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ABSTRACT

The indiscriminate use of antibiotics in aquaculture is considered a major concern in terms of resistant
pathogens that can lead to infectious diseases. In this study, antibiotic resistance profiles were
determined in pathogenic bacteria isolated from fish during outbreak in six different rainbow trout
farms located in the Adana region. Vitek 2 (automated systems) was used for advanced bacterial
identifications following standard conventional method. After all, bacterial isolates were identified
as Aeromonas sobria, Pseudomonas fluorescens, and Lactococcus garvieae with 90-95% similarity
rates. In determining the antibiotic resistance profiles of the isolates, their susceptibility to 14 different
antibiotics were evaluated with the Kirby Bauer disk diffusion method, and also, the presence of
various antibiotic resistance genes of the isolates was investigated by the conventional PCR method
using specific primer pairs. When the antibiogram test results were examined, it was determined that
each isolate had different levels of antibiotic sensitivity, and all isolates were found to be sensitive
only to tetracycline, gentamicin, and levofloxacin. According to the MAR (Multiple Antibiotic
Resistance) index values, A. sobria, and L. garvieae (L2) isolates remained below the 0.2 critical
value, while the index values of other isolates were calculated above this critical value. The presence
of tetA and tetC resistance genes could not be detected among the isolates.
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OZET

Su triinleri yetistiriciliginde gelisigilizel antibiyotik kullanimi, bulagici hastaliklara yol acabilecek
direngli patojenler acisindan biiyiik bir endise kaynagi olarak degerlendirilmektedir. Bu ¢alismada
Adana bolgesinde yer alan gokkusag alabalig iiretimi yapan 6 farkli 6zel isletmede hastalik belirtisi
gosteren baliklardan izole edilen patojen bakterilerde antibiyotik direnglilik profilleri belirlenmistir.
Bakteri izolatlarinin tanimlanmasinda geleneksel kiiltliir ¢alismalarimin ardindan kit bazli tam
otomatize tanimlama sistemi (Vitek 2) kullamilmistir. Bakteri izolatlar1 Aeromonas sobria,
Pseudomonas fluorescens ve Lactococcus garvieae %90-95 benzerlik oranlariyla tanimlanmistir.
Izolatlarin on dort antibiyotige karsi antibiyotik duyarligi, Kirby Bauer disk diflizyon yontemi
kullanilarak CLSI o6nerileri dogrultusunda gerceklestirilmis, genotipik olarak ise antibiyotik direng
genlerinin varligr konvansiyonel PZR yontemleriyle arastirnlmistir. Elde edilen sonuglara gore
antibiyotik duyarliginin her bir izolat i¢in farkli diizeyde oldugu, sadece tetrasiklin, gentamisin ve
levofloksasine kars1 tiim izolatlarin duyarl oldugu belirlenmistir. CAD (Cogul Antibiyotik Direng)
indeksi degerlerine gore A.sobria, ve L.garvieae (L2) izolatlar1 0.2 kritik indeks degerinin altinda
kalirken, diger tiirlere ait indeks degerleri bu kritik degerin iizerinde hesaplanmistir. izolatlar arasinda
tetA, tetC, direng genlerinin varlig1 ise saptanmamustir.

Anahtar sozciikler: Gokkusag: Alabalik, VITEK 2 otomatize sistemi, Antibiyotik Duyarlilik, Coklu
Antibiyotik Direncliligi

1. GIRIS Birgok bolgede siirdiiriilebilir su iiriinleri

yetistiriciliginin Onilindeki ana engellerden biri antibiyotiklerin onaylanmasi, kullanim
bulasict hastaliklarin kontrolii olmustur. Yogun uygulamalar1 ve kalint1 limitleri konusunda her
kiltir  kosullari, balik refahin1  olumsuz iilkenin kendi mevzuati vardir. Tiirkiye su
etkilemesinin yani sira baliklarin bagisiklik  iriinleri yetistiriciliginde oksitetrasiklin,
sistemini  zayiflatarak  cevredeki mevcut florfenikol, enrofloksasin ve oksolinik asit gibi
patojenlerin hastalifa yol a¢cmasina neden etken maddeleri iceren 41 adet ruhsath
olmaktadir (Sezgin ve ark., 2023). Su {riinleri antibakteriyel iirtin bulundugu belirtilmistir
yetistiriciligi ~ enddistrisinin ~ gelismesi  ve  (Giingor ve ark., 2021).

