 15
Ocak 15
Ocak 15
Mart 15
Ocak 15
Mart 15
Subatl5
Mart 14
Mart 14
Mayis 15
Mayis 15
Mayis 15
Ocak 15
Subat 15
Subat 14
Nisan 14
Eylil 13
Eylil 13
Eylil 13
Mart 14
Mart 14
Mart 14
Temmuz 14
Eyliil 13

Bolge

Ege

Ege

Ege

Ege

Ege

Dogu Anadolu
Ege

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

Ege

Ege

Ege

i¢ Anadolu
i¢ Anadolu
f¢ Anadolu

f¢ Anadolu
Ege
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Balik Tiirii

Balik Agirh@
@)

izolasyon Yih

Eyliil 13
Mart 14
Temmuz 14
Mayis 14
Eyliil 13
Mart 14
Mayis 14
Mart 14
Temmuz 14
Haziran 14
Mayis 14
Mart 14
Nisan 14
Mart 14
Mayis 14
Mart 14
Mart 14
Haziran 14
Mart 14
Mart 14
Mayis 15
Mayis 15
May1s 15
Nisan 14

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

I¢ Anadolu
Marmara




Tablo 3’tiin Devami

Balik Tiirii

Balik Agirhg
()

Izolasyon Y1l

Bolge

Ege

Ege

Ege

Ege

Ege
Dogu Anadolu
Marmara
Marmara
Marmara
Marmara
Marmara
Ege

Ege

Ege

Ege

Ege

Ege

Ege

Ege

Ege

Ege

Ege

Balik Agirh@
©

Balik Tiirii

Yumurta
0.3

0.2

4000

0.3

0.3

0.3

4000
4000
Sperm
Yumurta
0.3

0.3

0.3

0.3

0.3
0.3
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izolasyon Yih

Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Ege
Karadeniz
Karadeniz
Karadeniz

Karadeniz



Tablo 3’tiin Devami

Bahk izolasyon

Balk izolasyon

Balik Tiirii izolat No Balik Tiirii
Agirhg (g) Yih Agirhg (g) Yih

0.2 Karadeniz T. 34 I¢ Anadolu
30-35 Karadeniz . 0.1 Karadeniz
Yumurta Karadeniz 0.1 Karadeniz
Keseli fry Karadeniz .T. Yumurta Karadeniz
Yumurta Dogu Anadolu .T. 1-2 Karadeniz
0.1 Karadeniz .F. 4000 Karadeniz
1-2 Karadeniz NCIMB 13383 .T. fry Danimarka
130 Ic Anadolu NCIMB 13384 .T. Danimarka
130 Ic Anadolu NCIMB 1947 . Amerika
400 i¢ Anadolu NCIMB 2282 . Amerika
3-4 f¢ Anadolu ATCC 49511 . Fransa

R.T: Gokkusagi alabaligi, S.T.M: Anadolu/dag alabaligi (Salmo trutta macrostigma),S.F: Kaynak Alabaligi (Salvelinus fontinalis), S.L: Karadeniz Alabaligi (Salmo
trutta labrax),S.C: Coruh Alabaligi (Salmo coruhensis), C.S: Koho salmon (Oncorhynchus kisutch)
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3.2. Molekiiler identifikasyon

3.2.1. DNA ekstraksiyonu

Fenotipik ozellikleri belirlenen izolatlarin DNA ekstraksiyonu spin kolon
filtrasyon (Qiagen, Almanya) yontemine goére yapildi. DNA ekstraksiyonu i¢in; kit
uygulama yonergesine uygun olarak bir 6ze dolusu bakteri kiiltiiri DNAz, RNAz free
ependorf tiiplere alinarak 200 ul ATL buffer ve 20 ul Proteinaz K ile karistirilmis ve
15 saniye vortekslendikten sonra karigim 56°C’de 2-3 saat bekletilmistir. Karigimin
tizerine 200 pl buffer AL eklenerek 15sn vortekslenmis ve elde edilen iirtin 70°C’de
10 dakika bekletilmistir. Daha sonra %96’lik etanol ilave edilerek vortekslenmis ve kit
igerisinde bulunan spin kolonlara aktarilmigtir. Takiben 8000 rpm’de 1dakika santrifiij
edilen bakteri siispansiyonuna 500ul buffer AW1 eklendikten sonra tekrar 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve filtreden gecgen sivi uzaklastirilmistir. Spin kolon
tizerine 500 pl buffer AW2 eklenerek 14000 rpm’de 3 dakika santifiij edilmistir. Spin
kolon steril ependorf tiipiine alindiktan sonra 150 pul buffer AE eklenerek 8000 rpm
devirde 1 dakika santifiij edilmis ve daha sonra orneklerin DNA ekstraksiyonlari
yapilmistir. Elde edilen DNA ekstraktlarinin Thermo Multiscan Go cihazinda 260nm
ve 260/280nm dalga boyunda ol¢iimleri spektrofotometrik olarak yapilarak, DNA

miktarlar1 ve safliklar1 kontrol edilmistir.

3.2.2. PCR ile identifikasyon

3.2.2.1. F. psychrophilum’un dubleks PCR ile identifikasyonu

F. psychrophilum’un dupleks PCR ile identifikasyonunu yapmak igin
bakterinin gyrA ve gyrB bdlgesinin amplifikasyonunu saglayan primerler
kullanilmistir. Bu amagla; GYRA-FP1F (5’-GAA ACC GGT GCA CAT AAG G-3°),
GYRA-FPIR(5’-CCT GTG GCT CCG TTT ATT AA-3’) ve PSY-GIF (5°-TGC
AGG AAA TCT TAC ACT CG-3’) ve PSY-GIR (5’-GTT GCA ATT ACA ATG
TTG T-3’) primer setleri kullanilmistir. PCR master miksi; 2,5 pul 10x PCR Buffer,
5ul 5x Q-Solution, 0,5 ul 0,2 mM dNTP mix (Her birinden 10 mM), her bir gyrA
primerinden 25 pmol, her bir gyrB primerinden 37,5 pmol, 1 ul 25 mM MgCl,, 0,125
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ul HotStarTag DNA Polymerase (Qiagen, USA), 10-ng template DNA ve
DNase/RNase-Free Distile su icerecek sekilde 25 upl hazirlanmigtir. Bu karigim
95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyonu takiben 95°C’de 60 sn. denaturasyon, 56°C’de 60
sn. primer baglanma, 72°C’de 90 sn. uzama olmak iizere 35 siklus ve 72°C’de 5 dakika
final uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutulmustur. PCR iiriinleri ve
DNA marker, ethidium bromid (2ug/ml) igeren %1°lik agaroz elektroforeze (100 V’da
60 dakika) tabi tutulmus ve olusan bantlar UV transilluminatérde goriintiilenmistir.
gyrA igin 396 bp, gyrB i¢in ise 1017 bp uzunlugunda bantlar pozitif olarak
degerlendirilmistir (Siekoula-Nguedia ve ark., 2012).

3.2.2.2. Flavobacterium spp. tiirlerinin 16S rRNA bolgesinin PCR ile
amplifikasyonu

Flavobacterium spp. olarak 6n identifikasyonu yapilan izolatlarin molekiiler
identifikasyon i¢in 27F (5'-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) ve 1387R 5'-
GGG CGG WGT GTA CAA GGC-3 universal primerler kullanildi. PCR master
miksi; 5 pl 10x PCR Buffer, 10 ul 5x Q-Solution, 1 pl 0,2 mM dNTP mix (Her bir
bazdan 10 mM), her bir primerden 2uM, 2 pl 25 mM MgCl2, 0,250 ul HotStarTaq
DNA Polymerase (Qiagen, Almanya), 20-ng DNA template ve DNase/RNase-Free
Distile su igerecek sekilde 50 pl hazirlanmistir. Olusturulan karigim 95°C’de 5 dakika
on denatiirasyonu takiben 95°C’de 30 sn denatiirasyon, 58°C’de 30 sn primer
baglanma, 72°C’de 1 dakika uzama olmak iizere 32 siklus ve 72°C’de 7 dakika final
uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu (Biorad T100). PCR iiriinleri
ve DNA marker, etidium bromid (2pg/ml) iceren % 1,5 agaroz jel elektroforezi (100
V’da 60 dakika) sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilenmistir. Bu islemler
sonucunda elde edilen 1465 bp uzunlugundaki bantlar Flavobacterium spp.
izolatlariin amplifikasyonu i¢in pozitif olarak degerlendirilmistir (Loch ve ark.,
2013).

3.2.3. Flavobacterium spp.’nin dizi analizi

PCR analizi sonucunda 1465 bp uzunlugunda bant veren PCR iiriinlerine

hizmet alim1 yoluyla dizi analizi yapilmistir. Dizi analizi 27F ve 1387R primerleri
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kullanilarak Sanger metoduna gore ¢ift yonlii olarak gerceklestirilmistir. Elde edilen
niikleotid dizilerinin birlestirilmesi Bionumerics (Aplied Maths-Belgika) programi ile
yapilmistir. izolatlarin niikleotid dizileri gen bank (BLAST) veri tabani ile
karsilastirilarak identifikasyonlar1 yapilmistir (Loch ve ark., 2013).

3.3. Molekiiler karakterizasyon

3.3.1. F. psychrophilum’un restriksiyon parc¢a uzunluk polimorfizmi PCR-RFLP
analizi

F. psychrophilum izolatlarinin RFLP ile analizinde 16S rRNA, gyrA ve gyrB
gen bolgeleri kullanilmigtir. Amplifikasyonunda kullanilan primerler, PCR kosullari
ve kesim yapilan enzimler Tablo 4’te verilmistir. Amplifikasyon isleminden sonra
amplifikasyon tiriinleri %1°lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak ethidium
bromidle (2ug/ml) boyanmis ve olusan bantlar UV transilluminatorle
gorlintiilenmistir. PCR sonucu elde edilen iiriinler tabloda 4’de belirtilen restriksiyon
enzimler ile kesilmistir. Enzim ile kesme isleminden sonra olusan triinler ethidium
bromidle (2pg/ml) boyanan jelde agaroz jelde (%1,5-3) elektroforeze tabi tutulmustur.
Olusan bantlar UV transilluminator ile goriintiilenmistir. Sonuglar BioNumerics Gel
compare II (Applied Maths, Belcika) yazilim kullanilarak analiz edilmistir. Her bir
izolatin sonuglar1 farkli zamanlarda 3 kez yapilarak testin tekrarlanabilirligi kontrol

edilmistir.
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Tablo 4. F. psychrophilum ‘un PCR-RFLP analizinde kullanilan primerler, enzimler ve PCR kosullar

Primer Primer Seti Amplikon PCR kosullar
Biiyiikliigii
16S FP1 GTTAGTTGGCATCAACAC 1092 95°C 5 dk Tagql Hesami ve ark.,
rRNA FP2 TCGATCCTACTTGCGTAG 95°C 30 sn. Alul 2008
52°C 1 dk } X30
72°C 1 dk
72°C 10 dk
16S 336F AGACTCCTACGGGAGGCAGC 194 95°C 5 dk Mn Il Soule ve ark., 2005
rRNA 517R ATTACCGCGGCTGCTGG 95°C 30 sn.
60°C 1 dk } X30
72°C 1dk
72°C 10 dk
gyrA GYRA- GAAACCGGTGCACAGAAGG 396 94°C 4 dk Mph1103lI Izumi ve ark., 2007
FP1F CCTGTGGCTCCGTTTATTAA 95°C 60 sn
GYRA- 45°C 1 dk } X30
FP1R 72°C 1dk
72°C 10 dk
gyrB PSY-G1F TGCAGGAAATCTTACACTCG 1017 94°C 4 dk Rsa | Izumi ve ark., 2003
PSY-G1R GTTGCAATTACAATGTTGT 95°C 60 sn.
45°C 1 dk } X30
72°C 1dk
72°C 10 dk
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3.3.2. Flavobacterium spp. tiirlerinin restriksiyon parc¢a uzunluk polimorfizmi
(PCR-RFLP)

Flavobacterium izolatlarinin RFLP ile analizinde 16S rRNA bolgesi
kullanilmistir. Kullanilan gen bolgelerinin amplifikasyonunda kullanilan primerler,
PCR kosullar1 ve kesim yapilan enzimler Tablo 5°te verilmistir. Amplifikasyon
isleminden sonra amplifikasyon {irtinleri ethidium bromidle (2pg/ml) boyanan agaroz
jelde (%]1) elektroforeze tabi tutulmus ve olusan bantlar UV transilluminator ile
gorintiilenmistir. PCR sonucu elde edilen iirtinlerin her birinin enzimle ile ayr1 ayri
kesimleri yapilmistir. Enzim ile kesme isleminden sonra olusan {irinler ethidium
bromidle (2pug/ml) boyanarak agaroz jelde (%]1,5-3) elektroforeze tabi tutulmustur.
Olusan bantlar UV transilluminator ile goriintiilenmistir. Sonug¢lar BioNumerics Gel
compare II (Applied Maths, Belcika) kullanilarak analiz edilmistir. Her bir izolatin

sonuclar1 farkli zamanlarda 3 kez yapilarak testin tekrarlanabilirligi kontrol edilmistir.

Tablo 5. Flavobacterium spp.nin PCR-RFLP analizinde kullanilan primerler, enzimler ve PCR
kosullar

Primer Primer Seti Amplikon PCR Kkosullar1
Biiyiikliigii

FvpF1 GTTAGTTGGCATCAACAC 1193 95°C 5 dk Taql Flemming ve
FvpR1 TGCGATTACTAGCGAATC C 95°C 30 sn. } Alul ark., 2007
X30

50°C 1 dk Cfol

72°C 1dk Haelll

72°C 10 dk Hinfl
Mspl

3.4. RFLP verilerinin degerlendirilmesi

RFLP verilerinin analizinde Gel-Compare II yazilim1 (Applied Maths, Belgika)
kullanilmistir. Izolatlarin benzerlik oranlarmin belirlenmesinde bantlarin varligi ve
yoklugunu temel alan Dice coefficient algoritmasi kullanilarak agirliksiz ¢ift grup
yontemi (UPGMA) ile filogenetik analiz yapilmistir. Tiim RFLP profillerinin
agirliksiz ¢ift grup yontemi ile karsilastirilmasinda ortalama benzerlik katsayisi

kullanilmistir (Arias ve ark., 2007).
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3.5. Antimikrobiyal duyarhlik konsantrasyonlarinin belirlenmesi

3.5.1. Disk difiizyon

F. psychrophilum izolatlarmin ~ antimikrobiyal = duyarliliklarinin
belirlenmesinde %5 Fotal dana serumu (FDS) eklenmis Dilue Miiller Hinton Agar
(DMHA 1:7); diger Flavobacterium tiirlerinin antimikrobiyal duyarliliklarinin
belirlenmesinde ise FDS eklenmemis DMHA kullamilmistir. Bakteriyel izolatlar
Anacker Ordal Buyyon (AOB)’da 18°C’de 72 saat inkiibe edildikten sonra hazirlanan
bakteriyel siispansiyonlarin yogunluklari (OD) McFarland 0,5’e (BioMerieux, Fransa)
ayarlanmigtir. Yogunluklari ayarlanmig olan siispansiyonlar DMHA’a 0,1 ml miktarda
inokule edilerek homojen bir sekilde yayilmistir. Daha sonra petrilere antimikrobiyal
diskler (Oxoid) [amoksisilin (25ug), oksitetrasiklin (30pg), oksalinik asit (10 pg),
sulfamethoksazol/trimetoprim  (25ug), enrofloksasin (5ug), eritromisin  (15ug),
florfenikol (30pg)] yerlestirilerek F. psychrophilum, 18°C’de 72 saat ve diger
Flavobacterium tiirleri ise 22°C’de 24-48 saat inkiibasyona tabi tutulmustur (CLSI,
2006).

Kronvall (2010) tarafindan belirlenen Normalize edilmis direng yorumlama
(NRI) yéntemi kullanilarak MIK dagilimlar1 analiz edilmistir. NRI analizlerin

yaptlmasinda on-line olarak mevcut olan (http://www.bioscand.se/nri/) elektronik

excel tablosu kullanilmistir (Kronvall, 2010; Ngo ve ark., 2017)

3.5.2. Minimum inhibisyon konsantrasyonunun belirlenmesi (MIiK)

Flavobacterium izolatlarmin MIiK degerlerinin belirlenmesi CLSI (2014)
tarafindan Onerildigi sekilde; Katyon Diizeyi Ayarlanmis Diliie Mueller-Hinton (4g/l)
stv1 besi yeri kullanilarak mikro diliisyon yontemine gore belirlenmistir. Calismada
florfenikol (FFC; Sigma, F1427), oksitetrasiklin (OT; Sigma, PHR1537), oksalinik
Asit (OA; Sigma, 67126), amoksisilin (AML; Sigma, A8523), eritromisin (ERM,;
Sigma, E5389), enrofloksasin (ENR; Sigma, 17849) ve
sulfamethoksazol/Trimetoprim (19:1) (SUL; Sigma, S7507, TRI; Sigma, T7883)
antimikrobiyalleri 0.008-256 konsantrasyon araliginda 2 katli sulandirma yapilarak
mikroplaklara dagitilmistir. F. psychrophilum izolatlar1 18°C’de 96 saat, diger
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Flavobacterium tiirlerine ait izolatlar ise 22°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra
mikroplakalar spektrofotometrik olarak Multiskan™ GO Microplate Reader (Thermo)
cihazinda okutulmustur. Calismalar 2 tekerriir olarak yuritilmistiir (CLSI, 2014).
Kronvall (2010) tarafindan belirlenen Normalize edilmis diren¢ yorumlama
(NRI) yoéntemi kullanilarak MIK dagilimlar1 analiz edilmistir. NRI analizlerin

yapilmasinda on-line olarak mevcut olan (http://www.bioscand.se/nri/) elektronik

excel tablosu kullanilmistir (Kronvall, 2010; Ngo ve ark., 2017).

