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Lactococcus garvieae 1zolatlarinin Antimikrobiyal Direnc Profillerinin
Fenotipik ve Genotipik Olarak Belirlenmesi
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Ozet: Antimikrobiyel ajanlarin su iiriinleri yetistiriciligindeki yogun ve bilingsiz kullanim1 sucul ortamda antibiyotik
direngli bakterilerin ve antibiyotik diren¢ genlerinin olusumuna neden olmaktadir. Bu gibi durumlarda su ve sediment
antibiyotik direng genleri i¢in rezervuar durumuna doniisebilir ve bu genler horizontal gen transferi ile insan ve balik
patojenleri arasinda yayilabilirler. Bu c¢alismada Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden izole edilmis 25 L. garvieae izo-
latiin 14 farkli antibiyotige kars1 duyarliliklar1 Kirby Bauer disk difiizyon yontemiyle belirlendi. izolatlarin sahip
olduklart cesitli antibiyotik diren¢ genlerinin varlig1 spesifik primer ¢iftlerinin kullanildigi PCR metodu ile belirlendi.
Ayrica izolatlar arasindaki olasi klonal iliskiler RAPD-PCR metodu ile ortaya konuldu. izolatlarin tamammin en az 4
farkli antibiyotige karst direngli oldugu, bir izolatin ise 9 farkli antibiyotige kars1 direng ile en yiiksek direng profiline
sahip oldugu belirlendi. izolatlardan birinin (%4) sull direng genine, altisinin (%24) su/ll direng genine ve bir izolatin
(%4) tetD direng genine sahip oldugu belirlendi. izolatlarin ERIC2 primeri ile 3 farkli genotipe ayrildig1 ve izolatlarin
biiyiik bir béliimiiniin (16 izolat) baskin tip olan LG2 genotipine dahil oldugu belirlendi. Caligmada ¢oklu ilag direncinin
yiiksek oranda saptanmasi balik hastaliklarinin tedavisinde uygun antimikrobiyel ajanlarin se¢ilmesinin 6nemini ortaya
koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik, antibiyotik diren¢ geni, genotiplendirme, L. garvieae

Phenotypic and Genotypic Determination of Antimicrobial Resistance Profile for
Lactococcus garvieae Isolates

Abstract: The intense and unconscious use of antimicrobial agents in aquaculture results in the occurrence of antibiotic-
resistant bacteria and antibiotic resistance genes (ARGs). In such cases, water and sediment may become a reservoir
for ARGs and these genes can be transferred horizontally among fish and human pathogens. In the current study, anti-
microbial activity of 25 L. garvieae strains isolated from different regions of Turkey was determined by Kirby Bauer
disk diffusion method against the 14 different antibiotics. Presence of various antibiotic resistance genes in the isolates
was determined by PCR method with specific primers. Additionally, possible clonal relationships between isolates were
demonstrated by the RAPD-PCR method. All isolates have resistant to at least 4 different antibiotics, also one isolate
had the highest resistance profile with resistance to 9 different antibiotics. It was determined that one of the isolates (4%)
has Sull resistance gene, six (24%) of isolates have the su/ll resistance gene and one isolate (4%) has fefD resistance
gene. It was determined that the isolates were divided into 3 different genotypes by the ERIC2 primer and large amount
of the isolates (16 isolates) have involved dominant type LG2 genotype. Detection of high rate multi-drug resistance in
the study, suggested that selection of appropriate antimicrobial agents is important for treatment of fish diseases.
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Lactococcus garvieae (L. garvieae) enfeksiyonlari-
nin tedavisinde en etkin yol patojene karsi antibi-
yogram yaparak en etkili antibiyotigi tespit ederek
uygulamaktir [14]. Ancak balik hastaliklarinin teda-
visinde kullanilan antibiyotiklerin kullanimina son
zamanlarda cesitli iilkeler tarafindan kisitlamalar
getirilmistir. ABD’de baliklarda sulfamerazin, ok-
sitetrasiklin dihidrat, sulfadimetoksin-ormetoprim

ve florfenikol’lin yasal kullanimina izin verilirken
[4], Ingiltere’de sadece ii¢ adet antibiyotik (flor-
fenikol, oksitetrasiklin ve amoksisilin) su iiriinleri
yetistiriciliginde kullanim igin lisans almistir [18].
Ulkemiz su iiriinleri yetistiriciliginde ¢ok cesitli
antibakteriyellerin kullanildig1 bildirilmis olmasina
ragmen, Gida Kontrol Genel Midiirliigii verilerine
gore baliklarda kullanilabilecek 40 adet ruhsatli an-
tibakteriyel iiriin bulunmakta ve bu tiriinlerin ise bes
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farkli etken madde, florfenikol, oksitetrasiklin HCI,
enrofloksasin, siilfadiazin-trimetoprim ve amoksisi-
lin trihidrat icerdigi goriilmektedir [9].