bakteriyel hastaliklarin ~ yayginlagsmasiyla  Antibiyotikler, diren¢ genlerinin gelismesi ve
birlikte, antibiyotiklerin yogun bir sekilde direngli hale gelen bakterilerin dogada
kullanilmasi, bulasic1 hastaliklara neden olabilen  yayilmalar sebebiyle etkilerini yitirmektedirler
direncli patojenler acisindan ciddi bir endise (Andersson ve Levin, 1999). Bakterilerde var
kaynag1 olarak kabul gormiistiir (Vignesh ve olan diren¢ genleri plazmid yiizeyinde
ark., 2011). Mikroorganizmalar1 Oldiirebilen bulunurlar. Antibiyotiklere karsi olusan direng,
veya biiylimelerini engelleyebilen maddeler bakteriler arasinda  gerceklesen  plazmid
olarak nitelendirilen antibiyotikler, su lriinleri transferleri sebebiyle hizli bigimde yayilir
yetistiriciliginde terapotik, profilaktik veya (Petersen ve ark., 2002). Ayrica plazmid
metafilaktik ajanlar olarak yaygin bir sekilde {iizerinde yer alan bu direng genlerinin insan igin
kullanilmaktadir (Romero ve ark., 2012). Diinya  patojen olan diger bakteri tiirlerine transferi insan
genelinde bu alanda ¢ogunlukla Amoksisilin, saghgr agisindan da risk olusturmaktadir
Ampisilin, Kloramfenikol, Florfenikol, (Dokumaci, 2024). Bakterilerin kendi aralarinda
Eritromisin, Streptomisin, Neomisin, yatay ve dikey olarak gerceklestirdikleri gen
Furazolidon, Nitrofurantoin, Oksolinik Asit, transferi (Aoki, 1997) ile direngli bakterilerin
Enrofloksasin,  Flumekuin,  Oksitetrasiklin, sayist ve diren¢ kararliklar1 artmakta, balik
Tetrasiklin, Sulfonamid gibi genis spektrumlu bakteriyel patojenlerine  kars1  kullanilan
antibiyotikler kullanilmaktadir (Van Dongen ve antibiyotiklerin etkileri azalmaktadir (Saitanu ve
ark., 2008; FAO, 2019). Su driinlerinde ark., 1994). Patojen bakterilere karsi
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antibiyotikler yeme ya da su ortamina
karistirllarak uygulanmaktadir. Belirtilen ana
tedavi edici etkisinin yani sira antibiyotikler
cevresel etki, asilama gibi diger stres etmenlerine
kars1 profilaktik ve biiylime tesvik edici ajanlar
olarak da kullanilmaktadir. Bakteriler balik
ciftliklerinde kullanilan birden fazla antibiyotige
kars1 ayni zamanda direng
gelistirebilmektedirler. Kullanilan bu
antibiyotiklerin hedef canli disinda sediment ve
su katmanlar1 i¢in de kirletici oldugu ve birikim
meydana getirdigi  boylelikle hedef dis1
bakterilerde dahi direng olusturdugu
bilinmektedir (Gao ve ark., 2012). Bu durum
antimikrobiyal direng (AMR) olarak
tanimlanmistir (FAO, 2005). Bakterilerde direng
gelisimi, antibiyotiklerin bilingsizce hedef dist
mikroorganizmalarin sagaltimi i¢in kullanilmasi,
antibiyotigin asir1 doz ya da diisiik doz ve uzun
stire uygulamalar1 sonucunda ortaya
cikmaktadir. Sonugta ortaya ¢ikis yolundan
bagimsiz olarak direngli bakteri varhig tiim
diinyada insan ve diger canlilarin saghgi i¢in
tehdit olusturmaktadir. Bu sebeple antibiyotige
direngli genlerin varligini ve hareketliligini tespit
etmek olduk¢a onemlidir.

Tirkiye'de balik ciftliklerinde baliklardan izole
edilen patojen Dbakterilerde antibiyotiklerin
direng profillerinin belirlenmesi, farkli yillarda
yapilan cesitli ¢alismalarla ortaya konmustur
(Capkin ve ark., 2015; Tiire ve Alp, 2016; Capkin
ve ark., 2017; Hanc1 ve Onuk, 2018; Sezgin ve
ark., 2023; Bhat ve Altinok, 2023; Yilmaz ve
ark., 2024). Buna karsin, O6zellikle calisma
bolgesinde konuya iligkin arasgtirma oldukga
sinirlidir. Adana ili ve civar1 bolgede 25 adet
lisansh alabalik yetistiricilik tesisinin faaliyet
gosterdigi, bu tesislerde yaklasik yillik tiretim
kapasitelerinin ise 4085 ton sofralik ve
12.315.000 adet yavru {retimi oldugu
bildirilmistir (BSGM, 2023).

Bu nedenle c¢alismada, Adana bdlgesinde
yetistiriciligi  yapilan = Gokkusagr  Alabalik
(Oncorhynchus mykiss)’larda hastaliklara neden
olan Onemli patojen bakterilerin tiir tespiti
yapilarak, bu tiirlerin ¢esitli antibiyotiklere karsi
gosterdikleri duyarlilik dereceleri ve direng
profilleri aragtirilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Bahk Orneklerinin Temini, Patojen
Bakteri I1zolasyon ve Tanimlanmasi

Caligma kapsaminda Adana bolgesinde bulunan
6 farkli 6zel isletmeden 18 ay boyunca hastalik
belirtisi gosteren gokkusagi alabaligi temin
edilmistir. Hastalik belirtisi gosteren baliklarda
nekropsi islemleri ayn1 giin gergeklestirilmistir.
Viicut yilizeyi %70’lik etil alkolle silinen
baliklarin  karaciger, dalak ve  bobrek
dokularindan farkli agarlara (Tripticase soy agar,
Brain Heart Infusion (BHI) agar, Thiosulfate
Citrate Bile Sucrose agar, Mc Conkey agar
(Oxoid, Ingiltere) ve Shotts-Waltman agar)
ekimler yapilmis ve besiyerleri inkiibatérde 22

°C’de 24-72 saat siireyle inkubasyona
birakilmistir. Bakterilerin tanimlanmast
konvansiyonel kiiltiir ¢aligmalarimi  (gram

boyama, koloni morfolojisi) takiben Vitek 2 (bio-
Merieux, Fransa) tam otomatik tanimlama cihaz
ile gerceklestirilmistir. Uygun besiyerinde
iiretilen izolatlar analiz edilene kadar %20
gliserol de -80° C’de muhafaza edilmistir.