3.6. Antimikrobiyal direng¢ genleri

Flavobacterium tiirlerinde antimikrobiyal diren¢ genlerinin belirlenmesinde
floR, tetA, tetB, tetC, tetE, tetH, tetM, tetL, sull, sul2 ve sul3, gyrA, gyrB, parC, parE
gnrA, gnrB ve gnrS gen bolgeleri incelenmistir. Incelenen direng genlerinin
amplifikasyonunda Tablo 6’da verilen primerler ve PCR kosullar1 kullanilmistir. PCR
master miksi; 2,5 ul 10x PCR Buffer, 2,5 ul 5x Q-Solution, 0,5 pl 0,2 mM dNTP mix
(Her bir bazdan 10 mM), her bir primerden 1ul, 1 ul 25 mM MgCI2, 0,125 ul
HotStarTag DNA Polymerase (Qiagen, Almanya), 20-ng DNA template ve
DNase/RNase-Free Distile su igerecek sekilde 25 ul hazirlanmistir. PCR ile
amplifikasyon sonucunda herbir direng geni igin tablo 6’da uzunlugu verilen spesifik
bantlarin goriintiilenmesi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir. Pozitif sonug veren
PCR fiirlinlerinin piirifikasyonu ve dizi analizleri (¢ift yonlii, sanger metodu) hizmet
alimi ile yapilmistir. Dizi analizi sonucunda elde edilen niikleotid profillert BLAST a

girilerek referans profillerle karsilastirilmistir.
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Tablo 6. Hedef direng gen bolgelerine ait primer dizileri ve PCR protokolleri

P!'lm_er Primer dizisi Ampllkcin Pcr kosullar: Kaynak
ismi biiyiikliigii
94°C 4 dk
F.5’-TATCTCCCTGTCGTTCCAG-3’ S 30sn
&N - 55°C30sn ~X30
floR R. 5-AGAACTCGCCGATCAATG-3’ 89 T ok Van ve ark., 2008
72°C 7 dk
94°C 3dk
94°C 30 sn _
tetA F.5’- GTAATCTGAGCACTGTCGC -3’ 937b 53°C 40sn  =X30 Akinbowale ve
R.5’- CTGCCTGGACAACATTGCTT -3° P 72°C 1 dk ark., 2007
72°C 10 dk
94°C 5dk
94°C 1 dk
A F. 5’- GCGCGATCTGGTTCACTCG -3’ 164 b 55°C1dk  X30 Akinbowale ve
R.5’- AGTCGACAGYRGCGCCGGC -3’ P 72°C 1 dk ark., 2007
72°C 10 dk
95°C 5 dk
95°C 30 sn .
tetB F.5- CGTTTGCTTTCAGGGATCA -3’ 437b 50°C 45 sn 530 Stine ve ark.,
R.5’- ACCATCATGCTATTCCATCC -3’ P 72°C 1 dk 2008
72°C 10 dk
95°C 4dk
95°C 30sn .
tetC F.5’- GCGGGATATCGTCCATTCCG -3’ 207 b 56°C 45sn  >X30 Aminov ve ark.,
R. 5’- GCGTAGAGGATCCACAGGACG -3’ P 72°C 1 dk 2002
72°C 10 dk
95°C 4 dk
95°C 30 sn .
tetE F. 5’-GTGATGATGGCACTGGTCAT-3’ 1179 b 53°C 50 sn #X30 Akinbowale ve
R 5’-CTCTGCTGTACATCGCTCTT-3’ P 72°C 1 dk ark., 2007
72°C 10 dk
94°C 4 dk
94°C 30 sn .
tetH F.5’- ATACTGCTGATCACCG -3’ 1076 b 45°C 40 sn &30 Akinbowale ve
R.5’ - TCCCAATAAGCGACGC -3’ P 72°C 70 sn ark., 2007
72°C 10 dk
94°C 4 dk
94°C 30 sn .
tetl. F.5- GATTGGAGTTCTTTGTGGGG -3’ 434 b 52°C 30 sn 30 Stine ve ark.,
R. 5" - CAATTGCAATACCTGTTCCC -3 P 72°C 1 dk 2008
72°C7dk
94°C 3dk
94°C 30 sn .
tetM F.5’- ACAGAAAGCTTATTATATAAC -3’ 171b 48°C 40 sn ~X30 Aminov ve ark.,
R.5- TGGCGTGTCTATGATGTTCAC -3 P 72°C 1 dk 2001
72°C 10 dk
95°C 5 dk
95°C 45 sn .
tetM F. 5-GTTAAATAGTGTTCTTGGAG-3’ 656 b 46°C 45 sn 30 Akinbowale ve
R. 5-CTAAGATATGGCTCTAACAA-3’ P 72°C 1 dk ark., 2007
72°C7dk
94°C 4dk
94°C 30sn
sull F. 5>-CGGCGTGGGCTACCTGAACG-3’ 433b 55°C 30sn X30 Wang ve ark.,
R 5’-GCCGATCGCGTGAAGTTCCG-3’ P 72°C 1dk 2014
72°C 7dk
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Tablo 6’nin devam

sul2

F. 5>-GCGCTCAAGGCAGATGGCATT-3’
R 5’-GCGTTTGATACCGGCACCCGT-3’

293 bp

94°C 4 dk

94°C 30 sn
55°C 30 sn 30
72°C 1dk

72°C 7 dk

Wang ve ark.,
2014

sul3

F. 5>-TCAAAGCAAAATGATATGAGC-3’
R 5’-TTTCAAGGCATCTGATAAAGAC-3’

787 bp

94°C 5dk
94°C 30sn
52°C30sn ("X30
72°C 1dk
72°C 7dk

Wang ve ark.,
2014

gyrA

F.5’- GAAACCGGTGCACAGAAGG -3’
R 5’- CCTGTGGCTCCGTTTATTAA -3’

395 bp

94°C 4 dk
94°C 30 sn
55°C 30 sn
72°C 1dk
72°C 7 dk

30

Shah ve ark.,
2012b

gyrB

F.5’- AGATAACGGACGTGGTATTCC -3’
R 5’- TACGAGGCGGAACCTCATCTC -3’

1669 bp

95°C 3 dk
95°C 30 sn
58°C 45 sn

72°C 70 sn

72°C 10 dk

30

Shah ve ark.,
2012b

ParC

F.5’- ACACTATTAGGCGAGATATCA -3’
R 5’- CCGCCACGCAAACCATCGT -3’

987 bp

95°C 3 dk
95°C 30 sn
58°C 45 sn

72°C 70 sn
72°C 10 dk

30

Shah ve ark.,
2012b

ParE

F.5’- ATGTAAATACCCAAGCCGTGT -3’
R 5’- CTGAGAAACCTCAAAGGCT -3’

740 bp

95°C 3 dk

72°C 10 dk

Shah ve ark.,
2012b

Partl

F.5’- TGCAGGAAATCTTACACTCG -3’
R 5’- GTTGCAATTACAATGTTGT -3°

1014 bp

95°C 3 dk
95°C 30 sn
58°C 45 sn

72°C 70 sn

72°C 10 dk

30

Shah ve ark.,
2012b

gnrA

F.5’- TCAGCAAGAGGATTTCTCA -3’
R 5’- GGCAGCACTATTACTCCCA -3’

627 bp

94°C 3 dk
94°C 30 sn
55°C 30 sn
72°C 1dk
72°C 7 dk

30

Shah ve ark.,
2012b

qnrB

F. 5’- GATCGTGAAAGCCAGAAAGG-3’
R 5’- ACGATGCCTGGTAGTTGTCC -3°

469 bp

94°C 4 dk
94°C 30 sn

53°C 30 sn
72°C 1dk
72°C 7 dk

30

Shah ve ark.,
2012b

gnrS

F.5’- ACGACATTCGTCAACTGCAA -3’
R 5’- TAAATTGGCACCCTGTAGGC -3°

417 bp

94°C 3 dk
94°C 30 sn
55°C 30 sn
72°C 1dk
72°C 7 dk

30

95°C 30 sn
58°C 45 sn 30
72°C 70 sn

Shah ve ark.,
2012b
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4. BULGULAR

4.1. Bakteri izolatlar1

Tez calismasinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Su Uriinleri
Hastaliklar1 Anabilim Dali Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda yer alan 109 adet
Flavobacterium spp. izolatlariin yani sira ve 5 adet Flavobacterium psychrophilum
referans izolat1 kullanilmustir.

Calismada kullandigimiz izolatlarin izole edildigi bdlge, konakgi, konakei

agirhi@i ve yillara gore dagilimlar: Sekil 2-6’de verilmistir.

I¢ Anadolu Bélgesi Dogu Anadolu Bélgesi

Ege Bolgesi n=3

Ig¢ Anadolu Bélgesi Dogu Anadolu Bélgesi
n=8 n=1

Ege Bolgesi
n=12

Sekil 3. Caligmada kullanilan Flavobacterium psychrophilum izolatlarinin bdlgesel dagilimlar
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‘\\“ m Gokkusagi Alabaligi %89

® Anadolu/Dag Alabalig1 %6
m Kaynak Alabalig1 %2
= Karadeniz Alabalig1 %1

E Coruh Alabaligi %1

m Sazan %1

Sekil 4. Caligmada kullanilan Flavobacterium izolatlarinin izole edildigi konakgiya gore dagilimlari

2017
46%

Sekil 5. Calismada kullanilan Flavobacterium izolatlarinin izole edildigi yillara gore dagilimlart

u0,1-2¢g

m3-209

m21-200 g
Anag

m Sperm/Yumurta

Sekil 6. Caligmada kullanilan Flavobacterium izolatlarinin izole edildikleri balik agirligina gore
dagilimlari
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4.2. Flavobacterium izolatlarimin molekiiler identifikasyonu

4.2.1. PCR ile identifikasyon

4.2.1.1. F. psychrophilum’un dubleks PCR ile identifikasyonu

F.psychrophilum’un dupleks PCR ile identifikasyonunu; gyrA ve gyrB
bolgesine spesifik primerler kullanilarak yapilmistir. gyrA bolgesi i¢in 396 bp, gyrB
bolgesi icin ise 1017 bp uzunugunda bantlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil
7).

M Vi;}"‘ .\'g"rx\‘m '\(xl{‘m ,\(&\m AI“(( FP FP FP FP FP FP FP FP FP FP FP FP FP FP FP FP. FP FP M
E R e i) 34 37 3 82 90 94 95 100 102 108 109 116 120 123 311 312 313

M Fp FP  FP FP FP FP FP
314 315 335 367 368 369 374

— — ——— — 1017 bp

e 396 bp

Sekil 7. Flavobacterium psychrophilum’un dupleks PCR ile identifikasyonunu (M: Marker 100, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500).

4.2.1.2. Flavobacterium spp. tiirlerinin PCR ile amplifikasyonu

Klasik testlerle Flavobacterium spp. olarak 6n identifikasyonu yapilan
izolatlarin PCR ile amplifikasyonunda 1465 bp uzunlugundaki bantlarin goriilmesi

izolatlarinin amplifikasyonu i¢in pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 8).

6 10 16 18 19 23 25

e i I S — 1465 bp

Sekil 8. Flavobacterium spp. Tiirlerinin PCR ile Amplifikasyonu (M: Marker 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900, 1000, 1500)
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4.2.2 Flavobacterium spp.’nin dizi analizi

PCR analizi sonucunda 1465 bp uzunlugunda bant veren PCR iirlinlerinin
saflastirilmasi ve dizi analizi hizmet alimi vasitasiyla yapilmustir. Izolatlara ait
identifikasyon bilgileri Tablo 7’de verilmistir. Calismada kullanilan izolatlarin 16S
rRNA bélgesinin dizi analizi ile identifikasyonlarina ait dagilimlart Sekil 9°da
verilmistir.

Tablo 7. Flavobacterium tiirlerinin dizi analizi

dzolat ~ Ident.oram* identifikasyon ~ izolat  ident.oram* identifikasyon
F5 F. branchiarum [F72 99 F. branchiarum
F6 F. branchiarum [FP78 99 F. psychrophilum
F10 F. branchiarum [F74 99 F. tiangeerense
CF16 F. branchiicola [F75 " 98 F. collinsii
CF-18 F. branchiarum [F76 99 F. branchiarum
F19 F. spartansii [Ee 0 99 F. hibernum
F23 F. branchiarum [F81 9 F. branchiarum
CFP-24 F. psychrophilum [FP82 99 F. psychrophilum
F25 F. succinicans [F83 = 99 F. tiangeerense
CF21 F. hercynium [F84 = 9 F. spartansii,
F29 F. granuli [F8 99 F. branchiarum
CF3 F. xueshanense [FP90 99 F. psychrophilum
CFP-34 F. psychrophilum [Fo1 99 F. branchiarum
CFP37 F. psychrophilum [F92 9 F. branchiarum
CF47 F. frigoris [F93 9 F. branchiarum
CF57 F. oncorhynchi [[FP94 " 99 F. psychrophilum
F58 F. frigidarium [FP95 99 F. psychrophilum
F59 F. succinicans [[F9 = 99 F. branchiarum
F60 F. frigidarium [F97 9 F. branchiarum
F64 F. branchiarum CFP-100 99 F. psychrophilum
F65 F. tiangeerense [F101 99 F. piscis

F67 F. branchiarum [FP-102 99 F. psychrophilum
_ F. tiangeerense - 94 F. granuli
F69 F. plurextorum [ FP-108 99 F. psychrophilum
F70 F. branchiicola [ FP-109 99 F. psychrophilum



Tablo 7°nin devam
*NCBI veritabanindaki en yakin referans sekans verisine orant
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. psychrophilum
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. terrigena
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. oncorhynchi
tructae

. branchiicola
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. psychrophilum
. psychrophilum
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. pectinovorum
. tiangeerense
antarcticum
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. saccharophilum
. collinsii
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. reichenbachii
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Sekil 9. 16S rRNA bolgesinin dizi analizi ile identifiye edilen Flavobacterium izolatlarinin dagilimlari
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4.3. Molekiiler karakterizasyon

4.3.1. F. psychrophilum’un restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi PCR-RFLP

analizi

F. psychrophilum izolatlarinin RFLP analizine iliskin sonuglar Sekil 10-15 ve

tablo 8’de verilmistir.

Amplifikasyonu yapilan gyrA bolgesinin Mphl11031 enzimi ile kesimi
sonrasinda tim izolatlar %100 duyarlilik ile tek bir genetik grupta toplanmistir.
Referans izolatlarda dahil olmak iizere tiim izolatlar 396 bp uzunlugunda tek bir bant

vermistir. Elde edilen sonuglara iliskin dendogram Sekil 10’da verilmistir.

100

= S =
NCIMB 1947
NCIMB 2282
NCIMB 13383
NCIMB 13384
ATCC 49511
FP-24
FP-34
FP-37
FP-73
FP-82
FP-90
FP-94
FP-95
FP-100
FP-102
FP-108
FP-109
FP-116
FP-120
FP-123
FP-311
FP-312
FP-313
FP-314
FP-315
FP-335
FP-367
FP-368
FP-369
FP-374

e — - —— AT -

Sekil 10. F. psychrophilum izolatlarimin gyrA bolgesinin Mph11031 enzimi ile kesimi sonrasinda
akrabalik iligkilerine ait dendogram
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Amplifikasyonu yapilan gyrB bdlgesinin Rsal enzimi ile kesimi sonrasinda
tiim izolatlar %82,8 duyarlilik sinir1 ile “R” ve “S” olmak lizere 2 genetik gruba
ayrilmistir. R genotipindeki izolatlar 327 ve 429 bp, S genotipindekiler ise 367 ve 429
bp uzunlugunda bantlar vermistir. Sonuglar ve yapilan filogenetik analiz Sekil 11°de

gosterilmistir.