Genel olarak L. garvieae enfeksiyonlarinin te-
davisinde eritromisin, oksitetrasiklin, amoksisilin
ve diigiik diizeyde doksosilin en sik olarak kulla-
nilan antibiyotiklerdir [28]. Ancak streptokokkal
balik patojenlerinde antibiyotik kullanimima bagh
olarak antibiyotiklere kars1 direng gelistigi bildiril-
mistir [2, 3]. Bir izolatta birden fazla kemoterapotik
ajana karsi direncin gelistigi ¢oklu direng sik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bakteriyel populasyonlarda-
ki antibiyotik direng¢ genlerinin yayilimi horizontal
gen transferinin ¢esitli mekanizmalar1 yoluyla ger-
¢eklesmektedir. Streptokokkal balik patojenlerinde
en yaygin gen transfer mekanizmasi plazmid iligkili
transferdir. Akuvatik Streptokok tiirlerinde antibi-
yotik direnciyle ilgili ilk rapor Japonya’da kiiltiire
edilen sarikuyruk baliklardan yapilmigtir. Caligma-
da makrolid, linkomisin ve tetrasikline kars1 orta dii-
zeyde direng olustugu ve direng genlerinin yapisal
olarak ekspresse oldugu ve transfer edilemez oldu-
gu ortaya konulmustur. Yine ayni ¢alismada makro-
lid, linkomisin, tetrasiklinler ve kloramfenikole kar-
s1 yiiksek diizeyde direng olustugu ve iligkili direng
genlerinin transfer edilebilir ve indiiklenebilir oldu-
gu belirlenmistir. Arastirmacilar antibiyotik direng
determinantlarinin diren¢ (R) plazmidlerinde ya da
tranposonlarda lokalize oldugunu tahmin etmisler-
dir [2]. Bu bulgular, eritromisin, oksitetrasiklin ve
linkomisin direngli L. garvieae izolatlarindan izole
edilen R plazmidlerinin karakterizasyonuna neden
olmus ve ermB ve tet(S) direng genlerinin varligini
ortaya ¢ikarmistir [11]. 170 adet L. garvieae izolati-
nin antibiyotik duyarlilik testi sonucu izolatlarin ne-
redeyse yarisinin ayni anda eritromisin, limkomisin
ve oksitetrasikline direngli oldugu ve tiim direncli
izolatlarin ermB ve tet(S) direng genlerine sahip ol-
duklar1 ortaya konulmustur [13]. Iran’da yapilan ¢a-
lismada 49 L. garvieae izolatinin %65,3’1 enroflok-
sasin’e, %42,8’1 eritromisin’e, %40,8°1 kloramfeni-
kol ve trimetoprim-+sulfametoksazol ve %38,7 sinin
tetrasiklin’e kars1 direngli oldugu bulunmus ve test
edilen 49 izolatin tamamini en az bir tetrasiklin di-
reng geni tasidigr saptanmistir [22]. Ulkemizde L.
garvieae izolatlarinda antibiyotik diren¢ genlerinin
varliginin belirlendigi bir ¢calismada izolatlarin en
yaygin olarak tetrasiklin (fefB) direng geni tasidigi
ortaya konulmustur [26].

Bu ¢alisma ile Tiirkiye’nin degisik bdlgelerin-
den izole edilmis olan L. garvieae izolatlarinin anti-
mikrobiyal aktiviteleri ve izolatlarin sahip olduklar1
bazi antibiyotik diren¢ genleri belirlenmis ve izo-
latlar arasindaki genetik iligkiler Random Ampli-
fied Polimorfik DNA-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RAPD-PCR) metodu ile ortaya konulmustur.

Materyal ve Metot

Bakteriyel izolatlar: Calismada Tiirkiye’nin degi-
sik bolgelerinden izole edilmis olan 25 adet Gok-
kusag1 alabalig1 kokenli L. garvieae saha izolat1 ve
L. garvieae ATCC 43921 referans susu kullanildi
(Tablo 1). izolatlar Trypticase soy broth’a (Merck,
Almanya) pasajlandi ve 25 °C’de 24 saat inkiibe
edilerek canlandirildi.

L. garvieae Spesifik PCR: izolatlarm DNA
ekstraksiyonlar1 prensibi spin kolon ile filtrasyon
esasma dayanan ticari DNA ekstraksiyon kiti (In-
vitrogen, Kanada) kullanilarak yapildi. Kit igeri-
gine ek olarak Gram pozitif bakteriler i¢in 0,06 g
Tris-HCI, 0,15 g EDTA, 240 ml Triton X-100, 0,4 g
lizozim’den olusan 20 ml lizozim lizis buffer hazir-
landi. L. garvieae izolatlar genetik olarak tiir spesi-
fik pLG-1 (5’-CATAACAATGAGAATCGC-3’) ve
pLG-2 (5’-GCACCCTCGCGGGTTG-3’) primer
setinin kullanildigr PCR metodu ile konfirme edildi
[30]. L. garvieae spesifik 1100 bp’lik son amplifi-
kasyon {irliniiniin goriildiigl izolatlar L. garvieae
olarak degerlendirildi. PCR c¢alismasinda pozitif
kontrol olarak L. garvieae ATCC 43921 susu kul-
lanildi.