2.2. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Stoktan alinan ve tiir teshisi yapilan tim
bakterilerin antibiyotik duyarlilik testleri Kirby
Bauer Disk Difflizyon metodu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bakteri izolatlar1 uygun
kosullarda inkiibe edilerek subkiiltiire edilmis ve
steril 1zotonik tuzlu su igeren tiiplere aktarilmis,
tiiplerin igerisindeki yogunluklar McFarland
standart (bioMerieux sa, 69280, Marcyl’Etoile,
Fransa) ile Olgiilmistir. 0.5 Mc Farland
yogunluguna ulastiginda, hazirlanan bakteri
stispansiyonlar1 (0.1 ml) yayma plak yontemiyle
Miiller Hinton Agar iizerine ekilmistir. Izolatlara
ait  duyarlik  tespitinde 14  antibiyotik
kullanilmistir (Tablo 1). Cesitli
konsantrasyonlarda antibiyotikli diskler steril
pens yardimi agar yilizeyine yerlestirilmis,
22°C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyon siiresi  sonunda
kullanilan antibiyotik disklerin  ¢evresinde
meydana gelen inhibisyon zon caplart dijital
kompas ile Olclilmiis, sonuglarin
degerlendirilmesinde CLSI kitap¢igi
kullanilmistir (Tablo 2).
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2.3. Cogul Antibiyotik Diren¢ (CAD) Indeksi

Calisilan izolatlarin ¢ogul antibiyotik direng

Degerlendirmede CAD indeks degeri 0.2’den
kiicik ya da 0.2’ye esit ise antibiyotik

(CAD) indeksleri hesaplanmistir. CAD indeksi kullammlnlnv dusuk, oldu"gu" ya dq
hesaplanirken CAD=A/B formiiliinden kullanilmadigimi, 0.2’den  biiyiikse bakteri
.. AL orneklerinin izole edildigi cevrenin
yararlanilmis olup, formiildeki A: Izolatlarin o ~ ) 9
diren¢ gosterdigi antibiyotik sayisini, B ise antlbly"otlklere yogun mlk.t a ‘rd.a maruz kaldlglr}l
. ato . ve yiliksek risk icerdigini gostermektedir
izolata kars1 denenen toplam antibiyotik sayisini 1983
gostermektedir (Krumperman, 1983). (Krumperman, )-
Tablo 1. Arastirmada kullanilan antibiyotikler
Antibiyotik Antibiyotik kodu Antibiyotik dozu Antibiyotik markasi
Neomisin N30 30 ug BD
Ampisilin AMI10 10 ug BD
Streptomisin S10 10 ug BD
Tetrasiklin TE30 30 ug BD
Amoksisilin/Klavulanik Asit AmC30 30 ug BD
Enrofloksasin ENRS 5ug BD
Oksitetrasiklin T30 30 ug BD
Imipenem IPM10 10 ug BD
Gentamisin GMI10 10 ug BD
Levofloksasin LVX5 5ug BD
Siilfametoksazol/Trimetoprim SXT25 25 ug BD
Florfenikol FFC30 30 ug BD
Kloramfenikol C30 30 ug BD
Trimetoprim TMP5 5ug BD
Tablo 2. CLSI standartlarina gore antibiyogram testi duyarlilik degerleri
Direncli(R) Duyarh(S) OrtaDuyarh Referans
()
Neomisin <12 >17 13-16 CLSI,2018
Ampisilin <13 >17 14-16 CLSIM100,2021
Streptomisin <I1 >15 12-14 CLSIM100,2021
Tetrasiklin <11 >15 12-14 CLSIM100,2021
Amoksisilin/KlavulanikAsit <13 >18 14-17 CLSL2018
Enrofloksasin <16 >23 17-22 CLSIVETO01S,2020
Oksitetrasiklin <14 >19 15-18 CLSL,2018
Imipenem <13 >16 14-15 CLSIM100,2011
Gentamisin <12 >15 13-14 CLSIM100,2021
Levofloksasin <13 >17 14-16 CLSIM100,2011
Siilfametoksazol/Trimetoprim <10 >16 11-15 CLSIM100,2021
Florfenikol <22 >29 23-28 CLSIVET01S,2020
Kloramfenikol <12 >18 13-17 CLSIM100,2021
Trimetoprim <10 >16 11-15 CLSIM100,2011
2.4. DNA lzolasyonu ve Antibiyotik Diren¢ Calismamizda kullanilan antibiyotik direng

Genlerinin Tespiti

Uygun besi yerinde {iretilen bakterilerden DNA
Izolasyon islemleri ticari kit (QIAamp DNA mini
kit; Qiagen, Hilden, Almanya) yardimiyla
protokoliine uygun olarak gergeklestirilmistir.
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genlerine ait (sulfonamid - sul2; tetrasiklin -tetA,
tetC; beta laktam - ampC; aminoglikozit - aadA)
spesifik primer dizileri Tablo 3' de sunulmustur.
PZR reaksiyonu her bir 6rnek i¢in 12.5 pl 2X
PZR master mix, 2 pl 100 ng genomik DNA, her
primerden 1 pl (10 nmol/pl) ve 8.5 niikleaz
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icermeyen saf su olacak sekilde toplam 25 pl
olarak hazirlanmis ve reaksiyonlar Veriti
Thermal Cycler cihazinda (Applied Biosystems)
yuriitiilmistiir. Cihaz sartlar1 94°C’de 45 saniye
denaturasyon, 48-59°C’de 45 saniye tutunma ve
72°C’de 1 dakika uzama olarak toplam 30

dongiide tamamlanmistir. Elde edilen PZR
dirtinleri 0.5 x TAE tampon ¢ozeltisi ile %]1°lik
agaroz jelde 100 V’ da 1 saat yiiriitilmiis,
ardindan jel goriintiileme sistemi kullanilarak
bant biiyiikliikleri degerlendirilmistir.