NCIMB 13383
NCIMB 13384
FP-311 R
FP-313

FP-314

| NCIMB 1947

l NCIMB 2282 \

17.2

|

|

|

|

|

|

|

| | FP-24

| | FP-34
82.8 | | FP-37

|| FP-73

| | FP-82

| | FP-90

| | FP-94

| | FP-95

|| FP-100

| | FP-102

| FP-108 S

|

17.2
FP-109

|

|

| FP-116
| FP-120
| FP-123
| FP-312
| FP-315
| FP-335
| FP-367
| FP-368
| FP-369
|
|

FP-374 J
ATCC 49511
Sekil 11. F. psychrophilum izolatlarinin gyrB bolgesinin Rsal enzimi ile kesimi sonrasinda akrabalik
iligkilerine ait dendogram
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Amplifikasyonu FP1 ve FP2 primerleri ile yapilan 16S rRNA bdlgesinin Alul
ve Taqgl enzimleri ile ayr1 ayr1 kesilmesi sonrasinda %80 duyarlilik sinirina gore 2
genetik gruba ayrilmistir. Alul enzimi ile kesim sonras1 A-l genotipi 220 ve 350 bp
uzunlugunda bant verirken A-1l genotipi 220-350 ve 580 bp uzunlugunda 3 bant
vermistir. Taq enzimi ile kesim sonrast T-I genotipi 320 ve 750 bp uzunlugunda bant
verirken T-11 genotipi 320-410 ve 750 bp uzunlugunda 3 bant vermistir. Elde edilen
bu sonuclara gore yapilan filogenetik analize ait dendogramlar Sekil 12-13’de

gosterilmistir.

FP-369 } A-II

FP-374
NCIMB 1947 \

N

o

o
——

NCIMB 2282
NCIMB 13383
NCIMB 13384
FP-24

FP-34

FP-37

FP-73

FP-82

FP-90

FP-94

FP-95
FP-100
FP-102 A-]
FP-108

FP-109

FP-116

FP-120

FP-123

FP-311

FP-312

FP-313

FP-314

FP-315

FP-335

FP-367

FP-368 ‘
ATCC 49511

80.0

20.0

D - g~ TR+ )~ S —— L e - T T T e s

T - —— - ——— ——— — ——  — — T

-—

Sekil 12. F. psychrophilum izolatlarmin 16S rRNA bolgesinin Alul enzimi ile kesimi sonrasinda
akrabalik iligkilerine ait dendogram
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(

- : H FP3%9 }T—H

—100

PP

| NCIVB 1047

| NCINB 222 \

| NCIVB 13383

l NCIVB 13384

| P4

| PP
N | P
[ P13
I PP
| PP
| PPy
| PP
I FP-100
| FP-A2
[ FP-A8 Tl
[ FP-1g
l FP-16
| P10
| P13
| PP
| P42
| G
| PP
| PP
| FP5
f FP6T
| FP-368

)b ATCC 49511

Sekil 13. F. psychrophilum izolatlarinin 16S rRNA bdlgesinin Tagl enzimi ile kesimi sonrasinda
akrabalik iligkilerine ait dendogram

20

|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
l
|
|
|
i
|
|
|

Amplifikasyonu 337F ve 587R primerleri ile yapilan 16S rRNA bdlgesinin

MnII enzimi ile kesimi sonrasinda %80 duyarlilik smirina gére 3 genetik gruba
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ayrilmigtir. Mnll enzimi ile kesim sonrasi1 Lin-I genotipi enzimle kesilmemis 194 bp
uzunlugunda bantin yani sira 62 ve 105 bp uzunlugunda 3 bant, Lin-I1 genotipi enzimle
kesilmemis 194 bp uzunlugunda 1 bant ve Lin-1ll ise enzimle kesilmemis 194 bp
uzunlugunda bantin yani sira ve 85 bp uzunlugunda 2 bant vermistir. Elde edilen

sonuclar degerlendirilerek yapilan filogenetik analiz Sekil 14’te verilmistir.

NCIMB 1947 .
} Lin-I

NCIMB 2282
e 3 Lin-III
NCIMB 1338
NCIMB 133841
FP-34

FP-37

FP-73

FP-82

FP-90

FP-94

FP-95

FP-100

FP-102

FP-108

FP-109

o) Lin-I1
FP-120
FP-123
FP-311
FP-312
FP-313
FP-314
FP-315
FP-335
FP-367
FP-368
FP-369

FP-374

ATCC 49511
Sekil 14. F. psychrophilum izolatlarmin 16S rRNA bélgesinin Mnll enzimi ile kesimi sonrasinda
akrabalik iligkilerine ait dendogram

55.6

16S rRNA bolgesini Alul, Tagl ve Mnll enzimleri, gyrB bdlgesinin de Rsal
enzimi ile kesimi ile olusturulan RFLP profillerinin ortalama benzerlik baglantisi
kullanilarak yapilan filogenetik analizinde 89,5 duyarlilik sinirina gore 3 genetik gruba
ayrildigr goriilmiistiir. Filogenetik analiz neticesinde olusturulan dendogram Sekil
15’te verilmistir.
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© o
S e] »
[ |

92
94

—96

98

—100

96.8

7.3

89.5
26

86.9

10.5

95.0;

| 8.1 |

|
|
|
|

|
|
Sekil 15. F. psychrophilum izolatlarmin 16S rRNA ve gyrB bolgesinin RFLP profillerinin ortalama benzerlik

iligkilerine ait dendogram.

16S rRNA gyrB
Alu Taq  Mn-II Rsa
1 |
Y ) 1
Il ‘
|
)
i |
|
I
Il l |
L1 | |
H | I
| I | |
TN |
I y
I [l |
Il a |
Il || |
I 3 |
b
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ATCC 49511 \
FP-37

FP-82

FP-90

FP-94

FP-100

FP-102

FP-108

FP-109

FP-116

FP-120
RFLP-I
FP-312
FP-315
FP-335
FP-367
FP-368
NCIMB 13383
NCIMB 13384
FP-73

FP-95

FP-311

s RFLP-II
NCIMB1947} RFLP-IIla

NCIMB 2282

e 3 RFLP-11Ib

aglantilar1 analiz edilerek olusturulan akrabalik



Tablo 8. F. psychrophilum izolatlarimin PCR- RFLP ile tiplendirilmesi

. Konakg1 Cografik gyrB 16S 16S 16S Ortak

Bolge Rsal rRNA rRNA rRNA RFLP

Tagl Alul Mnll Profili*
- R.T i¢ Anadolu S T-1 Al Lin-111 RFLP-III-b
- R.T Marmara S T-1 A-l Lin-I1 RFLP-I
- R.T Karadeniz S Tl Al Lin-11 RFLP-|
- R.T i¢ Anadolu S Tl Al Lin-11 RFLP-|
- R.T i¢ Anadolu S T-1 Al Lin-11 RFLP-I
- R.T Ege S Tl Al Lin-11 RFLP-|
- R.T i¢ Anadolu S Tl Al Lin-11 RFLP-|
- R.T Ege S T-1 A-l Lin-I1 RFLP-I
- R.T I¢ Anadolu S Tl Al Lin-I1 RFLP-|
- R.T I¢ Anadolu S Tl Al Lin-11 RFLP-|
- R.T Ege S Tl Al Lin-11 RFLP-|
- R.T Ege S Tl Al Lin-I1 RFLP-|
- R.T Ege S Tl Al Lin-11 RFLP-|
- R.T Ege S Tl Al Lin-11 RFLP-|
- R.T Dogu S T-l Al Lin-11 RFLP-|
Anadolu

- R.T Ege R Tl Al Lin-11 RFLP-|
- R.T Ege S Tl Al Lin-11 RFLP-|
- RT Ege R T-1 Al Lin-11 RFLP-I
- R.T Ege R T-l Al Lin-11 RFLP-|
- R.T Ege S Tl Al Lin-11 RFLP-|
- RT Ege S T-1 Al Lin-11 RFLP-I
- R.T i¢ Anadolu S Tl Al Lin-11 RFLP-|
- RT i¢ Anadolu S Tl Al Lin-11 RFLP-|
- s.C Karadeniz S Tl Al Lin-11 RFLP-II
- S.F Karadeniz- S T-1l A-l Lin-I1 RFLP-II
- R.T Danimarka R T-1 A-l Lin-11 RFLP-I
- R.T Danimarka R T-1 A-l Lin-11 RFLP-I
- CS Amerika S T-I A-ll Lin-I RFLP-I11-a
- CS Amerika S T-I A-ll Lin-1 RFLP-111-a
. R.T Fransa S T-I Al Lin-11 RFLP-I
* F. psychrophilum izolatlarinin 16S rRNA ve gyrB bolgelerinin RFLP profillerinin filogenetik
analizi neticesinde elde edilen ortak RFLP profili, R.T: Gokkusagi alabaligi, S.T.M: Anadolu/da
alabalig1 (Salmo trutta macrostigma), S.F: Kaynak Alabaligi (Salvelinus fontinalis), S.L: Karadeniz
Alabalig1 (Salmo trutta labrax), S.C: Coruh Alabaligi (Salmo coruhensis), C.S: Koho salmon
(Oncorhynchus kisutch)
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4.3.2. Flavobacterium spp.’nin restriksiyon parc¢a uzunluk polimorfizmi PCR-
RFLP analizi

Flavobacterium spp. izolatlarinin 16S rRNA gen bdlgesini ¢ogaltan FvpF1-

FVpR1 primer ¢ifti kullanilarak yapilan RFLP analizi sonuglarina ait veriler Tablo 9

ve Sekil 16-22’de verilmistir.

RFLP analizinde:

v Mspl enzimi ile kesilmesi sonrasinda %80 duyarlilik sinirina gore;

M-1 genotipi 320 ve 430 bp,

M-11 genotipi 101, 430 ve 653 bp,

M-111 genotipi 450 bp,

M-IV genotipi 410 ve 653 bp,

M-V genotipi 410 ve 770 bp,

M-V genotipi 390 ve 770 bp

M-VII genotipi 410 ve 750 bp uzunlugunda bantlar vererek 7 genetik gruba
ayrilmistir (Sekil 16).

v" Alul enzimi ile kesilmesi sonrasinda %80 duyarlilik sinirina gore;

A-1 genotipi 220 ve 350 bp,

A-11 genotipi 220, 350 ve 580 bp,

A-111 genotipi 200 ve 700 bp,

A-IV genotipi 220 ve 580 bp uzunlugunda bantlar vererek 4 genetik gruba
ayrilmistir (Sekil 17).

v’ Cfol enzimi ile kesilmesi sonrasinda %85,7 duyarlilik sinirina gore;

C-I genotipi 234 ve 690 bp,

C-I1 genotipi 234, 453 ve 690 bp,

C-I11 genotipi 234, 453, 690 ve 950 bp,
C-1V genotipi 234, 690, 950 ve 1193 bp,
C-V genotipi 234 ve 950 bp,
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C-VI genotipi 234 ve 453 bp uzunlugunda uzunlugunda bantlar vererek 6
genetik gruba ayrilmistir (Sekil 18).

v Haelll enzimi ile kesilmesi sonrasinda %74,3 duyarlilik sinirina gore;

H-1 genotipi 300 ve 480 bp,

H-11 genotipi 300 ve 350 bp,

H-III genotipi 1193 bp uzunlugunda bant/bantlar vererek 3 genetik gruba
ayrilmugtir (Sekil 19).

v' Taq enzimi ile kesilmesi sonrasinda %69,7 duyarlilik sinirina gore;

T-1 genotipi 370 ve 750 bp,

T-11 genotipi 370 ve 670 bp,

T-1II genotipi 220 ve 750 bp uzunlugunda bantlar vererek 3 genetik gruba
ayrilmustir (Sekil 20).

v Hinfl enzimi ile kesilmesi sonrasinda %80,5 duyarlilik sinirina gore;

Hn-1 genotipi 120 ve 500 bp,

Hn-11 genotipi 80, 120 ve 500 bp,

Hn-111 genotipi 120 ve 570 bp,

Hn-1V genotipi 120, 500 ve 570 bp,

Hn-V genotipi 300 bp uzunlugunda bant/bantlar vererek 5 genetik gruba
ayrilmistir (Sekil 21).

Flavobacterium spp. izolatlariin 16S rRNA bolgesinin Mspl, Alul, Cfol,

Haelll, Tagl ve Hinfl enzimleri ile ayr1 ayr1 kesimi sonucunda ortaya ¢ikan RFLP

profillerinin, ortalama benzerlik baglantis1 kullanilarak yapilan filogenetik analiz

neticesinde % 89,4 duyarlilik sinirina gore 8 genetik gruba ayrildigi goriilmistiir (Sekil

22).
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Sekil 16. Flavobacterium spp. izolatlarinin 16S rRNA bolgesinin Mspl enzimi ile kesimi sonrasinda
akrabalik iligkilerine ait dendogram
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Sekil 17. Flavobacterium spp. izolatlarinin 16S rRNA boélgesinin Alul enzimi ile kesimi sonrasinda

akrabalik iligkilerine ait dendogram
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Sekil 18. Flavobacterium spp. izolatlarinin 16S rRNA bolgesinin Cfol enzimi ile kesimi sonrasinda

akrabalik iligkilerine ait dendogram
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Sekil 19. Flavobacterium spp. izolatlarinin 16S rRNA bolgesinin Haelll enzimi ile kesimi sonrasinda
akrabalik iligkilerine ait dendogram
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Sekil 20. Flavobacterium spp. izolatlarmim 16S rRNA béolgesinin Taql enzimi ile kesimi sonrasinda
akrabalik iligkilerine ait dendogram
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Sekil 21. Flavobacterium spp. izolatlarinin 16S rRNA boélgesinin Hinfl enzimi ile kesimi sonrasinda
akrabalik iligkilerine ait dendogram
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Sekil 22. Flavobacterium spp. izolatlarinin 16S rRNA boélgesinin RFLP profillerinin ortalama benzerlik baglantilar1 analiz edilerek olusturulan akrabalik iligkilerine
ait dendogram.
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Tablo 9. Flavobacterium spp. izolatlarmin PCR- RFLP ile tiplendirilmesi

Mspl Alul Cfol Haelll Hinfl Ortak

RFLP

Tagql

Tipi

Ege M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-Ib

Ege M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-1lb
R.T. Ege M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-Ib
R.T. Ege M-I A-l C-1 H-1 T-1 Hn-111 K-11
R.T. Ege M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-Ib
R.T. Dogu Anadolu M-I A-IV Cc-v H-1 T-1 Hn-1 K-V
R.T. Ege M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-Ib
R.T. I¢ Anadolu M-I A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. i¢ Anadolu M-1 A-l C-1ll H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. Akdeniz M-IV A-111 C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-V
R.T. Akdeniz M-1 A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. Akdeniz M-I A-IV C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-Ill-a
R.T. Marmara M-I A-l C-l H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. Karadeniz M-I A-l C-l H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. i¢ Anadolu M-111 A-llI C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-V
R.T. Ege M-I A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. Ege M-111 A-IV C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-111-b
R.T. Ege M-I A-l C-VI H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. Ege M-111 A-IV C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-111-b
R.T. i¢c Anadolu M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-1lb
R.T. i¢c Anadolu M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-Ib
R.T. i¢c Anadolu M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-1b
R.T. i¢c Anadolu M-1 A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. Ege M-I A-l Cc-v H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. i¢c Anadolu M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-11 K-Ib
R.T. i¢c Anadolu M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-1lb
R.T. i¢c Anadolu M-1 A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. Ege M-II A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-1lb
R.T. Ege M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1l1 K-Ib
R.T. i¢c Anadolu M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-1b
R.T. i¢c Anadolu M-IV A-IV C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-111-b
R.T. i¢c Anadolu M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-1b
R.T. i¢c Anadolu M-1 A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. Ege M-11 A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-Ib
R.T. Ege M-I A-l C-v H-1 T-1 Hn-1 K-la-y
R.T. I¢ Anadolu M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-Ib
R.T. Ege M-I A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. f¢ Anadolu M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-Ib
R.T. Ege M-IV A-l C-1 H-I T-1 Hn-1 K-Ib
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Tablo 9’un Devami

Msp Alul Cfo Hae Taq Hinf | Ortak
11 RFLP
- Tipi
I¢ Anadolu M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-Ib
R.T. i¢c Anadolu M-I A-l C-1 H-1 T-I Hn-1 K-la-x
R.T. Ege M-1 A-l C-l H-1 T-I Hn-I K-la-x
R.T. I¢ Anadolu M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-1b
R.T. i¢ Anadolu M-IV A-l C-l H-1 T-I Hn-I K-Ib
R.T. I¢ Anadolu M-I A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. ic Anadolu M-I A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-Ib
R.T. i¢c Anadolu M-I A-l C-1 H-1 T-I Hn-1 K-la-x
R.T. Marmara M-I A-l C-l H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. Ege M-I A-l C-1 H-1 T-1 Hn-I K-la-x
R.T. Ege M-1 A-l C-l H-1 T-I Hn-I K-la-x
R.T. Ege M-I A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. Ege M-1 A-l C-l H-1 T-I Hn-I K-la-x
R.T. Ege M-V A-IV C-1 H-1 T-1 Hn-1V K-111-b
R.T. Dogu M-1 A-l C-l H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
Anadolu
R.T. Marmara M-I A-IV C-l H-1 T-I Hn-1VvV K-1ll-a
R.T. Marmara M-IV A-l C-VI H-111 T-1 Hn-1 K-VII
R.T. Marmara M-I A-l C-l H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. Marmara M-1 A-l C-v H-1 T-I Hn-I K-la-y
R.T. Ege M-IV A-IV C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-111-b
R.T. Ege M-1 A-l C-1 H-1 T-1 Hn-I K-la-x
R.T. Ege M-I A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. Ege M-1 A-l C-1 H-1 T-I Hn-I K-la-x
R.T. Ege M-I A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. Ege M-1 A-l C-1 H-1 T-I Hn-I K-la-x
R.T. Ege M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-Ib
R.T. Ege M-1 A-l C-1 H-1 T-1 Hn-I K-la-x
R.T. Ege M-I A-IV C-Vi H-1 T-11 Hn-111 K-VIII
R.T. Ege M-1 A-l C-ll H-1 T-1 Hn-I K-la-x
R.T. Ege M- A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-1b
R.T. Ege \I\jll-lll A-l C-1 H-1 T-I Hn-I K-Ib
R.T. Ege M-Il A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-Ib
S.T.M Ege M-1 A-l C-VI H-1 T-I Hn-I K-la-x
R.T. Ege M-I A-l C-v H-1 T-I Hn-1 K-la-y
R.T. Ege M-Il A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-Ib
R.T. Ege M-11 A-IV C-1 H-1 T-I Hn-1 K-1ll-a
S.T.M Ege M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-Ib
ST.M Ege M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-Ib
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Tablo 9’un Devami