Disk Difiizyon Testi: izolatlarn antibiyotik
profillerinin belirlenmesinde Kirby Bauer disk di-
flizyon metodu kullanildi. izolatlarn amoksisilin
(10 pg), ampisilin (10 pg), enrofloksasin (5 pg),
eritromisin (15 pg), florfenikol (30 pg), flumeku-
in (30 pg), gentamisin (10 pg), kanamisin (30 pg),
neomisin (30 pg), oksitetrasiklin (30 pg), oksolinik
asit (2 pg), sefoperazon (75 pg), trimetoprim (5 pug)
ve trimetoprim+sulfametoksazol (25 pg) (Bioa-
nalyse, Tiirkiye) olmak iizere 14 farkli antibiyotige
kars1 direng profilleri belirlendi. Bu amagla her bir
bakteri Brain Heart Infusion agarda 25 °C’de 24-48
saat inkubasyona birakilarak subkiiltiire edildi. Elde
edilen bakteri subkiiltiirleri McFarland 0.5 standar-
dina gore ayarlandi ve silispansiyonlariin her bi-
rinden 0,1 ml alinarak Miieller-Hinton agara steril
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svap yardimiyla ekimleri yapildi. Daha sonra ekim
yapilan petrilere antibiyotik diskleri yerlestirilerek
25 °C’de 24-48 saat inkube edildi. Inkubasyon son-
ras1 diskler etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplari
Olciildi ve sonuglar referans degerlerle karsilastiri-
larak degerlendirme yapildi [5].

Antimikrobiyal Diren¢ Genlerinin Belirlen-
mesi: Calismada kullanilan L. garvieae izolatla-

rinda eritromisin (ermB, ermF), florfenikol (floR),
sulfanamid (su/l, sulll ve sullll), tetrasiklin (fetA,
tetB, tetC, tetD, tetE ve tetG) ve trimetoprim (dhfil)
antibiyotik diren¢ genlerinin varlign PCR metodu
ile arastirildi. Calismada kullanilan oligoniikleotid
primer dizileri ve bu dizilere ait beklenen PCR son
iiriin boyutlar1 Tablo 2’de verildi.

Tablo 1. Calismada kullanilan L. garvieae saha izolatlari, izolasyon yerleri ve tarihi

No izolatlar izolasyon Yeri izolasyon Yih
1 Cob S Mugla Akdeniz 2001
2 Alk S Antalya Akdeniz 2002
3 Haykas 12B Isparta Akdeniz 2012
4 Anakas 12B Isparta Akdeniz 2012
5 Kep B Antalya Akdeniz 2001
6 Yal B Isparta Akdeniz 2012
7 Can B Isparta Akdeniz 2012
8 Goz B Mugla Akdeniz 2001
9 Cift B Eskisehir I¢ Anadolu 2012
10 Esk B Eskisehir I¢ Anadolu 2017
11 Sam ED Samsun Karadeniz 2010
12 Sam EK Samsun Karadeniz 2010
13 OrYDD Ordu Karadeniz 2014
14 Or YDB Ordu Karadeniz 2014
15 Or YDE Ordu Karadeniz 2014
16 Or YDF Ordu Karadeniz 2014
17 SK 68D Aydin Ege 2011
18 SK 45K Aydin Ege 2011
19 SK 31K Aydin Ege 2011

20 SK 19K Aydin Ege 2011

21 SK 67K2 Aydin Ege 2011

22 SK 66B Aydm Ege 2011
23 SK 53K Aydin Ege 2011
24 SK 65B Aydin Ege 2011
25 37K Aydin Ege 2011
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Tablo 2. Antibiyotik diren¢ genlerinin belirlenmesinde kullanilan primer setleri

Primerler Primer Dizileri Hedef Gen PCR;{::;H Bo- Kaynak
ermB-F GAAAAGGTACTCAACCAAATA R 639 24]
ermB-R AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC erm
ermF-F CGGGTCAGCACTTTACTATTG . 466 4]
ermF-R GGACCTACCTCATAGACAAG erm
floR-F TATCTCCCTGTCGTTCCAG
floR-R AGAACTCGCCGATCAATG floR 399 [27]
Sull-F CGCACCGGAAACATCGCTGCAC I 163 P
Sull-R TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG S
Sulll-F TCCGGTGGAGGCCGGTATCTGG 1 o1 20]
Sulll-R CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG su
SulllI-F TCCGTTCAGCGAATTGGTGCAG I 128 20]
Sullll-R TTCGTTCACGCCTTACACCAGC
tetA-F GCTACATCCTGCTTGCCTTC oA 210 -
tetA-R CATAGATCGCCGTGAAGAGG €
tetB-F TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG B 659 07
tetB-R GTAATGGGCCAATAACACCG ¢
tetC-F CTTGAGAGCCTTCAACCCAG o 418 (17
tetC-F ATGGTCGTCATCTACCTGCC ¢
tetD-F AAACCATTACGGCATTCTGC oD 287 017
tetD-R GACCGGATACACCATCCATC ¢
tetE-F AAACCACATCCTCCATACGC E 278 -
tetE-R AAATAGGCCACAACCGTCAG ¢
tetG-F GCTCGGTGGTATCTCTGCTC oG 468 07
tetG-R AGCAACAGAATCGGGAACAC ¢

dhfrl-F AAGAATGGAGTTATCGGGAATG dhil 301 271

dhfr1-R GGGTAAAAACTGGCCTAAAATTG

Direng genlerinden ermB, floR, sull, sulll,
tetA, tetB ve tetC’ye ait pozitif DNA ornekleri Dr.
Mustafa Tiire (Su Uriinleri Merkez Arastirma Ens-
titiisit Midiirliigii, Trabzon) ve Dr. Muhammed Du-
man’dan (Uludag Universitesi, Veteriner Fakiiltesi,
Su Uriinleri Hastaliklar1 Anabilim Dali, Bursa) te-
min edildi.