Tablo 3. Antibiyotik diren¢ genleri belirlenmesinde kullanilan primerler

Primer Sekans (5°-3’) Hedef PZR Tutunma Kaynaklar
Adi Gen- Uriinii  Sicakhgn
Bolge Boyutu °cO)
(bp)
Tet AFW  GCTACATCCTGCTTGCCTTC tet A 210 55 Ng ve ark., 2001
Tet ARV CATAGATCGCCGTGAAGAGG
Tet CFW  CTTGAGAGCCTTCAACCCAG tet C 418 55 Ng ve ark., 2001
Tet CRV  ATGGTCGTCATCTACCTGCC
Sul2 FW GCGCTCAAGGCAGATGGCATT  Sul 2 293 59 Kerrn ve ark., 2002
Sul2 RV GCGTTTGATACCGGCACCCGT
AmpC TTCTATCAAMACTGGCARCC ampC 550 48 Schwartz ve ark.,
FW 2003
AmpC RV CCYTTTTATGTACCCAYGA
aadA FW  TGATTTGCTGGTTACGGTGAC aadA 284 52 Van ve ark., 2008
aadA RV CGCTATGTTCTCTTGCTTTTG
3. BULGULAR Alabalik isletmelerinden izole edilen bakteri

3.1. izolatlarin tanimlanmasi

Calismamizda hastalik stipheli olarak 6rneklenen
alabaliklardan izole edilen bakteri izolatlari,
Vitek 2 Tam Otomatik Tanimlama Sistemi ile 5
izolat 6rneginden 2 tanesi, Lactococcus garvieae,
2 tanesi Pseudomonas fluorescens, 1 tanesi de
Aeromonas sobria olarak tanimlanmastir.
Vitek® 2 sonuclarina gore 1 numarali izolat %99
oraninda A. sobria olarak, 2 ve 3 numaral
izolatlar ise %90 oraninda P. fluorescens olarak
tammlanmustir. Izolatlarin koloni morfolojisi,
basit boyama ve negatif Gram boyama sonucu bu
tanimlamalarn ~ desteklemistir. ~ Vitek® 2
sonuglarina goére 4 ve 5 numarali izolatlar ise
%095 oraninda L. garvieae olarak tanimlanmaigtir.
Izolatlarin koloni morfolojisi ve pozitif boyama
sonuclart  bu tanimlamalann  desteklemistir.
Izolatlarin GN ve GP ID Kkart iizerindeki dizilis
sirasina gore biyokimyasal detaylar1 verilmistir
(Tablo 4, Tablo 5, Tablo 6).

3.2. Antibiyogram testi (Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemi) Bulgular
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izolatlarinin  antibiyotiklere kars1t gdstermis
olduklar1 direng ve hassasiyetler her bir bakteri
izolat1 i¢in ayr1 ayri belirlenmis ve gosterilmistir
(Tablo 7).

Antibiyogram test sonucuna gore 2 Lactococcus

garvieae, 2 Pseudomonas fluorescens, 1
Aeromonas sobria susunun farkli diizeyde
antibiyotik  duyarliliklarinin ~ oldugu  tespit

edilmistir. 4. sobria susunun 14 antibiyotigin,
9’una duyarli oldugu 2’sine kars1 direncli oldugu
ve 3’lne orta derecede duyarli oldugu
saptanmustir. P. fluorescens tiiriine ait ilk susun
(P1) 14 antibiyotigin, 3’iine duyarli oldugu 8’ine
karst direngli oldugu ve 3’line orta derecede
duyarli oldugu belirlenmistir. P. fluorescens
tiiriine ait ikinci susun (P2) ise 14 antibiyotigin,
5’ine duyarli oldugu 6’sina karsi direngli oldugu
ve 3’line orta derecede duyarli oldugu
saptanmistir. L. garvieae tliriine ait ilk susun (L 1)
14 antibiyotigin, 10’una duyarli oldugu 3’iine
karst direngli oldugu ve 1’ine orta derecede
duyarli oldugu tespit edilmistir. L. garvieae
tiirline ait ikinci susun (L2) 14 antibiyotigin,
13’iine duyarli oldugu 1’ine kars1 direngli oldugu
saptanmistir.
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Tablo 4. Aeromonas sobria’ nin GN ID kart iizerindeki dizilis sirasina gore biyokimyasal detaylari

Nr Test Reaksiyon Nr Test Reaksiyon Nr Test Reaksiyon
2 APPA - 21 BXYL - 42 SUCT -
3 ADO - 22 BAlap - 43 NAGA -
4 PyrA + 23 ProA + 44 AGAL -
5 IARL - 26 LIP - 45 PHOS -
7 dCEL - 27 PLE - 46 GIlyA -
9 BGAL - 29 TyrA  + 47 ODC -
10 H2S - 31 URE - 48 LDC -
11 BNAG + 32 dSOR - 53 IHISa -
12 AGLTp - 33 SAC + 56 CMT -
13 dGLU + 34 dTAG - 57 BGUR -
14 GGT - 35 dTRE + 58 0129R -
15 OFF - 36 CIT - 59 GGAA -
17 BGLU - 37 MNT - 61 IMLTa -
18 dMAL + 39 5KG - 62 ELLM +
19 dMAN - 40 ILATKk - 64 ILATa -
20 dMNE + 41 AGLU -