Hinf I Ortak
111 RFLP
Tipi
Ege M-1 A-l C-VI H-1 T-I Hn-I K-la-x
R.T. Ege M-1 A-l C-l H-1 T-I Hn-1 K-la-x
R.T. Ege M-1 A-l C-1 H-1 T-I Hn-lI K-la-x
R.T. Ege M-11 A-l C-l H-1 T-I Hn-1 K-Ib
R.T. Ege M-1 A-l C-v H-1 T-I Hn-I K-la-y
R.T. Ege M-1 A-l C-v H-1 T-I Hn-1 K-la-y
S.T.M. Ege M-I A-l C-VI H-I T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. Ege M-I A-l C-1l H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. Ege M-I A-l C-v H-I T-1 Hn-1 K-la-y
R.T. Ege M-I A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. Karadeniz M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-I K-Ib
S.F. Karadeniz M-IV A-IV C-l H-1 T-1 Hn-1 K-111-b
S.L. Karadeniz M-IV A-l C-1 H-1 T-I Hn-I K-Ib
R.T. Karadeniz M-I A-l C-l H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
S.T.M. Karadeniz M-IV A-IV C-1 H-1 T-I Hn-I K-111-b
R.T. Karadeniz M-1 A-llI C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-V
R.T. Karadeniz M-| A-l C-l H-I T-1 Hn-I K-la-x
S.T.M. Karadeniz M-1 A-l C-v H-1 T-1 Hn-1VvV K-la-y
R.T. Dogu M-1 A-l C-1 H-1 T-1 Hn-I K-la-x
Anadolu
R.T. Karadeniz M-IV A-l C-1 H-1 T-1 Hn-lll K-11
R.T. Karadeniz M-IV A-l C-1 H-1 T-I Hn-I K-Ib
R.T. Ic Anadolu M-I A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. ic Anadolu M-I A-l C-VI H-1 T-1 Hn-I K-la-x
Sazan ic Anadolu M-I A-l11 C-v H-1 T-1 Hn-V K-VI
R.T. ¢ Anadolu M-I A-l C-1 H-1 T-I Hn-I K-la-x
R.T. ic Anadolu M-I A-l C-Iv H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
S.C. Karadeniz M-1 A-ll c-l H-I T-1 Hn-I K-la-x
S.T.M. Karadeniz M-I A-IV C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-111-a
R.T. Karadeniz M-1 A-lV C-l H-I T-1 Hn-I K-Ill-a
R.T. Karadeniz M-VI  A-IV C-l H-11 T-1 Hn-1 K-Ill-a
S.F. Karadeniz M-1 A-ll C-1 H-1 T-1 Hn-I K-la-x
R.T. Denmark M-I A-l C-l H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. Denmark M-I A-l C-l H-1 T-1 Hn-I K-la-x
C.S. USA M-I A-l C-1 H-1 T-1 Hn-1 K-la-x
C.8. USA M-I A-l C-1 H-I T-1 Hn-1 K-la-x
R.T. France M-I A-l C-l H-1 T-1 Hn-1 K-la-x

R.T: Gokkusagi alabaligi, S.T.M: Anadolu/dag alabalig1 (Salmo trutta macrostigma),S.F: Kaynak
Alabalig1 (Salvelinus fontinalis), S.L: Karadeniz Alabaligi (Salmo trutta labrax),S.C: Coruh Alabalig
(Salmo coruhensis), C.S: Koho Salmon
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4.4. Antimikrobiyal duyarhlik konsantrasyonlarinin belirlenmesi

4.4.1. Disk difiizyon

F. psychrophilum izolatlarmin ~ antimikrobiyal = duyarliliklarinin
belirlenmesinde %5 FDS eklenmis DMHA kullanilarak 18°C’de 96 saat inkube
edilmis ve inkiibasyon sonrasi zon ¢aplari Ol¢lilmiistiir. Antimikrobiyallere karsi
direng gelisiminin belirlenmesinde EUCAST ve CLSI’nin 6nerdigi Normalize Edilmis
Yorumlama (NIR) metodu kullanilmistir. Epidemiyolojik esik degerleri (cut-off)
belirlenerek Flavobacterium spp. izolatlar1t WT) ve N-WT) olarak siniflandirilmistir.

F. psychrophilum’un amoksisiline karsi epidemiyolojik esik degeri 47mm
olarak bulunmus olup zon ¢ap1 47 mm’den biiyiik olan izolatlar duyarli (WT), 47
mm’den kiigiik olanlar ise duyarliigi azalmig (N-WT) olarak gruplandirilmistir.

[zolatlarin tiimiiniin amoksisiline kars1 duyarh oldugu tespit edilmistir (Sekil 23).

Flavobacterium psychrophilum AML 30 pg
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Sekil 23. F. psychrophilum izolatlarinin amoksisiline (30 pg) kars1 olusturduklari zon ¢aplarinin oransal
dagilimi. Dikey kesikli dik ¢izgi duyarlilik stnirimi belirtmektedir.

F. psychrophilum’un eritromisine karsi epidemiyolojik esik degeri 31mm
olarak bulunmus olup zon c¢ap1 31 mm’den biiyiik olan izolatlar duyarli (WT), 31
mm’den kiigiik olanlar ise duyarliligi azalmis (N-WT) olarak gruplandirilmistir.

Izolatlarin %40’ min N-WT grubunda oldugu tespit edilmistir (Sekil 24).
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Flavobacterium psychrophilum ERM 15ug
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Sekil 24. F. psychrophilum izolatlarinin eritromisine (15 pg) karsi olusturduklari zon ¢aplarinin oransal
dagilimi. Dikey kesikli dik ¢izgi duyarlilik sinirini belirtmektedir.

F. psychrophilum un enrofloksasine kars1 epidemiyolojik esik degeri 55 mm
bulunmus olup zon ¢ap1 55 mm’den biiylik olan izolatlar duyarli (WT), 55 mm’den
kii¢iik olanlar ise duyarlihg azalmis (N-WT) olarak gruplandirilmistir. izolatlarin
%88’inin N-WT grubunda oldugu tespit edilmistir (Sekil 25).

Flavobacterium psycrhophilum ENR 5pg
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Sekil 25. F. psychrophilum izolatlarinin enrofloksasine (5 pg) karsi olusturduklart zon gaplarinin
oransal dagilimi. Dikey kesikli dik ¢izgi duyarlilik sinirin1 belirtmektedir.

F. psychrophilum’un oksalinik asit kars1 epidemiyolojik esik degeri 27 mm
bulunmus olup zon ¢ap1 27 mm’den biiylik olan izolatlar duyarli (WT), 27 mm’den
kiiciik olanlar ise duyarliligi azalmis (N-WT) olarak gruplandirilmustir. izolatlarin
%88’inin N-WT grubunda oldugu tespit edilmistir (Sekil 26).
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Flavobacterium psychrophilum OA 2pg
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Sekil 26. F. psychrophilum izolatlariin oksalinik asite (2 pg) karsi olusturduklari zon ¢aplariin oransal
dagilimi. Dikey kesikli dik ¢izgi duyarlilik sinirini belirtmektedir.

F. psychrophilum’un florfenikol’e kars1 epidemiyolojik esik degeri 52 mm
bulunmus olup zon c¢ap1 52 mm’den biiylik olan izolatlar duyarli (WT), 52 mm’den
kii¢iik olanlar ise duyarlihig azalmis (N-WT) olarak gruplandirilmistir. izolatlarin

%28’inin N-WT grubunda oldugu tespit edilmistir (Sekil 27).

Flavobacterium psychrophilum FFC 30 pg
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Sekil 27. F. psychrophilum izolatlarinin florfenikole (30 pg) karsi olusturduklar1 zon gaplarinin oransal
dagilimi. Dikey kesikli dik ¢izgi duyarlilik sinirint belirtmektedir.

F. psychrophilum 'un oksitetrasiklin’e kars1 epidemiyolojik esik degeri 53 mm
bulunmus olup zon ¢ap1 53 mm’den biiyiik olan izolatlar duyarli (WT), 53 mm’den
kii¢iik olanlar ise duyarliligi azalmis (N-WT) olarak gruplandirilmistir. Izolatlarin
%68’inin N-WT grubunda oldugu tespit edilmistir (Sekil 28).
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Flavobacterium psychrophilum OT 30pg
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Sekil 28. F. psychrophilum izolatlarinin oksitetrasikline (30 pg) karsi olusturduklari zon gaplarinin
oransal dagilimi. Dikey kesikli dik ¢izgi duyarlilik sinirini belirtmektedir.

F. psychrophilum’un sulfamethoksazol + trimetoprim (19:1)’e Kkars1
epidemiyolojik esik degeri 24 mm bulunmus olup zon ¢ap1 24 mm’den biiylik olan
izolatlar duyarli (WT), 24 mm’den kiigiik olanlar ise duyarliligi azalmig (N-WT)
olarak gruplandirilmistir. izolatlarin  %88’inin N-WT grubunda oldugu tespit
edilmistir (Sekil 29, Tablo 10).

Flavobacterium psychrophilum SXT 25ug
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Sekil 29. F. psychrophilum izolatlarinin sulfamethoksazol + trimetoprim (25 ug) karst olusturduklari
zon ¢aplarinin oransal dagilimi. Dikey kesikli dik ¢izgi duyarlilik simirini belirtmektedir.

73



Tablo 10. Calismada kullanilan antimikrobiyallere karsi disk difiizyon testinde F. psychrophilum
izolatlarinin duyarliliklari

_ >47 25 (% 100) 0 (%0)

_ >31 15 (% 60) 10 (% 40)
_ >52 18 (% 72) 7 (% 28)
_ >55 3(%12) 22 (% 88)
_ >27 3 (% 12) 22 (% 88)
_ >53 8 (% 32) 17 (% 68)
_ >24 3(%12) 22 (% 88)

Flavobacterium  spp.  izolatlarin  antimikrobiyal  duyarliliklarinin
belirlenmesinde DMHA kullanilmis ve 22°C’de 48 saat inkube edilmistir.

Flavobacterium spp. ‘nin amoksisiline kars1 epidemiyolojik esik degeri 17mm
bulunmus olup zon ¢ap1 17 mm’den biiyiik olan izolatlar duyarli (WT), 17 mm’den
kiiciik olanlar ise duyarliligi azalmis (N-WT) olarak gruplandirilmistir. izolatlarn
%18’inin N-WT grubunda oldugu tespit edilmistir (Sekil 30).

Flavobacterium spp. AML 30 ug
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Sekil 30. Flavobacterium spp. izolatlarmm amoksisiline (30 pg) karst olugturduklar1 zon ¢aplarinin
oransal dagilimi. Dikey kesikli dik ¢izgi duyarlilik sinirin1 belirtmektedir.

Flavobacterium spp.’nin eritromisine karsi epidemiyolojik esik degeri 21mm
bulunmus olup zon ¢ap1 21 mm’den biiyiik olan izolatlar duyarli (WT), 21 mm’den
kiiciik olanlar ise duyarliligi azalmis (N-WT) olarak gruplandirilmistir. Izolatlarin
%>53’tintin N-WT grubunda oldugu tespit edilmistir (Sekil 31).
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Flavobacterium spp. ERM 15ug
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Sekil 31. Flavobacterium spp. izolatlarinin eritromisine (15 pg) karst olusturduklari zon ¢aplarinin
oransal dagilimi. Dikey kesikli dik ¢izgi duyarlilik sinirin1 belirtmektedir.

Flavobacterium spp.’nin enrofloksasine karsi epidemiyolojik esik degeri 47
mm bulunmus olup zon ¢apt 47 mm’den biiylik olan izolatlar duyarli (WT), 47
mm’den kiiglik olanlar ise duyarliigi azalmis (N-WT) olarak gruplandirilmistir.
Izolatlarin %68 inin N-WT grubunda oldugu tespit edilmistir (Sekil 32).

Flavobacterium spp. ENR 5pg
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Sekil 32. Flavobacterium spp. izolatlarimin enrofloksasine (5 pg) karst olusturduklari zon gaplarinin
oransal dagilimi. Dikey kesikli dik ¢izgi duyarlilik sinirin1 belirtmektedir.

75



Flavobacterium spp.’nin oksalinik asit karsi epidemiyolojik esik degeri 25 mm
bulunmus olup zon ¢ap1 25 mm’den biiyiik olan izolatlar duyarli (WT), 25 mm’den
kiiciik olanlar ise duyarliligi azalmis (N-WT) olarak gruplandirilmistir. izolatlarin
%72’inin N-WT grubunda oldugu tespit edilmistir (Sekil 33).

Flavobacterium spp. OA 2pug
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Sekil 33. Flavobacterium spp. izolatlarinin oksalinik asite (2 pg) karst olusturduklar1 zon ¢aplarinin
oransal dagilimi. Dikey kesikli dik ¢izgi duyarlilik sinirin1 belirtmektedir.

Flavobacterium spp.’nin florfenikol’e epidemiyolojik karsi esik degeri 37
bulunmus olup zon ¢ap1 37 mm’den biiylik olan izolatlar duyarli (WT), 37 mm’den
kiiciik olanlar ise duyarliligi azalmis (N-WT) olarak gruplandirilmustir. izolatlarin
%86’nin N-WT grubunda oldugu tespit edilmistir (Sekil 34).

Flavobacterium spp. FFC 30 pg
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Sekil 34. Flavobacterium spp. izolatlarinin florfenikole (30 pg) karsi olusturduklari zon ¢aplarinin
oransal dagilimi. Dikey kesikli dik ¢izgi duyarlilik sinirin1 belirtmektedir.
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Flavobacterium spp.’nin oksitetrasiklin’e kars1 epidemiyolojik esik degeri 36
mm bulunmus olup zon ¢apt 36 mm’den biiylik olan izolatlar duyarli (WT), 36
mm’den kiigiik olanlar ise duyarliligi azalmis (N-WT) olarak gruplandirilmistir.
Izolatlarin %92 inin N-WT grubunda oldugu tespit edilmistir (Sekil 35).

Flavobacterium spp. OT 30ug
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Sekil 35. Flavobacterium spp. izolatlarinin oksitetrasikline (30 pg) karsi olusturduklart zon ¢aplarinin
oransal dagilimi. Dikey kesikli dik ¢izgi duyarlilik sinirini belirtmektedir.

Flavobacterium spp.’nin sulfamethoksazol + trimetoprim (19:1)’e karsi
epidemiyolojik esik degeri 18 mm bulunmus olup zon ¢apt 18 mm’den biiyiik olan
izolatlar duyarli (WT), 18mm’den kiigiik olanlar ise duyarliligi azalmig (N-WT) olarak
gruplandirilmstir. Izolatlarm %45’ inin N-WT grubunda oldugu tespit edilmistir (Sekil
36, Tablo 11).

Flavobacterium spp. SXT 25ug
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Sekil 36. Flavobacterium spp. izolatlarmin sulfamethoksazol + trimetoprim (30 pg) karst olusturduklart
zon ¢aplarinin oransal dagilimi. Dikey kesikli dik ¢izgi duyarlilik sinirini belirtmektedir.
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Tablo 11. Calismada kullanilan antimikrobiyallere kars: disk difiizyon testinde Flavobacterium spp.
izolatlariin duyarliliklar

69 (% 82) 15 (%18)

>21 31 (%37) 53 (% 63)
>37 11 (% 24) 73 (% 86)
>47 27 (% 32) 57 (% 68)
>25 24 (% 28) 60 (% 72)
>18 46 (% 55) 38 (%45)
>36 7 (%8) 77 (% 92)

4.4.2 Minimum inhibisyon konsantrasyonunun belirlenmesi (MiK)

Flavobacterium spp. izolatlarmin antimikrobiyallere karsi duyarliliklarinin
MIK y&ntemiyle belirlenmesinde EUCAST ve CLSI tarafindan &nerilen Normalize
Edilmis Yorumlama (NRI) metodu kullanilmistir.