Eritromisin diren¢ genlerinin belirlenmesin-
de Roberts ve ark. [24]’lin bildirdigi PCR yontemi
modifiye ve optimize edilerek kullanildi. ermB ve
ermF direng¢ genlerinin belirlenmesinde tekli PCR
denemeleri gergeklestirildi. PCR amplifikasyonu
icin 25 pl PCR reaksiyon karisimi olusturuldu. Bu
karisim DEPC-treated water, 1xPCR Buffer, 1,5
mM of MgCl,, her bir dNTP’den 0,12 mM, 1,5 U
Taq polymerase (Fermentas), her bir primer’den 1
pmol ve 3 ul template DNA’dan olusturuldu. Olus-

turulan bu karisim 94°C‘de 5 dk 6n denatiirasyonu
takiben 94°C‘de 30 sn denatiirasyon, 50°C*‘de 30
sn primer baglanma, 72°C‘de 45 sn uzama olmak
tizere 35 siklus ve 72°C‘de 10 dk son uzama kosul-
larinda amplifiye edildi.

Florfenikol diren¢ geninin (floR) belirlenme-
sinde Van ve ark. [27]’nin bildirdigi PCR yonte-
mi modifiye ve optimize edilerek kullanildi. PCR
amplifikasyonunda PCR water, 1xPCR Buffer, 1,5
mM of MgClL, her bir ANTP’den 0,12 mM, 1,5 U
Taq polymerase (Fermentas), her bir primer’den 1
pmol ve 3 ul template DNA igeren 25 pl PCR reak-
siyon karigimi olusturuldu. Olusturulan bu karisim
94°C*de 5 dk 6n denatiirasyonu takiben 94°C‘de 30
sn denatiirasyon, 50,5°C’de 30 sn primer baglan-
ma, 72°C*de 45 sn uzama olmak iizere 35 siklus ve

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez

Cilt 29, Say1 2, 2018, 94-103



98 Hanci i ve Onuk EE. L. garvieae izolatlarinin Antimikrobiyal Direng Profillerinin Belirlenmesi

72°C*de 10 dk son uzama kosullarinda amplifikas-
yon islemine tabi tutuldu.

Sulfonamid direng genlerinin belirlenmesinde
Pei ve ark. [20]’nin bildirdigi PCR yontemi modi-
fiye ve optimize edilerek kullanildi. sull, sulll ve
sullll direng genlerinin belirlenmesinde tekli PCR
denemeleri gerceklestirildi. PCR amplifikasyonun-
da DEPC-treated water, 1xPCR Buffer, 1,25 mM of
MgCl,, her bir dANTP’den 0,12 mM, 1,75 U Taq pol-
ymerase (Fermentas), her bir primer’den 1 pmol ve
3 ul template DNA i¢eren 25 ul PCR reaksiyon kari-
sim1 olusturuldu. Olusturulan bu karisim 95°C*de 5
dk 6n denatiirasyonu takiben 95°C*de 15 sn denatii-
rasyon, sull i¢in 55,9°C’de, sulll igin 60,8°C’de ve
sullll igin 60°C’de 30 sn primer baglanma, 72°C‘de
30 sn uzama olmak iizere 40 siklus ve 72°C*de 7 dk
son uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi
tutuldu.

Tetrasiklin diren¢ genlerinin belirlenmesinde
Ng ve ark. [17]’nin bildirdigi PCR ydntemi modi-
fiye ve optimize edilerek kullanildi. Bu amacla iki
farkli Multipleks PCR denemesi ger¢eklestirildi. Bi-
rinci denemede tetB, tetC ve tetD genlerinin, ikinci
denemede ise tetA, tetE ve tetG genlerinin varlig
belirlendi. PCR amplifikasyonunda DEPC-treated
water, 1XPCR Buffer, 2,0 mM of MgCl,, her bir
dNTP’den 0,3 mM, 1,5 U Taq polymerase (Fermen-
tas), her bir primer’den 1 pmol (1. denemede tefB,
tetC ve tetD primerleri, 2. denemede tetA, tetE ve
tetG primerleri kullanild1) ve 3 pl template DNA
iceren 50 ul PCR reaksiyon karigimi olusturuldu.
Olusturulan bu karisim 94°C*de 5 dk 6n denatiiras-
yonu takiben 94°C‘de 1 dk denatiirasyon, 55°C‘de
1 dk primer baglanma, 72°C‘de 1,5 dk uzama olmak
tizere 35 siklus ve 72°C‘de 10 dk final uzama kosul-
larinda amplifikasyon iglemine tabi tutuldu.

Trimetoprim diren¢ geninin (dAhfrrl) belirlen-
mesinde Van ve ark. [27]’nin bildirdigi PCR yon-
temi modifiye ve optimize edilerek kullanildi. PCR
amplifikasyonunda DEPC-treated water, 1xPCR
Buffer, 1,25 mM of MgCl,, her bir dNTP’den 0,12
mM, 1,75 U Taq polymerase (Fermentas), her bir
primer’den 1 pmol ve 3 pl template DNA igeren 25
ul PCR reaksiyon karigimi olusturuldu. Olusturulan
bu karisim 95°C*de 15 dk 6n denatiirasyonu takiben
94°C*de 30 sn denatiirasyon, 50°C’de 30 sn primer
baglanma, 72°C‘de 1 dk uzama olmak tizere 30 sik-

lus ve 72°C‘de 7 dk final uzama kosullarinda amp-
lifikasyon islemine tabi tutuldu.