Nr: GN ID kart iizerindeki kuyucuk sira numarasi. Test: GN ID kart tizerindeki kuyucuklarda bulunan biyokimyasal test
reaktifleri

Tablo 5. Pseudomonas fluorescens’ in GN ID kart {lizerindeki dizilis sirasina gore biyokimyasal
detaylar1

Nr Test Reaksiyon Nr Test Reaksiyon
2 APPA - 33 SAC -
3 ADO - 34 dTAG -
4 PyrA + 35 dTRE -
5 IARL - 36 CIT -
7 dCEL + 37 MNT -
9 BGAL - 39 5KG -
10 H2S - 40 ILATk +
11 BNAG - 41 AGLU -
12 AGLTp - 42 SUCT -
13 dGLU + 43 NAGA -
14 GGT - 44 AGAL -
15 OFF - 45 PHOS -
17 BGLU - 46 GlyA -
18 dMAL + 47 ODC -
19 dMAN - 48 LDC -
20 dMNE + 53 IHISa -
21 BXYL - 56 CMT +
22 BAlap - 57 BGUR -
23 ProA + 58 0129R +
26 LIP - 59 GGAA -
27 PLE - 61 IMLTa ()
29 TyrA + 62 ELLM -
31 URE - 64 ILATa -
32 dSOR -

Nr: GN ID kart iizerindeki kuyucuk sira numarasi. Test: GN ID kart iizerindeki kuyucuklarda bulunan biyokimyasal test
reaktifleri
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Tablo 6. Lactococcus garvieae nin GP ID kart tizerindeki dizilis sirasina gore biyokimyasal
detaylar

Nr Test Reaksiyon Nr Test Reaksiyon
2 AMY + 32 POLYB +
4 PIPLC - 37 dGAL -
5 dXYL - 38 dRIB +
8 ADHI1 - 39 ILATK -
9 BGAL - 42 LAC -
11 AGLU - 44 NAG +
13 APPA + 45 dMAL +
14 CDEX - 46 BACI +
15 AspA (-) 47 NOVO +
16 BGAR - 50 NC6.5 -
17 AMAN - 52 dMAN +
19 PHOS - 53 dMNE +
20 LeuA + 54 MBdG +
23 ProA - 56 PUL

24 BGURr - 57 dRAF -
25 AGAL - 58 O129R +
26 PyrA + 59 SAL +
27 BGUR - 60 SAC +
28 AlaA + 62 dTRE +
29 TyrA + 63 ADH2s _
30 dSOR - 64 OPTO +
31 URE -

Nr: GP ID kart iizerindeki kuyucuk sira numarasi. Test: GP ID kart tizerindeki kuyucuklarda bulunan biyokimyasal test
reaktifleri

Tablo 7. Patojen izolatlara ait antibiyotik duyarlilik profilleri

Bakteri Antibiyotikler
izolatlar
N AM S TE AmC ENR OT IPM GM LVX SXT FFC C TMP
A. sobria S (36) S(42) S(27) S(40) S(45) S(16) S(29) ({Rl) S (18)
P. fluorescens (P1) REOENON S (23) S (17) S (25) R(@©O) R(@©0) R(0)

P. fluorescens (P2) S (13) IEO) S (21) S(28) S(18) S(20) R(@©0) R(0) R(0)

L. garvieae (L1)  S(17) S (27) AW S 28) S (26) S(26) S(34) S(17) S(19) S(29) s (38) B0

L. garvieae (L2) S (20) S(33) EON S 34) S(35) S(32) S(30) S(42) S(20) S(30) S(21) S(36) S(35) S(25)

N: neomycin, AM: ampicilin, S: streptomycin, TE: tetracycline, AmC: amoxycilin+clavulanic acid, ENR: enroflaxacin, OT:
oxytetracycline, IPM: imipenem, GM: gentamicin, LVX: levofloxacin, SXT: sulphamethoxazole+trimethoprim, FFC: florfenicol,
C: chloramphenicol, TMP: trimethoprim,

I R: Resistant: Direncli, I I: Intermediate: Orta Duyarli, S: Susceptible: Duyarli,

Zon ¢api- mm

3.3. Cogul Antibiyotik Diren¢ (CAD) Indeks gosterilmistir.
Degerleri Baliklarda izole edilen bakterilerde en yiiksek

Alabalik isletmelerinden izole edilen bakteri deger P. fluorescens (P1) izolatinda 0.57 olarak

. . : - . 1o hesaplanirken, en diisiik deger ise L. garvieae
latl t CAD Indek 1 kil 1
izolatlarina ait ¢ ndeks degerleri Se de (L2)’de 0.07 olarak hesaplanmistir. CAD indeksi
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degerlerine gore A.sobria ve L.garvieae (L2)
izolatlar1 0.2 kritik degerin altinda kalirken, diger

izolatlara ait CAD indeksi degeri bu kritik
degerin {lizerinde hesaplanmistir.