F. psychrophilum ve Flavobacterium spp. izolatlarinin NRI yontemi ile
belirlenen duyarlilik durumlar ve MIK Degerleri sirasiyla Tablo 12 ve Tablo 13’de

verilmistir.
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Tablo 12. F. psychrophilum izolatlarinin MiK Degerleri ve duyarliligi azalmus tiplerin (N-WT) oranlari

0.008 0.016 0.032 0.064 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 64 128 Duyarhhk N-

St WT
(png/ml)  oram
(%)

<0,0625

ERM

FFC 7 8 6 4 <2 0

ENRO

Tetrasiklinler

0.008/0.15 0.015/0.30 0.03/0.59 0.06/1.19 0.12/2.38 0.25/4.75 0.5/9.5 1/19 2/38 4/76  Duyarhhik N-
Sinir WT

orani

SXT 2 3 9 9 2 <16/304 -

79



Tablo13. Flavobacterium spp. izolatlarmin MiK Degerleri ve duyarlilig1 azalmus tiplerin (N-WT) oranlar

0.008 0.016 0.032 0.064 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 Duyarhhk N-

St WT
( ng/ml) orani
(%)

AML 6 12 16 10 3 15 8 3 2 4 5 <0,25 26

ERM

FFC 3 3 4 1 3 4 6 9 14 13 11 9 4 <0,5 83

ENRO 7 8 5 5 7 8 5 7 9 8 7 8 <0.0625 77

Tetrasiklinler

0.008/0.15 0.015/0.30 0.03/0.59 0.06/1.19 0.12/2.38 0.25/4.75 0.5/9.5 1/19  2/38  4/76  Duyarhhik N-
Smir WT
( ng/ml) oram
%

SXT 2 5 10 10 6 5 5 26 15 <0,25/4,75 54
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4.5. Antimikrobiyal diren¢ genleri

Bu ¢alismada;

v 25 F. psychrophilum izolatindan birinin floR, 4’{iniin sul2 diren¢ geni tasidigi,

v 84 Flavobacterium spp. Izolatindan 11’inin floR, 23’iiniin sul2 diren¢ geni
tasidigi belirlenmistir (Sekil 37, 38).

v’ tetA, tetB, tetC, tetE, tetH, tetM, tetL, sull, sul3, gnrA, gnrB ve gnrS direng
genleri tespit edilememistir.
Direng geni tespit edilen Flavobacterium tiirlerinin MIK degerleri ve fenotipik

duyarlilik durumlarina (NW/ N-WT) iliskin sonuglar tablo 14’e verilmistir.

PCR ile tespit edilen diren¢ genlerinin dogrulamasi dizi analizi ile yapilmistir.

23 47 64 o67 72 76 81 93 100 135 353 —

Sekil 37. floR geni pozitif 6rnekler 399 bp (M; Marker; 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1000, 1200, 1500, --; negatif kontrol)

5 6 64 65 67 69 70 72 74 76 81 82 84 85 90 92 93 97 100 116 120 122 123 130 135 M

101G e

Sekil 38. Sul2 geni pozitif 6rnekler 293 bp (M; Marker; 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1000, 1200, 1500)

F. psychrophilum izolatlarinda kinolon direncinin belirlenmesi igin; DNA

Giraz (gyrA, gyrB) ve topoisomeraz IV (parC ve parE) gen bolgelerinde meydana
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gelen kromozomal mutasyonlar dizi analizi ile belirlendikten sonra NCBI’da kayitl
referans suslarla karsilastirmasi yapilmistir (Tablo 15).

Fenotipik olarak kinolon direnci saptanan izolatlarin %95’inde gyrA
bolgesinde 244. ve/veya 245. niikleotidin mutasyona ugradigi buna bagl olarak 82.
amino asit olan treonin degisime ugrayarak arjinin, valin veya isoldsine doniistiigii,
ancak fenotipik olarak direngli olmasina ragmen FP-374 nolu izolatta ise gyrA
bolgesinde herhangi bir mutasyon olugsmadig1 goriilmiistiir.

F. psychrophilum izolatlarin %92’sinin gyrB bolgesinde. 474, 528, 642, 927,
1053, 1176, 1326, 1371, 1407, 1413, 1431, 1452, 1455, 1458, 1464, 1473 ve 1476.
niikleotidlerde mutasyon sekillenmesine ragmen amino asit degisimi (sessiz
mutasyon) olusmadigi belirlenmistir. Izolatlarin %8’sinin parC bélgesinde 159, 426,
537 ve 540. niikleotidlerde sessiz mutasyon (amino asit degisimi olmadig) tespit
edilmistir. Buna karsilik izolatlarin %18’inde parE bdolgesinde 1795. niikleotidin
mutasyona ugradigi ve 599. aminoasit olan aspartanin degisime ugrayarak asparagine

doniistiigli saptanmistir.

Tablo 14. Flavobacterium izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilig1 ve tespit edilen direng genleri

izolatno FFC Duyarhhk floR SXT Duyarhhk sul2
Durumu Durumu

F-5 8 N-WT 0,12/2,38 +
F-6 16 N-WT 0,25/4,75 +
F-10 16 N-WT + 0,015/0,30 WT

F-23 8 N-WT + 0,015/0,30 WT

F-47 4 N-WT + 0,015/0,30 WT

F-64 32 N-WT + 0,12/2,38 +
F-65 32 N-WT 2/38 +
F-67 64 N-WT + 2/38 +
F-69 32 N-WT 1/19 +
F-70 0,064 WT 0,12/2,38 +
F-72 64 N-WT + 1/19 +
F-74 128 N-WT 0,06/1,19 +
F-76 128 N-WT + 2/38 +
F-81 64 N-WT + 0,5/9,5 +
FP-82 0,5 WT 2/38 +
F-84 32 N-WT 0,03/0,59 +
F-85 32 N-WT 0,03/0,59 +
FP-90 05 WT 1/19 +
F-92 16 N-WT 2/38 +
F-93 16 N-WT + 0,12/2,38 +
F-97 8 N-WT 2/38 +
FP-100 2 WT + 4/76 +
FP-116 1 N-WT 4/76 +
FP-120 0,25 WT 1/19 +
F-122 4 N-WT 1/19 +
FP-123 0,5 WT 2/38 +
F-130 32 N-WT 1/19 +
F-135 4 N-WT + 1/19 +
F-319 64 N-WT 1/19 +
F-353 4 N-WT + 0,06/1,19 +

W: Wild Tip, NW: Non- Wild Tip,
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Tablo 15. F. psychrophilum izolatlarinin kinolon grubu antimikrobiyallerine kars1 duyarlilig1 ve tespit
edilen kromozomal mutasyonlar:

1 N-WT 16 N-WT K.M S.M
0.25 N-WT 8 N-WT - SM

0.25 N-WT 8 N-WT K.M S.M

1 N-WT 8 N-WT K.M SM

2 N-WT 16 N-WT K.M S.M

0.5 N-WT 8 N-WT K.M S.M

1 N-WT 16 N-WT K.M S.M

0.5 N-WT 16 N-WT K.M SM

05 N-WT 8 N-WT K.M S.M

0.5 N-WT 8 N-WT K.M

05 N-WT 4 N-WT K.M S.M -
0.25 N-WT 8 N-WT K.M S.M

05 N-WT 16 N-WT K.M S.M -
0.25 N-WT 8 N-WT KM S.M

05 N-WT 8 N-WT K.M S.M -
0.008  WT 0.125 wT SM

1 N-WT 16 N-WT - S.M

0.016  WT 0.064 wWT

0.016  WT 0.064 WT S.M

1 N-WT 4 N-WT K.M S.M

0.25 N-WT 4 N-WT K.M S.M -
0.25 N-WT 2 N-WT K.M SM

0.25 N-WT 4 N-WT K.M S.M

0.25 N-WT 2 N-WT - S.M S.M

0.125 N-WT 2 N-WT S.M SM

WT; Duyarli, N-WT; Duyarliligi azalmig, KM; Kayip Mutasyon, SM; Sessiz Mutasyon
Sar1 ile isaretli gruplarda 245. Niikleotidin degismesinden dolay1 82. Amino asit Treonin’den

arjinine donmiistiir.

h ile isaretli gruplarda 244 ve 245.. Niikleotidlerin degismesinden dolay1 82. Amino asit
Threonine’den Valine donmiistiir.

UFRU&Z ilc isaretli gruplarda 245. Niikleotidin degismesinden dolay: 82. Amino asit Threonine’den
Isolosin’e donmiistiir.

-ile isaretli gruplarda 1795. Niikleotidin degigmesinden dolay1 599. Amino asit Aspartate’dan
Asparagine donmiistir.
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Tez calismasinda tespit edilen diren¢ genlerinin dizi analizi yapilmis ve
genbank (NCBI) veritabina kaydi yapilmigtir. Gen kaydina ait kayit numaralar1 Tablo
16.’da verilmistir.

Tablo 16. Tez ¢alismasinda tespit edilen direng genlerini Genbank kayit numaralari

MG494266
MG494267
MG495145
MG495146
MG495157 MG495180  MG495203 MG525554
MG495158 MG495181  MG495204 MG525555
MG495159  MG495182  MG495205 MG525556
MG495147
MG495148  MG494268
MG494269
MG495149  MG494270
MG494271
MG494272

MG495150  MG494273
MG495160 MG495183  MG495206 MG525557
MG494274
MG495156 ~ MG494275
MG495151  MG494276

MG495161 MGA495184  MG495207 MG525558 MG494277
MG494278
MG494279
MG495162 MG495185  MG495208 MG525559 MG494280
MG494281

MG495152  MG494282
MG495163 MG495186 ~ MG495209 MG525560
MG495164 MG495187  MG495210 MG525561
MG494283
MG495165 MG495188 MG495211 MG525562  MG495153  MG494284

MG495166  MG495189  MG495212 MG525563
MG495167 MG495190 MG495213 MG525564

MG495168 MG495191  MG495214 MG525565 MG494285
MG495169 MG495192  MG495215 MG525566 MG494286
MG494287
MG495170 MG495193  MG495216 MG525567 MG494288
MG494289

MG495154  MG494290
MG495171  MGA495194  MG495217 MG525568
MG495172  MG495195  MG495218 MG525569

MG495173  MG495196 ~ MG495219 MG525570

MG495174  MG495197  MG495220 MG525571
MG494300

MG495175 MG495198  MG495221 MG525572
MG495155  MG494301

MG495176  MG495199  MG495222 MG525573

MG495177  MG495200 MG495223 MG525574

MG495178  MG495201  MG495224 MG525575

MG495179  MG495202  MG495225 MG525576
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5. TARTISMA ve SONUC

Flavobacteriaceae familyasina mensup tiirler; tathh ve tuzlu suda yasayan
baliklar basta olmak tizere, bitkiler (Bernardet ve Nakagawa, 2006), omurgasizlar (Li
ve ark., 2010), amfibiler (Xie ve ark., 2009), siiriingenler (Hernandez-Divers ve ark.,
2009), kuslar (Segers ve ark., 1993) ve insanlarin da dahil oldugu (Benedetti ve ark.,
2011) birgok (Haburjak ve Schubert, 1997) canli organizma tiiriinde hastalik
vakalarindan Dbildirilmistir (Loch ve Faisal, 2015). Bu tiirlerin fenotipik
identifikasyonda; morfolojik, fizyolojik, metabolik, biyokimyasal, kemotaksonomik
ozellikler (hiicre duvari bilesikleri, yag asiti profili vb.), faj tiplendirme, yiizey
antijenleri ve antimikrobiyal duyarlilik profilleri kullanilmaktadir.

Flavobacterium tiirlerinin  fenotipik olarak identifikasyonunda; farkh
sicakliklarda iireme, koloni morfolojisi, karbonhidrat fermantasyonu, jelatin ve eskiilin
hidrolizi, kondroitinaz iiretimi, oksidaz, katalaz, nitrat indirgenmesi, hidrojen stilfit
tiretimi, tuzluluk toleransi ve fleksirubin pigment varlig1 gibi birgok testin yapilmasi
gerekmektedir. Bu testlerin yapilabilmesi i¢in ortalama 7-10 giin bir siire
gerekmektedir. Ancak s6z konusu fenotipik oOzelliklerinin ayni tiir igerisinde
heterojenite gostermeleri (spontan mutasyonlar ve kromazal farkliklar nedeniyle
biiylime kosullarindaki degisimler) ve tekrarlanabilirliklerinin zayif olmasi, fenotipik
testlerle yapilan identifikasyolarin giivenirliliginin sorgulanmasia yol a¢gmaktadir.
Ayrica Flavobacterium tlirlerinde biyokimyasal ve fenotipik testler i¢in harcanan
stirenin uzun olmasi ve belirli bir standardinin olmamasi gibi nedenler arastirmacilari
daha hizli ve giivenilir sonuclar veren molekiiler yontemlere yoneltmektedir.

Flavobacterium tiirlerinin dizi analizi ile yapilan identifikasyonda 16S rRNA
ve DNA gyrase bolgeleri kullanilmaktadir. Ancak 16S rRNA bdlgesi birbiri ile ¢ok
yakin iliskili olan tiirlerin birbirinden ayrilmasinda yeterli olmayabilir (Bernardet ve
Nakagawa, 2006; Fox ve ark., 1992). Bu gibi durumda bakterinin farkli bir gen bolgesi
veya bolgeleri kullanilarak (23S rDNA 16S+23S rDNA, gyrA ve gyrB) cins veya tiir
diizeyinde identifikasyon yapilabilmektedir.
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Bu calismada 16S rRNA bolgesi kullanilarak yapilan dizi analizinde 109
Flavobacterium spp. izolatindan 27 farkli Flavobacterium tiirii identifiye edilmistir.
Bu tiirler igerisinde; F. psychrophilum (%23), F. branchiarum (%15,5) ve F.
tiangeerense (%8)’nin en yaygin tiirler oldugu tespit edilmistir.

Flavobacterium tiirleri basta salmonid baliklar olmak iizere bir¢ok tatli su balik
tiirtinden izole edildigi bildirilmistir (Loch ve Faisal, 2015). Calismamizda gokkusagi
alabaligi ve lokal olarak iiretimi yapilan dogal alabalik tiirlerinde (Anadolu/dag
alabalig1, kaynak alabaligi, karadeniz alabaligi, Coruh alabaliginda) hastalik
vakalarindan Flavobacterium spp. izole edilmistir. Bu izolatlarin yaklasik %63’ 0,1-
2 gram agirligindaki baliklardan izole edilmistir. Bu durum gokkusag: alabaligi
kulugkahanelerinde Flavobakteriyozisin 6nemli bir sorun oldugunu gostermektedir
(Madetoja ve ark., 2002; Wiklund ve ark., 1994).

F. psychrophilum

Ulkemizde gecmis yillarda yapilan birgok arastirmada, gokkusagi
alabaliklarindaki hastalik vakalarindan F. psychrophilum rapor edilmistir (Cagirgan ve
ark., 1997; Diler ve ark., 2003; Oztiirk ve Altinok, 2014). Calismamizda da 5 farkli
bolgeden F. psychrophilum izole edilmistir.

Brown ve arkadaslar1 (1997) F. psychrophilum’un vertikal olarak anaglardan
yavruya sperm ve yumurta vasitasiyla gectigini; Kubilay ve ark (2009); F.
psychrophilum’un anaglardan, kulugckahane suyundan ve yumurtalardan izole
edildigini, anaglardan ve yumurtadan larvaya bulagmanin miimkiin olabildigini
bildirmislerdir. Caligmamizda gokkusagi alabaligi anaglarina ait spermden F.
psychrophilum’un izole edilmesi arastirmacilarin vertikal geg¢is konusundaki
raporlarini desteklemektedir.

F. psychrophilum'un epidemiyolojik 6zelliklerinin belirlemesinde PFGE,
PCR-RFLP, RAPD-PCR ve ribotiplendirme gibi yontemler kullanmaktadir (Chakroun
ve ark., 1997; Chakroun ve ark., 1998; Izumi ve ark., 2003; Lorenzen ve ark., 1997;
Madsen ve Dalsgaard, 1999). PCR-RFLP yontemi; izolatlar arasindaki genetik
varyasyonun belirlemesinde kullanilan ayrim giicli yiiksek, kolay uygulanabilen

giivenilir bir metottur (Tabata, 2004).
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Bu ¢alismada daha 6nce yapilan galigmalara benzer olarak F. psychrophilum
izolatin genetik yakinliklarmnin belirlenmesinde PCR-RFP kullanilmustir. izolatlarin
genetik yakinliklarmin belirlenmesi i¢in gyrA’nin 396 bp uzunlugundaki kisminin
Mph1103I enzimi ile kesilmesi neticesinde elde edilen profiller karsilastirilmistir.
Izumi ve ark., (2007) ayu ve gokkusagi alabaliklarindan izole edilen F. psychrophilum
izolatlarin1 kullanarak yaptigi genotiplendirmede; ayu baliklarinda QR genotipinin
(%82,4) ve gokkusagi alabaliklarinda QS genotipinin (%82,3) yaygin oldugunu
bildirilmistir. Calismamizda ise gokkusagi alabaligi ve diger lokal alabalik (Coruh
alabalig1 ve kaynak alabalig1) izolatlarinin tamaminin QS genotipine ait oldugu tespit
edilmistir.