Tiim PCR analizleri sonrasi olusan son amp-
lifikasyon iriinlerinin goriintiilenmesinde etidium
bromid (2 mg/ml) iceren %1,5-2’lik agaroz jel kul-
lanildi. Jel elektroforezi sonrasin olusan iiriinler UV
transilluminatdr ile goriintiilendi.

Izolatlar Arasi Klonal iliskinin Belirlenmesi:
Izolatlar arasindaki klonal iliskinin ortaya konmasi
amaciyla rastgele gogaltilmis polimorfik DNA-poli-
meraz zincir reaksiyonu (RAPD-PCR) metodu kul-
lanildi. Bu metotta random primer olarak “Entero-
bacterial repetitive intergenic consensus” dizgileri-
ne 6zgii ERIC-2 primeri (5’-AAGTAAGTGACTG-
GGGTGAGCG-3") kullanild1 [29]. Olusan RAPD
paternlerinin dendogramlar1 UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Averages) ile,
CHEF-DR® III, Quantity One® yazilimi1 (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) kullanilarak c¢izildi.
RAPD analizinin tekrarlanabilirliginin belirlenmesi
amaciyla rastgele 7 izolat se¢ildi ve analiz arka ar-
kaya 3 kez tekrarlandi. Izolatlar arasindaki genetik
yakinlik % 70 benzerlik katsayisina gore hesaplan-
d.

Bulgular

L. garvieae Spesifik PCR: Calismada kullanilan
izolatlar L. garvieae tiir spesifik PCR uygulama-
styla molekiiler olarak konfirme edildi. L. garvie-
ae spesifik PCR sonucunda tiim izolatlarin 1100 bp
amplifikasyon iiriinii verdigi saptandi (Sekil 1).

M 1 2 SIS RS R O

ORI 08 11

pE—
/

\

Sekil 1. L. garvieae spesifik PCR (1100 bp). M; Marker
(100 bp Plus DNA Marker), 1; L. garvieae ATCC 49156,
2; Negatif Kontrol (Distile su), 3-11; L. garvieae saha
izolatlar1
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Disk Difiizyon Testi: L. garvieae saha izolat-
larinin ¢aligmada kullanilan 14 farkli antibiyotige
kars1 degisik diizeyde antimikrobiyal aktiviteye sa-
hip olduklar1 belirlendi. izolatlarin tamaminin en az
4 farkli antibiyotige karsi direncli oldugu, bir izo-
latin (Yal B izolat1) ise 9 farkli antibiyotige karsi
direng ile en yiiksek diren¢ profiline sahip oldugu
belirlendi. Izolatlarin tamaminin flumekuin, genta-
misin, neomisin ve oksolonik asit’e karst direngli
amoksisilin, florfenikol ve sefoperazon’a kars ise
duyarli oldugu saptandi. En diisiik diren¢ oraninin
ise %4 ile oksitetrasiklin ve %12 ile enrofloksasin’e
kars1 sekillendigi goriildii (Tablo 3).

Tablo 3. Calismada kullanilan L. garvieae izolatlarin an-
timikrobiyal profilleri

L. garvieae (n=25)

Antibiyotik n (%)

S 1 R
Amoksisilin 25 (100) - -
Ampisilin 5(20) 20 (80) -
Enrofloksasin 3(12) 19 (76) 3(12)
Eritromisin 22 (88) 3(12) -
Florfenikol 25 (100) - -
Flumequin - - 25 (100)
Gentamisin - - 25 (100)
Kanamisin - 14 (66) 11 (44)
Neomisin - - 25(100)
Oksitetrasiklin 15(60) 9 (36) 1(4)
Oksolinik asit - - 25 (100)
Sefaperazon 25 (100) - -
Trimetoprim 5(20) 2(8) 18 (72)
e 1269 1@

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

Antimikrobiyal Direnc¢ Genlerinin
Belirlenmesi: Calisma kapsaminda incelenen L.
garvieae saha izolatlar arasindan bir izolatin (%4)
sull direng genine, alt1 izolatin (%24) sulll direng
genine ve bir izolatin (%4) tetD direng genine sahip
oldugu belirlendi. izolatlar arasinda ermB, ermF,
floR, tetA, tetB, tetC, tetE tetG ve dhfrl direng
genlerinin varligi saptanamadi. Sadece bir izolatin
(Anakas 12B) birden fazla diren¢ genine sahip oldu-
gu belirlendi (Tablo 4). izolatlarin izole edildikleri
yerler ile sahip olduklar antibiyotik direng genleri
arasinda anlamli bir iligski saptanamadi.