0.6 -
- 05 -
204 |
Z03 -

2 02

o
0

Bakteri tiirleri

Sekil 1. Bakteri izolatlarma ait CAD Indeksleri. Yatay ¢izgi, 0.2 CAD kritik sinirin1 gdstermektedir.

3.4. Antimikrobiyal
Belirlenmesi

Diren¢  Genlerinin

Calisma kapsaminda incelenen patojen izolatlar
A. sobria, P. fluorescens (P1l), P. fluorescens
(P2), L. garvieae (L1), L. garvieae (L2) arasinda
tetA, tetC, Sul2, ampC ve aadA direng genlerinin
varlig1 Tablo 8’ de verilmistir. Patojen izolatlara
ait  antibiyotik  direng¢  gen  profilleri

incelendiginde, patojen izolatlar arasinda tet4 ve
tetC direng genlerinin varliglr saptanamamigtir.
Dort izolatin (A.sobria, P.fluorescens (Pl),
P fluorescens (P2) ,L.garvieae (L1)) sul2 direng
genine, iki izolatin (P.fluorescens (Pl), P.
fluorescens (P2)) AmpC diren¢ genine ve iki
izolatin da (P.fluorescens (P1), L. garvieae (L2))
aadA direng genine sahip oldugu belirlenmistir.

Tablo 8. Patojen izolatlara ait antibiyotik direng gen profilleri

Bakteri izolatlar1

Antibiyotik diren¢ genleri

tetA tetC sul2 AmpC aadA

A. sobria - - + - -

P.fluorescens (P1) + + +

P. fluorescens (P2) + + -

L. garvieae (L1) + - -

L. garvieae (L2) - +
4. TARTISMA konumuna gelmistir (FAO, 2020). AB ile ilgili
olarak Fransa ve Italya, 2019 yilinda AB
Avrupa'da tath su balik tilirleri arasinda {retiminin %19 ve %17'sini saglayarak en biiyiik

gokkusag1 alabalig1r (Oncorhynchus mykiss) en
yaygin yetistirilen ve ekonomik degeri oldukga
yiiksek bir tiirdiir (FEAP, 2022). Diinya ¢apinda
pek cok iilkede gokkusagi alabalig yetistiriciligi
yapilmaktadir. Gokkusag: alabaliginin 2020 yili
itibariyle diinya c¢apindaki toplam {iretiminin
959.600 tona ulastig1 bildirilmistir (FAO, 2022).
Iran ve Tiirkiye, 2019 yilinda diinya iiretiminin
sirastyla %22 ve %13"inii saglayarak ana iiretici

katkiy1 saglayan iilkeler olmustur (FAO, 2020;
FEAP, 2022). Gokkusagi alabaliginin yogun
yetistiricilik kosullari, ¢esitli patojenlere karsi
duyarliligin1 artirarak Onemli kayiplara yol
acmaktadir (Janssen ve ark., 2017). En yaygin
goriilen bakteriyel hastalik etkenleri ise Vibrio

anguillarum, Yersinia ruckeri, Lactococcus
garvieae, Flavobacterium kolumnaris,
Aeromonas hydrophila, Pseudomonas
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fluorescens ve Flavobacterium psychrophilum
patojenlerinden kaynaklanmaktadir (Toranzo
2004, Oztiirk ve Altinok, 2014). Yapilan bu
calismada Vitek2 otamatize sistem kullanilarak
bakteri izolatlar1 %90-95 benzerlik oranlariyla
Aeromonas sobria, Pseudomonas fluorescens ve
Lactococcus garvieae olarak tanimlanmigtir.
Sistemin bakteri izolatlarim1 konvansiyonel
yontemlere gore daha hizli tanimlamasina karsin,
tanimlamanin  dogrulanmast agisindan ileri
molekiiler ¢alismalarin  yapilmasina ihtiyag
vardir. Gokkusagi alabaligindan izole edilmis
Lactococcus garvieae Lg-per susu fenotipik,
biyokimyasal ve 16S rRNA dizisine dayanarak L.
garvieae olarak dogrulanmis olsa da, Lg-per
susunun tim genom dizilemesinin (WGS), Lg-
per'in aslinda L. petauri oldugunu ortaya
koymustur. Yapilan calismada, 16S rRNA'ya
dayali PCR tespit yonteminin, Lactococcus
cinsinin tanimlanmasi i¢cin yeterli
olmayabilecegini, bu durumun goz Oniine
alindiginda, L. garvieae izolatlarinin tim genom
dizilemesi (WGSY) ile analiz edilmesi gerekliligi
bildirilmistir (Altinok ve ark., 2022).

Lactococcus  garvieae'nin  neden  oldugu
Laktokokkozis, diinya ¢apinda gokkusagi
alabaliginm1 (Oncorhynchus mykiss) etkileyen en
onemli bakteriyel hastaliklardan biri olarak
ortaya cikmistir ve gokkusagi alabalig
popiilasyonlarinda %60-70'e varan énemli 6lim
oranlartyla sonuglanmistir (Meyburgh ve ark.,
2017; Vendrell ve ark., 2006). Tiirkiye'nin bati
kesiminde  bulunan  gokkusagi  alabalig
ciftliklerinde L. garvieae'nin ilk kaydinin
yapildigr 2001 yilindan bu yana (Diler ve ark.
2002), laktokok enfeksiyonlarini kontrol etmek
icin farkli antibiyotikler kullanilmistir (Kubilay
ve ark., 2005; Balta ve Balta 2019). Kubilay ve
ark., (2005) iilkemizde gokkusagi alabalik
isletmelerinden izole edilmis olan 9 farkli L.
garveiae suslar i¢in yaptiklar1 antibiyogram
calismasinda, suslarin eritromisin, amoksisilin,