Bu ¢alismada F. psychrophilum izolatlarinin gyrB bélgesi kullanilarak yapilan
RFLP analizinde gokkusagi alabalig1 izolatlarinin %87 sinin S genotipinde, %13 iliniin
R genotipinde oldugu ve ayrica Coruh ve kaynak alabaligi izolatlarmin ise S
genotipinde yer aldig1 belirlenmistir. Japonya'da gokkusagi alabaligindan izole edilen
F. psychrophilum izolatlar1 kullanilarak yapilan bir ¢alismada izolatlarin %90,3"{iniin
“R” genotipinde oldugu, (Izumi ve ark. 2003) ve Sili’de ise gokkusag alabaliklarindan
izole edilen izolatlarinin %55,6’sin R genotipinde oldugunu bildirmistir
(Valdebenito ve Avendafio-Herrera, 2009). Bu ¢alismada kullanilan F. psychrophilum
izolatlarinin %87’sinin S genotipinde yer almasiyla Japonya ve Sili izolatlar ile
yapilan aragtirmalardan farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

F. psychrophilum izolatlarinin 16S rRNA bolgesinin Mnll enzimi ile kesilerek
yapilan RFLP analizinde, Solue ve ark., (2005) ve Hesami ve ark., (2008) 2 genotip
(Lin I ve 1) bildirirken, ¢alismamizda bu iki genotipe ilaveten Lin-Ill olarak
adlandirdigimiz yeni bir genotip belirlenmistir. Bu ¢aligmada Lin-I’de: koho
salmonlardan izole edilmis olan NCIMB 1947, NCIMB 2248 suslar1 yer alirken, Lin-
I’de; gokkusagi alabaligi, Coruh alabaligi ve kaynak alabaligindan izole edilen
izolatlar, Lin III’de; gokkusagi alabaligindan izole edilmis olan FP-24 yer almistir.
Ramsrud ve ark., (2007) 4 farkli kita ve 11 farkli balik tiiriinden izole edilmis olan 73
F. psychrophilum izolat1 ile yaptig1 caligmada pasifik salmonlarda her iki genotipinde
(Lin I ve I1) bulunabildigini, gokkusagi alabaligindan izole edilen izolatlarin ise sadece
Lin-1’genotipinde yer aldigin1 bildirmesi, c¢aligma sonuglarimizla benzerlik

gostermistir (Ramsrud ve ark., 2007). Gelecekteki arastirmalarda, izolatlarin izole
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edildigi balik tiiriiyle baglantili olarak farklilik gosterebilme durumu ve Lin-111
genotipinde yer alan FP-24 nolu izolatin farkli bir profil vermesi iizerinde durulmali
ve ayrintili dizi analizleri yapilarak, farkliligin nedenleri iizerinde ¢alisilmalidir.

Bu ¢alismada 16S rRNA’nin (1092 bp) bolgesi Alul ve Taqgl enzimleri ayr1 ayri
kesilmesi sonucunda sirasiyla A-1, A-11 ve T-I, T-1I olmak {izere iki farklit RFLP profili
belirlenmistir. Her iki enzimle kesim sonrasinda benzer profiller elde edilmistir.
Gokkusagr alabaligi ve koho salmon izolatlarinin ayn1 grupta (A-I ve T-1), Coruh ve
kaynak alabaligi izolatlarinin ise A-1l ve T-II farkli bir grupta yer aldigi tespit
edilmistir. Alul veya Tagl enzimi kullanimi durumunda konak¢i ayriminin kismi
olarak yapilabildigi ancak cografik bdlge ayriminin tam olarak yapilamadigi
gOriilmiistiir.

gyrB ve 16S rRNA bolgelerinin PCR-RFLP analizi ile olusturulan ortak RFLP
profillerinin ortalama benzerlik baglantisi kullanilarak yapilan filogenetik analizde 3
genetik gruba ayrildigr goriilmiistiir. RFLP-I grubunu yalnizca gokkusagi alabalig
izolatlarindan olusurken RFLP-I1 grubu Coruh ve kaynak alabaliklarindan izole edilen
izolatlardan olusmaktadir. RFLP-1Il grubu ise %95 benzerlik orani ile 2 genotipe
ayrilmigtir. RFLP-IIla genogrubu koho salmon izolatlarindan olusurken RFLP-111b
genotipi 2014 yilinda I¢ Anadolu’dan izole edilen FP-24 nolu izolattan olusmaktadir.
Bu izolatin diger gokkusagi alabaligi izolatlarina benzerligi %86,9 bulunmustur.

Bu ¢aligsmada kullanilan tiim RFLP profillerinin cografik ve konak¢1 ayriminin
yapilabilmesi amaciyla jel goriintiilerinin ayr1 ayr1 ve kombine edilerek
karsilastirilmast yapildi. Tek tek analizi yapilan jel goriintiilerinin konak¢r ayrimim
tam olarak yapamadigi goriilmistiir. Jel goriintiilerinin kombine edilerek birlikte
kullanilmasiyla olusturulan ortak RFLP profilinde ise bakterinin izole edildigi
konak¢inin ayriminin yapilabildigi fakat cografik bdlge ayriminin yapilamadigi
belirlenmistir.

Ulkemizde 5 farkli bolgesinden izole edilen F. psychrophilum izolatlarinimn
genotipik olarak homojen bir yapida olmasi, isletmeler arasinda yumurta ve yavru
balik transferlerinin yapilmasi, ayni su kaynaginda ¢ok sayida isletme olmasi sebebiyle
etkenin yayilim gostermesine baglanabilir.

RTFS/BCWD'ye birgok as1 ¢alismasi yapilmasina ragmen etkili bir ticari as1

mevcut degildir. F. psychrophilum ‘e karsi antibiyotik kullanimina alternatif olarak
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sunulan faj tedavisi ve probiyotik bakterilerin kullanimina ydnelik ¢alismalar son
yillarda artis gostermistir. Fakat bunlarin F. psychrophilum enfeksiyonunu dnlemede
etkisinin tam olarak kanitlanmasi i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
nedenle, RTFS/BCWD salginlarin1 kontrol etmek i¢in antibiyotiklerin kullanimi tek
secenektir. Bu durumun F. psychrophilum’da antimikrobiyallere karsi1 direng
gelistirmesine neden olacag sliphesizdir (Gomez ve ark., 2014).

F. psychrophilum'un antimikrobiyal duyarliliklarinin belirlenmesine yonelik
cok say1 calisma mevcuttur (Boyacioglu ve ark., 2015; Boyacioglu ve Akar, 2012;
Bruun, ve ark., 2003; Durmaz ve ark., 2012; Kum ve ark., 2008; Michel ve Garcia,
2003; Smith ve ark., 2016; Soule ve ark., 2005). Ancak, bu c¢alismalarda farkli besi
yerleri ve inkiibasyon sicakliklarin kullanilmasi antimikrobiyal duyarlilik testlerindeki
verilerin karsilastirilmasini zorlastirmaktadir.

Bu calisgmada F. psychrophilum’un antimikrobiyal duyarliliginin fenotipik
olarak belirlenmesinde disk difiizyon ve MIK testleri kullanmilmistir. AML, ENR, OT
ve OA antimikrobiyallerinde disk difiizyon sonuglar1 MIK testiyle birbirine benzerlik
gosterirken, ERM, FFC ve SXT’de bu iki test arasinda farklilik goriilmiistiir. Bu
nedenle zorunlu psikrofilik bir bakteri olan F. psychrophilum gibi bakterilerin
antimikrobiyal duyarliliklarinin  belirlenmesinde MIK  testinin  kullanilmasi
onerilmektedir (Smith ve Kronvall, 2015; Smith ve ark., 2018).

Bu ¢alismada F. psychrophilum izolatlarinin florfenikole karsi esik degerinin
2 mg/l oldugu bulunmustur. Bu sonuglar; CLSI (2018), Van Vliet ve ark. (2017), Ngo
ve ark., (2017) ve Smith ve ark., (2016)’nin ¢alisma sonuglari ile benzerlik gostermis
ve ¢aligmamizda da kullanilan tiim F. psychrophilum izolatlarinin florfenikole karst
duyarli tipte (WT) oldugu belirlenmistir.

Gram negatif bakterilerde florfenikol direncinden primer olarak ilacin hiicre
digina ¢ikartilmasindan sorumlu olan floR geninin sorumlu oldugu bilinmektedir
(Fernandez-Alarcon ve ark., 2010). Bu gen, salmonidlerde hastalik yapan Hafnia
alveai, Pseudomonas spp., Citrobacter freundii gibi tiirlerde rastlanirken;
Flavobacterium tiirlerinden heniiz rapor edilmemistir (Miranda ve ark., 2013).
Verner-Jeffreys ve ark. (2017); Flavobacterium spp. ile aym1 genusda yer alan
Chryseobacterium spp. izolatlarinda florfenikol (floR), tetrasiklin (tetX), streptotrisin

ve kloramfenikol asetiltransferaz genlerini iceren gen kaseti tespit etmistir. Fakat tespit
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edilen bu gen kasetinin Flavobacteriaceae izolatlarinda yaygin olmadigini bildirmistir
(Verner-Jeffreys ve ark., 2017). Caligmamizda daha o6nce F. psychrophilum
izolatlarinda bildirilmemis olan floR geni FP-100 nolu izolatta tespit edilmis ancak FP
100 nolu izolatin florfenikole kars1 duyarli (WT) tipte oldugu ve direng geni varligini
fenotipine yansimadigi goriilmiistiir. Bu durum floR geninin ekspresyon sentezinin
diizenlenmesi ve florfenikol direncinin fenotipik ekspresyonuyla baglantili konake1
faktorlerinin belirlenmesine yonelik daha ayrintili ¢alismalar yapilmasina ihtiyag
oldugunu gostermistir.

Bu ¢alismada F. psychrophilum izolatlarinin esik degerinin enrofloksasinde
0,03 mg/l, oksalinik asitte ise 0,25 mg/l oldugu tespit edilmistir. Bu galismada
kullanilan epidemiyolojik esik deger; CLSI (2018), Van Vliet ve ark. (2017), Ngo ve
ark., (2017) ve Smith ve ark., (2016)’nin ayn1 yontemle belirlemis olduklar1 esik
degerlerle benzerlik gostermektedir. Ngo ve ark., (2017); Ingiltere’den izole edilmis
olan izolatlarla yaptiklart ¢alismada; enrofloksasin ve oksalinik asite karsi
duyarliliklar1 azalan izolatlarin (N-WT) oranimi sirasiyla %85 ve %84 olarak
belirlemistir. Smith ve ark., (2014); Ingiltere ve Danimarka izolatlariyla yaptiklari
calismada oksalinik asitin N-WT oraninin %48 oldugunu bildirmistir. Van Vliet ve
ark. (2017) ise Amerika’dan izole edilmis izolatlarla yaptiklar1 ¢alismada hem
enrofloksine hem de oksalinik asite kars1 tiim izolatlarin duyarl tipte (WT) oldugunu
rapor etmistir. Bu ¢alismada da, F. psychrophilum izolatlarinin enrofloksasin ve
oksalinik asit antimikrobiyallerinde N-WT oran1 %88 olarak tespit edilmistir.

Gram negatif bakterilerde gyrA, gyrB, parC ve parE genlerindeki noktasal
mutasyonlar sonucunda kinolonlara kars1 olusan diren¢ seviyesinin oldukca yiiksek
oldugu bilinmektedir. Akuakiiltiirde kinolonlarmm yaygin kullanimi sonucunda A.
salmonicida, Edwardsiella tarda ve Photobacterium damselae gibi bazi balik
patojenlerinde tespit edilen oksalinik asit direncinin gyrA boélgesindeki mutasyondan
kaynaklandigi bildirilmistir (Goni-Urriza ve ark., 2002; Kim ve ark., 2011). Farkli
aragtirmacilar tarafindan F. psychrophilum’un kinolonlara kars1 direng gelistirdigi bu
direncinde DNA giraz ve topoizomeraz IV’de meydana gelen mutasyonlardan
kaynaklandigi rapor edilmistir. (Gibello ve ark., 2004; Izumi ve ark., 2007; Miranda
ve ark., 2013; Shah ve ark., 2014).
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F. psychrophilum izolatlarinda kinolon direncinin genetik olarak tespit
edilmesi amaciyla yapilan bir caligmada; gyrA bolgesindeki 82. amino asit olan
treoninin degisime ugrayarak arjinine doniistiigli bildirilmistir. Ayn1 calismada,
fenotipik olarak direngli oldugu belirlenen izolatlarin tiimiinde, kromozomal
mutasyona bagli olarak genetik direng gelistigi tespit edilmistir (Shah ve ark., 2012b).

Shah ve ark., (2012b)’nin bildirdigi gibi ¢alismamizda da gyrB ve parC
bolgelerinde amino asit degisimine yol agmayan sessiz mutasyonlar tespit edilmis ve
aktarilabilir plazmid aracili kinolon (qnr) diren¢ genlerini tasiyan herhangi bir izolat
tespit edilememistir.

ParC ve parE bolgelerindeki mutasyonlarin siklikla gyrA bolgesinde meydana
gelen mutasyonlari ile birlikte sekillendigi, parC veya parD biriminde meydana gelen
bir mutasyonun tek basina bakterinin kinolon duyarliligini degistirmedigi bildirilmistir
(Cengiz, 2010). Calismamizda fenotipik olarak kinolanlara duyarliligi azalmisg (N-
WT) olarak belirlenen 4 izolatin gyrA ve parE bolgesinde mutasyon sekillendigi
belirlenmistir. Hooper, 1999; gyrA ile birlikte parC veya parE birimlerinde goriilen
mutasyonlarin yiiksek etkili direng olusturdugunu bildirmistir (Hooper, 1999). Bu
durumda tilkemizde FP-108, FP, 116, FP-123, FP-335 izolatlarmin yiiksek etkili
kinolon direnci gelistirmis oldugu sdylenebilir.

Bu ¢alismada F. psychrophilum izolatlarinin oksitetrasiklin esik degeri, Ngo
ve ark., (2017)’nin yaptig1 calismada oldugu gibi 0,25 mg/l belirlenmistir. CLSI
(2018), Smith ve ark., (2016) ve Van Vliet ve ark. (2017)’nin yaptiklari ¢aligmalarda
ise oksitetrasiklin esik degeri 0,125 mg/1 olarak rapor edilmistir. Ngo ve ark., (2017);
oksitetrasikline kars1 antimikrobiyal duyarliliklar1 azalan izolatlarin (N-WT) oranini
%58; Smith ve ark., (2014); %36(N-WT); Van Vliet ve ark. (2017)’ ise %24(N-WT)
oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda ise N-WT oran1 %72 oldugu tespit edilmistir.
Bu durumda, F. psychrophilum enfeksiyonlarinin tedavisinde Avrupa, Amerika’da
oldugu gibi iilkemizde de ruhsatli olan oksitetrasiklinin antimikrobiyal duyarliligin
azaldig1 soylenebilir.

Yersinia ruckeri, Lactococcus garvieae gibi bircok akuatik bakteri tiiriinde
tetrasiklin diren¢ genlerinin varligi rapor edilmistir (Akinbowale ve ark., Barton,
2007). Su ve sediment drneklerinden izole edilen Flavobacterium spp. tiirlerinde

antimikrobiyal dirence yonelik yapilan az sayidaki aragtirmada ise; tetA, tetB, tetC,
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tetE, tetM, tetH ve tetL genlerinin varligi rapor edilmistir (Akinbowale ve ark., 2007,
Dolejska ve ark., 2009; Miranda ve ark., 2003). Calismamizda oksitetrasikline karsi
antimikrobiyal duyarliligi azalan tiirlerde dahi tetrasiklin direng¢ genleri tespit
edilememistir. Bu durum fenotipik olarak tespit edilen antimikrobiyal direncin her
zaman genotipe yansimayabilecegini gostermektedir.

Bu calismada F. psychrophilum izolatlarinin eritromisin esik degerinin 8 mg/1
olarak tespit edilmesi; CLSI, Van Vliet ve ark. (2017) ve Ngo ve ark., (2017)’nin
caligmalarinnda elde edilen eritromisinin esik degerlerine iliskin sonuglari
desteklemektedir. Ngo ve ark., (2017) ve Van Vliet ve ark. (2017)’nin yaptiklar
caligmalarda tiim izolatlarin eritromisine duyarli tipte (WT) oldugu bildirilmistir.
Calismamizda ise eritromisine duyarliligi azalmis tipte (N-WT) izolat oraninin %20
oldugu belirlenmistir. Bu durum; baliklarda kullanim i¢in Avrupa, Amerika ve
Tiirkiye’de ruhsathi olmayan ve genellikle Gram pozitif patojenlerin tedavisinde
kullanilan eritromisinin etiket dis1 olarak iilkemizde yogun bir sekilde kullanilmasi ile
iliskilendirilebilir.