Tablo 4. L. garvieae izolatlarinda saptanan antibiyotik
direng genleri

izolatlar sull sulll tetD
Anakas 12B + + -
Kep B - + -
Cift B - - +
Esk B - + -
Or YDE - + -
SK 66B - 4 =
37K - + -

izolatlar Aras1 Klonal lliski: Izolatlar ara-
s1 genetik iliskinin belirlenmesi amaciyla segilen
ERIC-2 primeri ile farkli cografik bolgelerden izole
edilmis olan 25 L. garvieae saha izolatinin liretken
bant paternleri verdigi gézlendi. ERIC-2 primeri ile
ti¢ farkl1 genotip saptandi ve izolatlar %70 benzerlik
katsayisina gore bir kiime (LG2 ve LG3 nolu ge-
notip) ve bir “unique” tip (LG1 nolu genotip) ige-
risinde siiflandirildi. Baskin genotip olan LG2’ye
izolatlarin 16’sin1n (%64) dahil oldugu, unique tip’e
ise sadece bir izolatin dahil oldugu, diger genotip’e
ise 8 izolatin (%32) saptand (Sekil 2). Testin tekrar-
lanabilirligi %100 olarak bulundu.
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Sekil 2. ERIC2 primeri ile L. garvieae izolatlarinda belirlenen genotipler

Tartisma ve Sonug¢

L. garvieae, baliklarda hiperakut, hemorajik sep-
tisemisi ile seyreden laktokokkozis hastaliginin
etiyolojik ajanidir. Etken ayni zamanda 6nemli bir
zoonotik patojen olarak ele alinmaktadir. Ticari
oneme sahip bir¢ok tatl ve tuzlu su balik tiirlerin-
de laktokokkozis sonucu meydana gelen 6nemli
ekonomik kayiplar su iiriinleri yetistiriciligine za-
rar vermektedir [16]. Bununla birlikte L. garvieae
enfeksiyonlarinda tedavi kemoterapotik ajanlar ile
yapilabilmektedir. Ancak tedavide kullanilan antibi-
yotiklerin kalinti, antimikrobiyal direng gelisimi ve
maliyet gibi faktorler goz Oniine alinarak yapilma-
s1 gerektigi bunun icinde uygun antibiyotik se¢imi
icin etkenin duyarli oldugu antibiyotik belirlenerek
uygulanmasinin biiylik 6nem tagidig1 bildirilmekte-
dir [14].

Ulkemizde yapilan ¢esitli calismalar ile degi-
sik bolge ve illerden izole edilmis olan L. garvieae
izolatlarin sahip oldugu antimikrobiyel aktiviteler
g0z Online serilmistir. Kubilay ve ark., [14] 2001-
2003 yillar1 arasinda Antalya, Isparta, Konya, De-
nizli ve Mugla illerinden izole edilmis yedi L. gar-
vieae izolatinin kanamisin, sefuroksim, linkomisin,
penisilin, norfloksasin, siprofloksasin, ceftriaxone,

klindamisin, vankomisin, okzasilin, streptomisin,
trimetoprim-+sulfametoksazol, gentamisin, aprami-
sin, tylosin, colistin, sulfamethizol, flumekuin ve
oksolinik asit’e direngli olduklarini tespit etmisler-
dir. Calismamizda benzer sekilde flumekuin, genta-
misin ve oksolinik asit’e karst %100 oraninda di-
reng saptanmistir. Kav ve Erganis [12] 2002-2004
yillart arasinda Konya ilinde gokkusagi alabaligi
isletmelerinden elde ettikleri izolatlarin tamaminda
metisilin, okzasilin, kloksasilin, spiramisin, klinda-
misin, linkomisin, gentamisin, neomisin, basitra-
sin ve trimetoprim+sulfametoksazol’e karsi direng
saptamiglardir. Yapilmis olan galigmada elde edilen
sonuglara gore L. garvieae enfeksiyonlarmin te-
davisinde B-laktam gurubu antibiyotiklerin tercih
edilebilecegi bildirilmigtir. Altun ve ark., [1] disk
difiizyon yontemi ile Tiirkiyenin degisik illerinden
izole edilen 10 gokkusagi alabaligi kokenli L. gar-
vieae izolatinin tamaminin gentamisin, neomisin,
linkomisin ve trimetoprim+sulfametoksazol’e kars1
direncli olduklarini belirlemislerdir. Oksitetrasiklin
ve eritromisin’e kars1 ise sirastyla %80 ve %90 ora-
ninda yiiksek diizeyde direng saptanmistir. Akdeniz
bolgesinde 2012 yilinda rastlanilan salgindan izole
edilen suslarin benzer sekilde oksitetrasiklin, neo-
misin ve trimetoprim+sulfametoksazol’e kars1 di-
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rengli oldugu bildirilmistir [6]. Tiire ve Boran [26]
calismalarinda kullandiklar1 29 L. garvieae izolati
arasindan 20 izolatin ¢oklu antibiyotik direncine
sahip olduklarini bildirmisler ve en yiiksek direng
oraninin %86,3 ile trimetoprim+sulfametoksazol’e
kars1 sekillendigini bildirmislerdir. Bu calismada
Tiire ve Boran [26]‘nin bildirdigi gibi izolatlarda
yiiksek diizeyde (%100) coklu antibiyotik direnci
saptanmistir. Yapilan ¢alismalardan farkli olarak tri-
metoprim+sulfametoksazol’e karsi ise daha diisiik
diizeyde (%52) direncin sekillendigi belirlenmistir.
Ozellikle son yillarda yapilan calismalarda [6, 26]
calismamiza benzer sekilde florfenikol’e kars1 bir
direncin sekillenmedigi goriilmiis olup L. garvieae
enfeksiyonlarin sagaltiminda bu antibiyotigin kulla-
nilabilir oldugu degerlendirilmistir.