kloramfenikol, ampisilin,  enrofloksasin,
sephalotin,  vankomisin, spektinomisin,
tetrasiklin, sefoperazon, sephalotin ve
nitrofurantoin antibiyotiklerine  duyarli,

gentamisin, linkomisin, penisilin, siprofloksasin,
sulfametoksazol-trimetoprim, klindamisin,
kanamisinsefuroksim, kolistin ve okzolinik asit
antibiyotiklerine kars1 1ise diren¢li oldugu
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bulunmustur. Karadenizde yetistiriciligi yapilan
gokkusagi  alabaliklarindan  izole  edilen
Lactococcus  garvieae etkeninin antibiyotik
duyarlik profillerinin belirlendigi bir diger
calismada suslarin  amoksisilin, florfenikol,
ampisilin, eritromisin ve oksitetrasikline duyarli,
trimetoprim, okzolinikasite ve
sulfametoksazol/trimetoprime diren¢li oldugu
bildirilmistir. Ayrica neomisin, enrofloksasin,
kanamisin, sefoperazon ve vegentamisine karsi
degisen  oranlarda  duyarlilk  gdsterdigi
belirlenmistir (Durmaz ve Kiligoglu, 2015).
Konya ili gevresinde yer alan Gokkusag
alabalig ¢iftliklerinden izole ettikleri L. garvieae
suslarinin antibiyotik duyarliliklarinin tespitine
yonelik yapilan caligmada ise tiim suslarin,
oksitetrasiklin,  enrofloksasin,  amoksisilin,
eritromisin, florfenikol ve ampisiline duyarly;
neomisin ve sulfamethoksazol/trimetoprime ise
direngli oldugu tespit edilmistir (Kav ve Erganis,
2008). L.garvieae suslarinda yapilan bu
calismada da benzer olarak calisilan her iki
susunda ampisilin, enrofloksasin, tetrasiklin,
kloramfenikol karst duyarli oldugu, L.garvieae
L1 susunun da sulfametoksazol+trimetoprim

antibiyotigine karst direncli oldugu tespit
edilmistir.
Pseudomonas  septisemisinin  etkeni  olan

Pseudomonas fluorescens firsat¢1 bir patojendir.
Tirkiye'de patojen ilk olarak Ege Denizi'ndeki
cipurada, daha sonra levrek, gokkusag: alabalig
ve bazi siis baligi tiirlerinden izole edildigi rapor
edilmistir (Oztiirk ve Altinok, 2014). Aksoy
(2001) Ankara Ili ve Ilgelerinde bulunan
Gokkusagi alabalig1 ve Aynali sazan ¢iftliginden
izole edilen P. fluorescens suslarinin kanamisin,
tetrasiklin ~ ve  oksitetrasikline  duyarls,
sefalosiporin, trivetrin, ampisilin, gentamisin,
neomisin, penisilin, kolistin, streptomisin ve
eritromosine direngli olduklar: tespit edilmistir.
Gokkusagr alabaligini  tehdit eden Onemli
bakteriyel patojenlerin tespiti ve bu patojenlerin
antibiyotik duyarliklarinin belirlenmesi iizerine
yapilan farkli bir calismada ise ayni etkenin
neomisin, enrofloksasin ve kanamisine duyarli

oldugu, eritromosin, oksitetrasiklin,
trimethoprim, furazolidon, ampisillin,
kloramfenikol, streptomisin,
sulfamethoksazol/trimetoprim, sulfafurazol

antibiyotiklerine karst ise diren¢li oldugu
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bulunmustur  (Ozkdk, 2005). Yapilan bu
calismada ise benzer sekilde ayni etkene ait her
iki susunda ampisilin,
sulfamethoksazol/trimetoprim, florfenikol,

kloramfenikol ve trimethoprim antibiyotiklerine
kars1 direngli oldugu tespit edilmistir. Hareketli
aeromonaslar Aeromonas hydrophila,
Aeromonas sobria ve Aeromonas caviae
baliklarda oliimciil bir hastalik olan Motile
Aeromonas Septisemisine (MAS) neden olan
onemli  patojenlerdir  (Cipriano,  2001).
Ulkemizde MAS neden olan etkenlerin yaygin
olarak izole edildigi bildirilmistir (Ozer ve ark.,
2009; Filik ve ark., 2021). Durmaz ve Turk
(2009) ciftliklerinden alinan alabalik ve su
orneklerinden izole edilen motil Aeromonas
bakterilerin  oksitetrasiklin, karbenisilin  ve
streptomisin antibiyotiklerine yiiksek direng
gosterdiklerini, bununla birlikte enrofloksasin ve
siprofloksasine karsi %96, amikasine %92.3,
oksolinik asit, piperasilin, mezlosilin,
sefotaksim, imipenem ve flumekuine ise %76.9-
84.6 oranlarinda duyarl olduklarini
bildirmislerdir. Ozer ve ark., (2009) Mersin
ilindeki yedi ticari gokkusagr alabalig
ciftliginden izole ettikleri 22  hareketli
Aeromonas susunun 2'sinin Aeromonas sobria
oldugu belirlenmistir. Baliktan izole edilen
Aeromonas sobria susunun antimikrobiyal
duyarhi@gmin  belirlendigi  bu  ¢alismada
gentamisin, sulfamethoksazol/trimetoprim,
enrofloksasine duyarls, oksitetrasiklin,
enrofloksasin ve novobiyosine direngli, neomisin
ve streptomisine orta derece duyarli oldugu tespit
edilmistir. Yaptigimiz calismada ise benzer
sekilde aymi etkene ait susun, neomisin ve
streptomisine orta derece duyarli oldugu ancak
farkli  olarak  sulfamethoksazol/trimetoprim
antibiyotigine kars1 direngli, oksitetrasiklin,
enrofloksasin antibiyotiklerine karsi ise duyarh
oldugu goriilmiistiir. izole edilen bakterilerin
farkl1 direng profilleri gostermesi, cografi
konumlardan ve ornekleme zamanlarindan
kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Capkin ve ark.,
2015).