Bu ¢alismada F. psychrophilum izolatlarinin amoksisilin esik degeri 0,064 mg/1
olarak belirlenmistir. Ngo ve ark., (2017)’nin 133 izolatla yaptiklar1 c¢aligmada
izolatlarnin yaklasik %70’inin MIK degerin minimum konsantrasyonun altinda
cikmasindan dolayr esik deger saptanamamistir. Calismamizda kullanilan tiim
izolatlarin amoksisiline duyarli tipte (WT) oldugu tespit edilmistir.

Bu ¢alismada F. psychrophilum izolatlarinin sulfamethoksazol + trimetoprim
esik degeri 16/304 mg/l olarak kaydedilmistir. Smith ve ark., (2016) ’'nin yaptigi
calismada 1/19 mg/l, Van Vliet ve ark. (2017) 'nin yaptig1 calismada 0,5/9,5, Ngo ve
ark., (2017) ’nin yaptig1 caligmada ise 8/152 mg/1 olarak bildirilmistir. CLSI’nin revize
standartlinda da belirtildigi gibi laboratuvarlar arasinda F. psychrophilum izolatlarinin
Sulfamethoksazol + trimetoprim igin belirlenen MIK degerlerinin ¢ok degisken olmas1
ve standart hatalarinin fazla olmasi nedeniyle esik degerlerde farkliliklar ortaya
cikmigtir. Bu durum standardize edilmemis esik degerlerle kesin bir sonuca
varilamayacagini1 gostermektedir. Minogue ve ark., (2012) A. salmonicida ve E. tarda
ile yaptiklart c¢alismalarda sulfamethoksazol/trimetoprim duyarliligindaki yiiksek
varyasyonlarin, aktarilabilir niteliktedeki sul (sull, sul2 ve sul3) diren¢ genlerinin

varligindan kaynaklanabilecegini bildirmistir (Minogue ve ark., 2012).
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Wang ve ark., (2014) akuatik ¢evrede yaygin olarak bulunan Flavobacterium
spp.’de sul (sull, sul2 ve sul3) genlerini tespit ettigini bildirmistir. Bu ¢aligmada ise
daha 6nce F. psychrophilum izolatlariyla ilgili bildirim yapilmamis olan sul2 geni; FP
82, FP 90, FP 100, FP 116, FP 120, FP 123 nolu izolatlarda tespit edilmistir.

Flavobacterium spp.

Flavobacterium tiirlerinin neden oldugu hastalik salginlar1 ve bunlarla
miicadeleyi amaglayan ¢alismalarin biiylik gogunlugu Flavobacterium psychrophilum,
F. columnare ve F. branchiophilum’i konu almistir. Son yillarda bir¢cok yeni
Flavobacterium tiiriiniin de sistemik olarak enfekte veya klinik belirti gosteren
baliklardan izole edildigi bildirilmistir (Loch ve Faisal, 2015). Bu yeni Flavobacterium
tirlerinin ekolojisi, epidemiyolojisi ve patogenezi hakkinda bilgilerin sinirli oldugu
goriilmiistiir (Austin ve Austin, 2016; Loch ve Faisal, 2017).

Son yillarda tespit edilen Flavobacterium tiirlerinin hastalifin asil etkeni olup
olmadigina iliskin fazla bir ¢aligma bulunmamaktadir. Yapilmis olan sinirlt sayidaki
calismada F. johnsoniae ve F. spartansii’nin Koch postulatlarini sagladigini
bildirilirken diger Flavobacterium tiirlerinin saglayip saglamadigina ydnelik bir
bilgiye rastlanilamamustir (Loch, ve Faisal, 2014; Soltani ve ark.,1994).

Gokkusag alabaligi, kahverengi alabalik ve koho salmon iizerine yapilan
caligmalarda Flavobacterium spp.’nin solungag, bagirsak, dollenmis/g6zlenmis
yumurtalarin dogal mikrobiyotasinda bulundugu bildirilmistir (Lowrey ve ark., 2015;
Romero ve Navarrete, 2006; Wilkins ve ark., 2015; Wong ve ark., 2013).

Bu kapsamda yapilmis en kapsamli ¢aligma Michigan State Universitesi’nde
bulunan arastirmaci Thomas Loch tarafindan yapilmistir. Loch ve ark., (2013), 2003-
2010 yillar1 arasinda Michigan'da (ABD) bulunan tatli su kaynaklarinda yasayan
saglikli veya hastalik semptomu gosteren dogal ve kiiltiir baliklarinda yaptiklar1 saha
taramasinda 21 farkli balik tiirlinden toplam 211 Flavobacterium spp. izole etmistir.
S6z konusu izolatlar1 16S rRNA bolgesi kullanilarak %96,5-100 oraninda identifiye
etmis ve 21 farkli Flavobacterium tiiri rapor etmistir. Calismamizda ise 2013-2017
yillar1 tlkemizin 6 farkli bolgesinden gerek hastalik semptomu gosteren gerekse

saglikli goriilen ve yetistiriciligi yapilan 5 farkli salmonid tiirinden toplam 109
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Flavobacterium spp. izole edilmistir. 16S rRNA bolgesi kullanilarak yapilan dizi

analizinde 109 Flavobacterium spp. izolattindan 27 farkli Flavobacterium tiirii

identifiye edilmistir. Loch ve ark., (2013) arastirma sonuglarina benzer olarak

calismamizda da F. aquidurense, F. frigidimaris, F. glacei, F. hercynium, F.

hibernum, F. hydatis, F. oncorhynchi, F. pectinovorum, F. psychrophilum, F.

reichenbachii F. succinicans ve F. tiangeerense tiirleri izole edilmistir.

F. branchiarum ilk olarak Zamora ve ark. tarafindan 2013 yilinda gékkusagi
alabaliklarinin solungag ve karacigerlerinden izole edilmistir. Bu ¢alismada F.
psychrophilum’dan sonra en fazla izole edilen tiir olan F. branchiarum; su
sicakliginin 8-12°C arasinda oldugu donemlerde gokkusagi alabalig1 frylarinin
(0,2-3g) bobreklerinden izole edilmistir. Gozlerde uni-bilateral egzoftalmus,
renkte hiperpigmentasyon gibi genel semptomlar gosteren baliklarda ciddi
Olimlerin olmadig1i belirlenmistir.  RFLP ile yapilan genotiplendirme
calismasinda F. Dbranchiarum izolatlarin homojen bir yapida oldugu
saptanmistir.

flk olarak Cin’de Xin ve ark., Uygur Ozerk bdlgesindeki (2009) buzullardan
izole edilen F. tiangeerense, daha sonra Loch ve ark., (2013) tarafindan
hastalik semptomu géstermeyen gokkusagr alabaligi (200-250 g), kahverengi
alabalik fingerlinglerinin solungaglarindan ve anag¢ boydaki koho salmonlarin
bobreklerinden izole edilmistir. Calismamizda ise etken farkli su
sicakliklarinda (10-18°C) gokkusagi alabaliklarimin (0,3-200g) bobrek ve
karacigerlerinden izole edilmistir. Baliklarda renkte hiperpigmentasyon,
istahsizlik gibi genel semptomlarin yami sira deride iilseratif lezyonlar
goriilmiistiir. Calismamizda, dokuz F. tiangeerense izolatinin 3 farkli genotipe
ayrildigr belirlenmistir. Amerika’da yapilan bir calismada ise iic F.
tiangeerense izolatinin 2 ayri genotipte yer aldigi rapor edilmistir (Loch ve
ark., 2013).

F. collinsii ilk olarak Zamora ve ark. tarafindan 2013 yilinda gokkusagi
alabaliklarinin karacigerinden izole edilmistir. Calismamizda izolatlar su
sicakliginin 10-12°C oldugu dénemde herhangi bir klinik bulgu gostermeyen
gokkusagi alabaligi (yumurta ve 0,2-130g) ve Anadolu alabaligindan (keseli
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frylardan) izole edilmistir. Calismamizda RFLP analizlerinde F-353 nolu
Anadolu alabalig1 izolati ile F-75, F-336, F-348, F-355, F-361 nolu gokkusagi
alabaligi izolatlarmin balik orijini bakimindan ayrimiin yapilabildigi
gorilmistir.

F. succinicans ilk olarak Anderson ve Ordal (1961) tarafindan chinook salmon
fingerlinglerinin ~ (Oncorhynchus tshawytscha) kaudal yiizgeglerindeki
erozyonlardan izole edilmistir. Daha sonra Loch (2012) tarafindan
Michigan’daki tatli su kaynaklarinda bulunan baliklar iizerinde yapilan rutin
saglik taramasinda klinik bulgu ve mortalite gostermeyen, kaynak alabaligi,
gokkusag alabaligi, kahverengi alabalik ve beyaz gdl baligindan (Coregonus
clupeaformis) etken izole edilmistir. Calismamizda ise F. succinicans 12-15°C
su sicakliginda yasayan ve herhangi bir klinik bulgu gostermeyen gokkusagi
alabaliklarindan (0,2-3000g) izole edilmistir. Calismamizda, alti F.
succinicans izolatinin 2 farkli genotipe ayrildigi goriilmiisken Loch ve ark.,
(2013) yaptiklari ¢alismada 16 F. tiangeerense izolatinin 4 genotipe ayrildigini
bildirmistir.

Ik olarak Christensen, (1977) tarafindan Ingiltere’nin giineybatisinda
topraktan izole edilen F. pectinovorum, daha sonra Loch ve ark., (2013)
tarafindan gokkusagi alabaligi fingerlingleri ve koho salmonlardan goriilen
salginlardan izole edilmistir. Arastirmacilar solungaclarda ve karacigerde
solgunluk, yiizge¢ diplerinde erezyon ve dalakta biiylime gibi klinik bulgular
rapor etmistir. Calismamizda ise etken 10-12°C su sicakliginda yasayan
gokkusagi alabaligi (1g) ve Anadolu alabalifinin (4000 g) bobrek ve
karacigerlerinden izole edilmistir. Klinik bulgu olarak ise sadece yiizge¢
diplerinde erezyon gorilmiistir. Calismamizda, dort F. pectinovorum
izolatimin 2 ayr1 genotipde yer aldig1 saptanmasina karsilik, Loch ve ark.,
(2013) 28 izolat ile yaptig1 filogenetik analizde izolatlarin 3 farkli genotipe
ayrildigini bildirmistir.

F. tructae ve F. piscis ilk olarak Ispanya’da gokkusag: alabaliklarinda
septisemi ile seyreden bir salgindan solungag, karaciger ve bobrekten izole
edilmistir (Zamora ve ark., 2014). Calismamizda ise F. tructae ve F. piscis su
sicakliginin 10-15°C oldugu donemde goriilmiistiir. F. tructae 0,3-100 g
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gokkusagi alabaliklarindan, F. piscis ise gokkusagi alabaligi (0,2-1 g) ve
karadeniz alabaligindan (0,2 g) izole edilmistir. Solungaglarda hafif sislik ve
anemi, istahsizlik, karacigerde anemi, dalakta biiyiime gibi semptomlarin
goriilmesi Zamora’'nin belirttigi septisemi bulgulari ile benzerlik géstermistir.
Caligmamizda, F. tructae izolatlarinin homojen bir yapida oldugu goriiliirken,
F. piscis izolatlarinin heterojen bir yapida (2 genotip) oldugu goriilmiistiir.

F. branchiicola ilk olarak Zamora ve ark. tarafindan 2013 yilinda gékkusagi
alabaliklarinin  karacigerinden izole edilmistir. Calismamizda izolatlar
genellikle su sicakliginin 10-15°C oldugu dénemde gokkusagi alabaligindan
(0,2-10 g) izole edilmistir. Gozlerde hafif uni-bilateral egzoftalmus,
solungaglarda sislik ve anemi gibi semptomlar gosteren baliklarda ciddi
oliimlerin olmadigi goriilmistiir. Calismamizda, F. branchiicola izolatlarinin
heterojen bir yapida (2 genotip) oldugu goriilmiistiir.

F. hercynium ilk olarak Almanya’nin kuzeyinde bulunan dere suyundan izole
edilmistir. (Cousin ve ark., 2007). Amerika’da yapilan baska bir ¢alismada ise
yiizgeclerde asinma ve nekroz, asites, unilateral egzoftalmus, karacigerde
solgunluk, dalakta biiyiime ve enteritis belirtileri gosteren kaynak alabaligi,
gokkusagi alabalig1 ve kahverengi alabalik frylarindan izole edilmistir (Loch
ve ark., 2013). Calismamizda ise etken su sicakligimin 10-15 ° oldugu
donemlerde Anadolu alabalig1 (4000 g) ve gokkusag: alabaliklarindan (20-35
g) izole edilmistir. Yiizge¢ diplerinde kanama, asites ve enteritis gibi
semptomlarin goriilmesi Loch ve ark., (2013)’nin belirttigi klinik bulgular ile
benzerlik gostermistir. Calismamizda, ti¢ F. hercynium izolatinin 2 farkli
genotipte yer aldig1 belirlenmistir. Loch ve ark., (2013); 33 izolat ile yaptig1
filogenetik analizde ise F. hercynium izolatlarinin 5 farkli genotipe ayrildigini
bildirmistir.

F. oncorhynchi ilk olarak Ispanya’da juvenil gékkusag alabaliklarinda soguk
su hastalig1 benzeri semptomlar gésteren bir salgindan, dalak, karaciger ve
bobrekten izole edilmistir (Zamora ve ark., 2012). Amerika’da yapilan baska
bir ¢alismada ise unilateral egzoftalmus, karaciger ve bobrekte solgunluk,
dalakta biiyiime ve solungaglarda epiteliyel hiperplazi belirtileri gésteren
kaynak alabalig1, gokkusagi alabalig1 ve kahverengi alabalik fingerlinglerinden
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izole edilmistir (Loch ve ark., 2013). Calismamizda ise etken su sicakliginin
10-13°C oldugu donemde gokkusagi alabaliklarindan (0,2 g) izole edilmistir.
Solungaglarda anemi ve dalakta biiyiime gibi semptomlarin goriilmesi Loch ve
ark., (2013)’min belirttigi klinik bulgular1 ile benzerlik gdstermistir.
Calismamizda, ii¢ F. oncorhynchi izolatinda ayni genotipte oldugu tespit
edilmisken Loch ve ark., 2013’de yaptiklar1 ¢alismada 20 F. oncorhynchi
izolatinin 2 farkli genotipte yer aldigini bildirmistir.

F. spartansi ilk olarak Amerika’da; egzoftalmus, dermiste multifokal kanama,
dalakta biiyiime, hemorajik enterit ve karacigerde solgunluk semptomlar:
gosteren ana¢ ve fingerling boydaki chinook salmonlarin dalak, karaciger ve
solungaglarindan izole edilmistir (Loch ve Faisal, 2014) Calismamizda ise
etken su sicakliginin 13°C oldugu donemde gokkusagi alabaliklarindan (0,5-
200 g) izole edilmistir. Solungag¢ ve karacigerde solgunluk, dalakta biiyiime
gibi semptomlarin goriilmesi Loch ve ark., (2013)’nin belirttigi klinik bulgular
ile benzerlik gostermistir. Calismamizda, ti¢ F. oncorhynchi izolatinin 2 farkli
genotipte oldugu goriilmiistiir (Loch ve ark., 2013).

F. frigidarium ilk olarak Antartika’da Adelaide adasinin ¢evresinde bulunan
deniz sedimentinden izole edilmistir. (Humphry ve ark., 2001). Daha sonra
Tazmanya'da amoebik solunga¢ hastaligi bulunan Atlantik salmon (Salmo
salar) baliklarinin solungaglarindan izole etmistir (Bowman ve Nowak, 2004).
Patojenitesine iliskin herhangi bir bilgi verilmemistir. Calismamizda ise soz
konusu etkenin 15°C su sicaklifinda ve herhangi bir klinik bulgu gostermeyen
gokkusagi alabaliklarindan (1 g) izole edilmistir. Calismamizda, iki F.
frigidarium izolatinin ayn1 genotipde oldugu goriilmistiir.

F. hibernum ilk olarak kutuplarda bulunan Crooked goliinden izole edilmistir
(McCammon ve ark., 1998). Daha sonra Loch (2013) tarafindan
Michigan’daki tath su kaynaklarinda bulunan baliklar {izerinde yapilan rutin
saglik taramasinda klinik bulgu ve mortalite géstermeyen iskorpit baligindan
(Cottus bairdii) etken izole edilmistir. Calismamizda ise etken 13-15°C su
sicakliginda yasayan ve herhangi bir klinik bulgu gostermeyen Anadolu

alabaligr (0,2 g) ve gokkusagi alabaliklarindan (3 g) izole edilmistir.
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Caligmamiz, Loch ve ark., (2013)’nin yaptig1 ¢aligmaya benzer olarak iki F.
hibernum izolatininda ayn1 genotipte oldugu goriilmiistiir.