Duyarli bakteriler antibiyotigin hiicre memb-
rani tarafindan dislanmasi, antibiyotigin hiicre ici
modifikasyonu ve/veya deaktive edilmesi, hiicresel
hedefe duyarliliginin azaltilmasi, antibiyotigin hiic-
reden disariya atilmasi ve hiicre i¢i ayristirma gibi
¢oklu ve kompleks mekanizmalar yoluyla antibiyo-
tiklere kars1 direncgli hale gelebilirler [25]. Bu me-
kanizmalar mutasyon ve seleksiyon yoluyla ya da
diger bakterilerden diren¢ kodlayan genetik bilgile-
rin kazanilmasi ile evrimlesebilir. Direng kodlayan
genetik bilgilerin aktarimi horizontal gen transferi
(HGT) araciligiyla gerceklesebilir. HGT igerisinde
konjugasyon (bakteriyel plazmidler ve konjugatif
transpozonlar yoluyla), transformasyon (serbest
DNA’nin ¢evreden alinmasiyla) ve transdiiksiyon
(bakteriyofajlarla) gibi biiyiik bir dl¢iide antibiyo-
tige direngli bakterilerin gelistirilmesinden sorumlu
mekanizmalar bulunmaktadir [15]. Antibiyotik di-
ren¢ genlerinin patojenler arasinda aktarilmasinda
ozellikle, akuvatik ortamlarin 6énem tasidigi ve bu
ortamlarin rezervuar olarak gorev yaptiklart bildi-
rilmektedir [10]. Dolayisiyla balik patojenlerinde
goriilen antibiyotik direncinin ve izolatlarin sahip
olduklar1 diren¢ genlerinin belirlenmesi hem hay-
van sagligi hem de insan sagligi agisindan dnem
tasimaktadir. Ulkemizde ve diinyada L. garvie-
ae izolatlarinin sahip olduklar1 antibiyotik direng
genlerinin ortaya konuldugu smirl sayida ¢aligma
bulunmaktadir. Tiire ve Boran [26] 28 L. garvieae
saha izolatininda 12 farkli antibiyotik diren¢ geni-
nin varligmi inceledikleri ¢alismalarinda izolatlar
en yaygin olarak tefB (20/28) ve ereB (19/28) di-

reng genlerinin tasidiklarimi saptamislardir. Arag-
tirdiklar diger direng genlerinden 13 izolatin floR,
12 izolatin sulll ve blaTEM (B-lactam direng geni),
3 izolatin su/l, 2 izolatin tetS, dhfrl ve aadA (gen-
tamisin diren¢ geni) tasidigini, izolatlarin higbiri-
nin ereA, blaPSE (B-lactam direng geni) ve ampC
(B-lactam direng¢ geni) tasimadigini ortaya koymus-
lardir. Bununla birlikte izolatlarin tamaminin en az
2 antibiyotik diren¢ geni tagidigini bildirmislerdir.
25 adet L. garvieae saha izolatinin incelendigi bu
calismada ise Tiire ve Boran [26] nin aksine izolat-
larin diisiik diizeyde antibiyotik direng geni tasidigi
belirlenmistir. Calismamizda bir izolatin (%4) sull
direng genine, alt1 izolatin (%24) su/ll direng genine
ve bir izolatin (%4) tetD direng genine sahip oldu-
gu belirlendi. [zolatlar arasinda ermB, ermF, floR,
tetA, tetB, tetC, tetE tetG ve dhfrl direng genleri-
nin varlig1 saptanamamistir. Calismamizla benzer
sekilde Duman [7] 137 L. garvieae saha izolatinin
incelendigi ¢aligmada izolatlarin fetA ve floR direng
genlerine sahip olmadigini belirlemistir. Ancak yine
ayni ¢aligmada her iki ¢alismada ortak olarak arag-
tirtlan genlerden ermB’nin dort izolat da var oldugu
bildirilmistir. Bunun disinda izolatlarin dokuzunda
ermA, yedisinde fefM ve dordiinde fefS direng geni-
ne sahip oldugu belirtilmistir. Calismamizda sul/l ve
sulll direng genine sahip oldugu belirlenen 4, 10 ve
25 nolu izolatin fenotipik olarak trimetoprim+sulfa-
metoksazol’e kars1 direncli, 15 ve 22 nolu izolatin
ise orta diizeyde duyarli olduklar1 belirlenmistir.