Ampisilin, neomisin, kanamisin, imipenem,
eritromisin, oksolinik asit, oksitetrasiklin,
trimetoprim+siilfametoksazol ve streptomisin,
florfenikol  birgok  Avrupa {ilkesinde ve
Tirkiye'de balik hastaliklarinin  tedavisinde
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yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerdir
(Capkin ve ark., 2015; Kayis ve ark., 2009).
Tiirkiye'deki balik ¢iftliklerinde en sik kullanilan

antibiyotigin stilfametoksazol oldugu
bildirilmistir (Capkin ve ark., 2015). Bu
calismada  antimikrobiyal duyarlilik testi
sonuglari bakterilerin %66.6's1n1n

trimetoprim+siilfametoksazole %350’sinin
streptomisin ve florfenikole direngli oldugunu
gostermistir. Buna ek olarak, bazi izolatlarda
Sulll, AmpC ve aadA direng genleri de tespit

edilmistir. Terzi (2013) Alabalik
isletmelerindeki  baliklardan  izole edilen
bakterilerde antibiyotik direncliliginin
belirlenmesine  yonelik yaptigi  ¢aligmada,

bakterilerin en ¢ok sull ve sul2 genini tagidigini
belirlenmis ve bu durumu bakterilerin
sulfonomid grubu antibiyotiklere asir1 maruz
kaldigin1 veya direng saglayan genleri diger
bakterilerden edinmis olmasindan
kaynaklanabilecegini One slrmiistiir. Ayni
caligmada betalaktam direnci saglayan genlerden
ampC geninin, izole edilen bakterilerin
%45.8’inde tespit edildigi bildirilmis, genin
yilksek oranda tespit edilmesinin sebebi
kullanilan  antibiyotiklerin  bulagmalar1 ile
bakterilerin direng geni gelistirdiklerinin veya
kazandiklarinin bir gostergesi olabilecegi one
stiriilmiistlir. Direng genlerinin diger bakterilere
gecme olasiligt  géz Online alindiginda,
kromozomal veya plazmit aracili antibakteriyel
diren¢ profilinin sik sik degerlendirilmesi
gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. CAD indeksinin
0.2'den bliyiik olmast su riinleri
yetistiriciliginde  agir  dozda  antibiyotik
kullanildigin1 gostermektedir (Osundiya ve ark.
2013). Bu c¢alismada alabaliklardan elde edilen
baz1 izolatlarin CAD indeksinin 0.2'den biiyiik
oldugu tespit edilmistir. Bu durum, alabaliklarin
toplandig ciftlikte antibiyotik kullaniminin daha
yogun oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

5. SONUC

Etkili su drilinleri yetistiriciliginde, giivenli
yonetim  uygulamalari, uygun  stoklama
programlart ve uygun hijyenik kosullar,
bakteriyel patojenlerin  girisini, bakteriyel

enfeksiyonlarin goriilme sikligini ve dolayistyla
antimikrobiyallerin kullanimini
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siirlandiracaktir. Antimikrobiyal direng
tehdidinin TUstesinden gelebilmek i¢in uygun
yonergeleri takip eden siirekli izleme programlari
ve etkili politikalarin uygulanmasi su triinleri
sektoriiniin daha saglikli gelismesine katki
saglayacaktir. Ancak siirli sayida izolatla
yapilan izleme ¢aligmalarinin resmin tamamini
yansitmayabilece8i, bir iretim alanindaki
mevcut antimikrobiyal duyarliligin daha dogru
bir sekilde degerlendirilmesi i¢in miimkiin
oldugunca ¢ok sayida bakteri izolatinin
degerlendirilmesi gerekliligi de bildirilmistir
(Sezgin ve ark., 2023). Balik o&liimlerinin

degerlendirilmesi, antibiyotik  kalintilarinin
degerlendirilmesi, sorumlu patojenlerin
tanimlanmast  ve bunlarin  antimikrobiyal
duyarliliklarinin belirlenmesi, izleme

programinin bir pargasi olarak periyodik olarak
yapilmalidir.  Antibiyotik direncinin ortaya
cikmasi, balik ¢iftliklerinde uygun siirveyans ve
stirekli izleme programlarinin uygulanmasinin
yani sira diger etkili alternatiflerin kullanimini da
hatirlatmaktadir. Antibiyotik direncini azaltmak
icin probiyotikler, bitkisel tedaviler, fajlar, asilar
gibi alternatif ¢evre dostu tedavilerin de
gelistirilmesi gerekmektedir. Bu durum, gida
kalitesini artiracak, insan sagligi ve c¢evre
iizerindeki olumsuz etkileri en aza indirecektir.
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