F. reichenbachii ilk olarak kuzey Almanya’da dere suyundan izole edilmistir.
(Ali ve ark., 2009). Daha sonra Loch (2013) tarafindan Michigan’daki tatli su
kaynaklarinda bulunan baliklar {lizerinde yapilan rutin saglik taramasinda
klinik bulgu ve mortalite gostermeyen kaynak alabaligi ve kahverengi
alabaliginin bobrek ve solungaglarindan izole edilmistir. Calismamizda ise
etken 10°C su sicakliginda yasayan ve herhangi bir klinik bulgu géstermeyen
Anadolu alabalig1 (0,1 g) ve gokkusagi alabaliklarindan (gozlenmis yumurta)
izole edilmistir. Calismamizda, iki F. reichenbachii izolatininda ayni
genotipde yer aldig1 saptanmasina karsilik, Loch ve ark., (2013) 3 izolat ile
yaptig1 filogenetik analizde izolatlarin 2 farkli genotipe ayrildigini bildirmistir.
F. aquidurense ilk olarak Almanya’nin kuzeyinde bulunan dere suyundan izole
edilmistir. (Cousin ve ark., 2007). Amerika’da yapilan baska bir ¢alismada ise
spiral tarzda yiizme, unilateral egzoftalmus, ylizge¢ tabanlarinda kanama,
solungaglarda solgunluk ve nekroz, dalakta biiyiime ve karacigerde solgunluk
belirtileri gosteren koho salmon frylarindan F. aquidurense izole edilmistir
(Loch ve ark., 2013). Calismamizda ise, su sicakliginin 9°C oldugu donemde
Karadeniz bolgesindeki bir kaynak alabaligi anacindan F. aquidurense izole
edilmistir. Solungaglarda solgunluk gibi semptomlarin goriilmesi Loch ve ark.,
2013’lin belirttigi klinik bulgulari ile benzerlik gostermistir.

F. frigidimaris ilk olarak Giiney kutbunda deniz suyundan izole edilmistir.
(Nogi ve ark., 2005). Amerika’da yapilan baska bir ¢alismada ise spiral tarzda
ylizme, karacigerde beneklenme, solungaclarda solgunluk ve yiizgec
tabalarinda erezyon belirtileri gosteren koho salmon ve kahverengi
alabaliklardan (fry ve fingerling) izole edilmistir (Loch ve ark., 2013).
Caligmamizda ise etken su sicakliginin 10-13°C oldugu donemde gokkusagi
alabaliklardan (0,2 g) izole edilmistir. Solungaglarda solgunluk ve dalakta
biiyiime gibi semptomlarin goriilmesi Loch’un belirttigi klinik bulgular ile
benzerlik gostermektedir. Calismamizda, iki F. frigidimaris izolatininda ayn1
genotipte oldugu belirlenmistir. Loch ve ark., (2013) ise 12 F. frigidimaris
izolat1 ile yaptig1 filogenetik analizde 3 genotipte goriildiigiini bildirmistir.
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F. glaciei ilk olarak Cin’in 1 nolu buzullarindan izole edilmistir (Zhang ve ark.,
2006). Daha sonra Loch (2013) tarafindan Michigan’daki tathh su
kaynaklarinda bulunan baliklar iizerinde yapilan rutin saglik taramasinda
klinik bulgu ve mortalite gostermeyen koho salmon frylarinin beyninden izole
edilmistir. Calismamizda ise etken 10°C su sicaklifinda yasayan gokkusagi
alabaliklarindan (gbzlenmis yumurta) izole edilmistir.

F. hydatis ilk olarak Amerika’da bakteriyel solungag¢ hastaligi semptomlari
gosteren chinook salmonlardan izole edilmistir (Strohl ve Tait, 1978). Daha
sonra Loch (2013) tarafindan Michigan’daki tath su kaynaklarinda bulunan
baliklar lizerinde yapilan rutin saglik taramasinda klinik bulgu ve mortalite
gostermeyen kaynak alabaligi (200-2509) ve kahverengi alabaliklarinin (200-
2509) solungaglarindan izole edilmistir (Loch ve ark., 2013). Calismamizda ise
etken 10°C su sicakliginda bulunan gozlenmis gokkusagi alabalig
yumurtasindan izole edilmistir.

F. plurextorum ilk olarak Ispanya’da gékkusag: alabaliklarinda septisemi ile
seyreden bir salgindan solungag, karaciger ve yumurtadan izole edilmistir
(Zamora ve ark., 2013b). Amerika’da yapilan baska bir ¢alismada ise yine
septisemi belirtileri gosteren gokkusagi alabaligi ve kahverengi alabalik
frylarindan izole edilmistir (Loch ve Faisal, 2014a). Calismamizda ise etken su
sicakliginin 15°C oldugu donemde gokkusagi alabaligindan (7-8 Q) izole
edilmistir.  Solungaglarda  sislik ve anemi, istahsizlik, renkte
hiperpigmentasyon, karaciger solgunluk, dalak biiyiime ve perikarditis gibi
semptomlarin goriilmesi Zamora ve Loch’un belirttigi septisemi bulgulari ile
benzerlik gostermektedir.

Ayrica bu ¢alismada daha 6nce baliklarda hastalik yaptigi rapor edilmeyen F.
antarticum, F. terrigena, F. granuli, F. frigoris, F. saccharophilum, F.
xueshanense ve F. cutihirudinis tiirleri baliklardan ilk defa izole edilmistir. Bu
tirler proje calismalar1 kapsaminda 2013-2017 yillar1 arasinda yapilan saha
orneklemelerinde herhangi bir klinik bulgu gostermeyen gokkusagi

alabaliklarinin i¢ organlardan izole edilmistir.
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Flavobacterium spp. tiirlerinin antimikrobiyal duyarliligi ve direng genlerinin
belirlenmesi konusunda pek fazla aragtirma yapilmamistir. Yapilan sinirli sayidaki
calismalarda Flavobacteriaceae familyasinda yer alan tiirlerin, antimikrobiyallerin
yiiksek konsantrasyonlarini bile tolere edebildigi ve bir¢cok antimikrobiyale karsi
duyarhiliklarinin azaldig: bildirilmistir (Aber ve ark., 1978; Chang ve ark., 1997; Clark,
ve ark., 2009.; Fraser ve Jorgensen, 1997; Loch ve ark.,2013; Verner-Jeffreys ve ark.,
2017). Caligmamizda incelenen Flavobacterium spp. izolatlarinin %54 {iniin
sulfamethoksazol + trimetoprim (19:1), %70’inin eritromisin, %72’sinin oksalinik
asit, %77’sinin enrofloksasin, %83’iinlin florfenikol, %87 sinin oksitetrasiklin i¢in
duyarlilig1 azalan tipte (N-WT) oldugunun belirlenmesi daha 6nce bu konuda yapilan
arastirma sonuclarmni desteklemistir.

Verner-Jeffreys ve ark., (2017); Flavobacterium spp. izolatlarnin (86 izolat)
biiylik bir kisminin 16mg/l gibi yiiksek konsantrasyonda bile amoksisiline tolerans
gosterdigini bildirmistir. Calismamizda ise izolatlarin sadece %76’sinin amoksisilin
i¢in esik deger olan 0,25mg/l’den daha diisiik konsantrasyonda (WT) MIK degerlerine
sahip olmas1 Verner-Jeffreys ve ark.,, 2017’nin bildirdigi sonug¢lardan farklilik
gostermistir. Bu farkliligin amoksisilinin iilkemizde ruhsatlandirilmis olmasina
ragmen alabalik yetistiriciliginde yaygin kullanilmamasindan kaynaklanabilecegini
distindiirmiistiir.

Gram-negatif bakteriler arasinda dogal direncin yam sira transpozonlar ve
plazmidlerin neden oldugu aktarilabilir nitelikteki direng yaygin olarak goriilmektedir.
Flavobacteriaceae ailesindeki tiirlerde goriillen direncin, aktarilabilir ve/veya
kromozomal direngten ziyade dogal diren¢ mekanizmalarindan kaynaklandigi
bildirilmistir (Verner- Jeffreys ve ark., 2017). Calismamizda da Flavobacterium spp.
izolatlarinda yiiksek oranda antimikrobiyal direng tespit edilmesi Flavobacterium
tiirlerinin baz1 antimikrobiyallere dogal olarak direncli olabilecegini diisiindiirm{istiir.

Akuakiiltiirden izole edilen Flavobacterium spp. tiirleri {izerinde, sinirlida olsa,
antimikrobiyal dirence yonelik yapilan arastirmalarda tetA, tetB, tetC, tetE, tetM, tetH
ve tetL ve sul (sull, sul2 ve sul3) genlerinin varligi rapor edilmistir (Akinbowale ve
ark., 2007; Stine ve ark., 2007, Miranda ve ark., 2003). Calismamizda ise 84

Flavobacterium spp. izolatindan 11’inin floR, 23’tiniin sul2 diren¢ geni tasidigi
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belirlenmistir. Ayrica fenotipik olarak oksitetrasikline duyarlilig1 azalan tipte (N-WT)

olan Flavobacterium tiirlerinde tetrasiklin direng genleri tespit edilememistir

Bu ¢alismada;

» 16S rRNA bolgesi kullanilarak yapilan dizi analizi sonucunda 27 farkli
Flavobacterium tiirii identifiye edildigi,

» F. psychrophilum (%23), F. branchiarum (%15,5) ve F. tiangeerense (%8)’nin
en yaygin tiirler oldugu,

> Ulkemizde salmonid baliklarindan F. branchiarum, F. tiangeerense, F.
collinsii, F. succinicans, F. pectinovorum, F. tructae, F. piscis, F.
branchiicola, F. hercynium, F. oncorhynchi, F. spartansi, F. frigidarium, F.
hibernum, F. reichenbachii, F. aquidurense, F. frigidimaris, F. glaciei, F.
hydatis, F. plurextorum, F. antarticum, F. terrigena, F. granuli, F. frigoris, F.
saccharophilum, F. xueshanense ve F. cutihirudinis tiirlerinin ilk defa tespit
edildigi,

» Baliklarda bugiine kadar rapor edilmemis olan F. antarticum, F. terrigena, F.
granuli, F. frigoris, F. saccharophilum, F. xueshanense ve F. cutihirudinis
tiirlerinin tespit edildigi,

» Flavobakteriyozisin ozellikle 0,1-2 gram agirhigindaki gokkusagi alabaligi
yavrularinda 6nemli bir sorun oldugu,

> Ulkemizde F. psychrophilum izolatlarinin genotipik olarak homojen bir yap1
gosterdigi,

» F. psychrophilum izolatlarmin amoksisilin ve florfenikole duyarli,
enrofloksasin ve oksalinik asite ise duyarliliginin azaldigs,

» F. branchiarum, F. branchiicola, F. collinsii, F. frigoris ve F. psychrophilum
turlerinde floR ve F. branchiarum, F. branchiicola, F. collinsii, F.
oncorhynchi, F. plurextorum, F. psychrophilum, F. spartansii, F. terrigena ve
F. tiangeerense tiirlerinde ise sul2 direng geninin ilk defa tespit edildigi

sonucuna varilmistir.
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Bu c¢aligma sonuglarmma gore siirdiiriilebilir gokkusagi alabaligi

yetistiriciliginin yapilabilmesi i¢in;

Flavobacterium spp. tiirlerinin epidemiyolojik 6zellikleri ve patojenitelerinin
belirlenmesi,

. Hastalik salginlarinda mutlaka identifikasyon yapilmas: ve MiK sonuglar1 g6z
ontinde bulundurularak tedavi protokollerinin hazirlanmasi,

Tiim genom ve biyoenformatik analizleri ile Flavobacterium tiirlerinde goriilen
dogal diren¢ mekanizmalarinin belirlenmesi,

Gokkusagi alabaligi isletmelerinde bakteriyel etkenlerin ve antimikrobiyal
diren¢ genlerinin karasal ekosisteme ve insanlara yayilmasinin 6nlenmesi i¢in
isletmelerde biyogiivenlik sistemlerinin kurulmasi ve belirli araliklarda kontrol

edilmesi Onerilmektedir.
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7. SIMGELER ve KISALTMALAR

% : Yiizde

AML : Amoksisilin

BCWD : Bakteriyel soguk su hastaligi

BGD : Bakteriyel Solunga¢ Hastalig1

Bp : Baz Cifti

BSGM : Balik¢ilik ve Su Uriinleri Genel Miidiirliigii
CA : Canli agirlik

Dk : Dakika

DMHA : Dilue Miiller Hinton Agar

ELISA : Enzim ilintili immiin test

ENR : Enrofloksasin

ERM : Eritromisin

FAT : Floresan antikor testi

FDS : Fotal dana serumu

FEAP : Avrupa akuakiiltiir yetistiricilik federasyonu
FFC : Florfenikol

IFAT : Indirekt floreasan antikor Testi

Kob : koloni olusturan birim

MIK : Minimum inhibisyon konsantrasyonu
mM : Mili Molar

NaCl : Sodyum kloriir

OA : Oksalinik Asit

oT : Oksitetrasiklin

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

pmol : Piko Mol

RFLP : Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi
RTFS : Gokkusagi alabaligi yavru sendromu
Sn : Saniye

SXT : Sulfamethoksazol/trimetoprim
TYES : Tryptone yeast extract salts agar

ul : Mikro litre

uM : Mikro Molar
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8. TESEKKUR

Tez c¢alismamin her asamasinda yardimlarini ve yol gostericiligini
esirgemeyen, akademik hayata atilmama vesile olan ve bugiinlere gelmemde biiyiik
emegi gecen danismanim Sayin Prof. Dr. Soner ALTUN’a sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim. Caligmalarimm Ornekleme asamasinda bana yardimci olan ¢alisma
arkadasim Ayse Giil BUYUKEKIZ’e, fakiiltemizdeki 6grenci arkadaslarim ve
calismalarimda katkis1 olan tiim arkadaslarima sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Doktora ¢alismalarim siiresince yapilan proje ¢alismalarinda kapilarini sonuna
kadar acan, caligmalarimizda her tiirlii kolaylig1 saglayan ve tecriibelerini aktaran
isletmelerin yonetim ve tiim ¢alisanlarina stikranlarimi sunuyorum.

Tez calismalarimin proje ile maddi olarak desteklenmesine olanak saglayan
Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumuna (TUBITAK) ¢ok tesekkiir
ederim.

Tez c¢aligmalarimin gerek O6rnekleme ve laboratuvar calismalart kisminda,
gerekse tezimin hazirlanmasi ve diizenlenmesi sirasinda yardimlarini esirgemeyen
degerli arkadasim Aras. Gor. Dr. Muhammed DUMAN’a ¢ok tesekkiir ederim.

Gerek lisans gerekse doktora egitimim boyunca tiim zorluklar1 benimle
gogiisleyen, her daim iisenmeden yardima kosan degerli dostum Aras. Gor. Dr.
Bayram SUZER e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bugiinlere ulasmamdaki en biiylik pay sahibi olan, her zaman destek ve dualar1
ile yanimda olan, annem Serpil SATICIOGLU na, babam Mehmet SATICIOGLU na
ve kardeslerime tesekkiirlerimi sunarim.

Ozellikle, bu zorlu doktora siirecinde biitiin sikintilarima sabir gsteren ve
zaman zaman ihmal ettigim esim Betiill SATICIOGLU ve oglum Mehmet Erdem
SATICIOGLU’e sonsuz sevgi, hiirmet ve tesekkiirlerimi sunarim.
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Projelerde Yaptig1 Gorevler:

. Ulkemizde Gokkusagi alabaligi Isletmelerinde Siklikla Karsilasilan Motil Aeromonas
(Aeromonas hydrophila, A. sobria, A. caviae), Yersinia ruckeri ve Lactococcus
garvieae etkenlerinde antimikrobiyal direng, Siilfonamidler Tetrasiklin Florfenikol ve
Eritromisin ve IPN, VHS, IHN viriislerinin varliginin incelenmesi, TAGEM/14/AR-
GE/26 (Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii), Arastirmaci,
21/07/2014 (ULUSAL).

. GoOkkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792) kulugkahanelerinde
hastalik olusturan Flavobacterium tiirlerinin  genotipik karakterizasyonu ve
antimikrobiyal diren¢ gelisiminde rol oynayan genlerin varligi-yayginligimin
belirlenmesi, Bursiyer, TUBITAK, Proje no: 1160626, 2016-(devam ediyor)

. Gokkusag alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792) Yersinia ruckeri,
Listonella anguillarum, Lactococcus garvieae ve Deniz levreklerinde (Dicentrarchus
labrax L., 1758) Listonella anguillarum, Photobacterium damselae subsp. piscicida’ya
karst monovalan banyo emiilsiyon ve polivalan enjeksiyon emiilsiyon inaktif asi
tiretilmesi, Aragtirmaci, , 01/07/2018 (ULUSAL) -(devam ediyor).

. Akuakiiltirden izole edilen Vibrio spp. ve Pseudomonas spp. tiirlerinin
identifikasyonu, genotiplendirilmesi, antimikrobiyal duyarlilik ve diren¢ genlerinin
belirlenmesi, Arastirmaci, TUBITAK, Proje no: 1180420, 2018-(devam ediyor)
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