Iran’da yapilan bir ¢alismada 49 L. garvieae
izolatinda yiiksek diizeyde (%89.,4) fetA geninin
varligma rastlanilmistir [22]. Ayni ¢alismada ca-
lismamizda buldugumuz tek tetrasiklin diren¢ geni
olan terD ise %15,3 oraninda saptanmistir. Yine
[ran’da yapilan bir baska calismada ise 24 L. gar-
vieae izolati incelenmis ve izolatlarin dokuzunun
ermB, onunun ise zetS diren¢ genine sahip olduklar
belirlenmistir [21]. Calismamizda ise ermB direng
geni saptanamamugtir. Sonuglar farkli cografik bol-
gelerden izole edilen izolatlarin farkli direng genle-
rine sahip olduklarini gostermektedir. Bu farklilik-
larin igletmelerde hastaliklarin tedavisinde bolgesel
olarak kullanilan antibiyotik farkliliklarindan ve/
veya izolatlarin bolgeler aras1 yumurta ve balik na-
killeri ile yayilmasindan kaynaklanabilecegi diisii-
niilmektedir.
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Bakteriyel izolatlar arasinda genetik iligkilerin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan metotlar-
dan birisi RAPD-PCR metodur [1, 19]. Arastirma-
cilar bu metotda random primer olarak farkli primer
dizilerinin kullanilabilirligini degerlendirmislerdir.
Ravelo ve ark., [23] farkli cografik bolge ve balik
tiirlerinden izole edilen L. garvieae izolatlarimi P5
ile P6 primerlerinin kullanildigit RAPD-PCR ile ge-
notiplendirmiglerdir. Calismalarinda kullandiklar
izolatlar1 3 genogruba ayirmiglardir. Alabaliklardan
izole edilen Ispanya, Portekiz, Ingiltere ve Tiirkiye
izolatlarmin 1. grupta, yine alabaliklardan izole edi-
len Fransa ve Italya suslarmin 2. grupta ve sarikuy-
ruk baliklarindan izole edilen Japon izolatlar1 ile L.
garvieae NCDO 2155 referans susun ise 3 grupta
kiimelendigini bildirmislerdir. Foschino ve ark., [8]
L. garvieae izolatlar arasindaki genetik iliskiyi be-
lirlemede M13 ve PS5 primerlerini kullanmislardir.
M13 primerinin en iyi ayrim giiciine sahip oldugu-
nu belirlemislerdir. Bu primeri ile italyan balik ve
ciftlik 6rneklerinden elde edilen toplam 81 izolat1 5
kiime igerisinde 52 RAPD genotipine ayirmislardir.
Baliklardan izole edilen izolatlarn ise 3 farkl kii-
meye dagildig1 goriilmiistiir. Sonucta balik ve cift-
lik izolatlar1 arasinda diisiik genetik iligskinin oldugu
belirlenmistir. Altun ve ark., [1] L. garvieae izolat-
larinin ERIC2 primeri ile degisken bant paternleri
verdikleri, dolaysiyla epidemiyolojik arastirmalar-
da bu random primerin kullanilabilir oldugu saptan-
mustir. Arastirmacilar L. garveae izolatlarini 3 farkli
genotip iceren bir kiime icerisinde gruplanmis ve
Ravelo ve ark., [23]’lin ¢alismalarina paralel ola-
rak iilkemizden izole edilen bazi izolatlarin Ispanya
ve Ingiltere izolatlaryla yiiksek oranda benzerlik
gosterdikleri belirlenmistir. Yine ayni ¢alismada
Tiirkiye kokenli izolatlarin biiyiik bir boliimiiniin (8
izolat) predominant tip olan LG1 genotipine dahil
oldugu belirlenmistir. Calismamizda 25 L. garvieae
saha izolatinin ERIC2 primeri ile iiretken bant pa-
ternleri verdigi gozlenmis ve izolatlar {i¢ farkl ge-
notip igerisine yerlestirilmistir. Izolatlarin 16’smnin
(%64) baskin genotip olan LG2 igerisine dahil oldu-
gu, unique tip’te ise sadece bir izolatin bulundugu
belirlenmistir. izolatlarin biiyiik cogunlugunun Al-
tun ve ark., [1]’in yapmis olduklar1 ¢alismada ol-
dugu gibi baskin bir genotip icerisinde gruplanmis
olmasi Tiirkiye kokenli L. garvieae izolatlarinin tek
bir epidemiyolojik sus ile iligkili olabilecegini gos-
termektedir.

Bu c¢alismada elde edilen veriler izolatlarin
coklu antibiyotik direncine sahip oldugunu ve bazi
izolatlarin antibiyotik diren¢ genine sahip oldugu-
nu gostermistir. Antimikrobiyal direng gelisiminin
oniine gegilebilmesi icin sahada balik hastaliklari-
nin uygun olmayan sekilde tedavi edilmesinin veya
ruhsatsiz antibiyotik kullanimimin onlenmesi i¢in
tedbirlerin almmasi gerekmektedir. Isletmelerde
kullanilan ilaglarin mutlaka regeteli olmasinin ve bu
ilaglarin kayit altina alinmasinin saglanmasi gerek-
mektedir.

Tesekkiir

Bu calisma, PYO.VET.1904.17.013 proje numarast
ile Ondokuz Mayis Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu Baskanlig1 tarafindan destek-
lenmistir. Ayn1 isimdeki Yiiksek Lisans tezinden
Ozetlenmistir. “Ayrica 5" International VETistanbul
Group Kongresi’'nde sozlii bildiri olarak sunulmus-
tur.”

Kaynaklar

1. Altun S, Onuk EE, Cift¢i A, Biiyiikekiz AG, Duman M,
(2013). Phenotypic, genotypic characterisation and anti-
microbial susceptibility determination of Lactococcus gar-
vieae strains. Kafkas Uni Vet Fak Derg. 19, 375-381.

2. Aoki T, Takami K, Kitao T, (1990). Drug resistance in a
nonhemolytic Streptococcus sp. isolated from cultured yel-
lowtail Seriola quinqueradiata. Dis Aquat Org. 8, 171-177.

3. Austin B, Austin AD, Bacterial fish pathogens: Diseases of
farmed and wild fish, 5th edn. Springer/Praxis Publishing,
Chichester, 2012.

4. Baydan E, Yurdakok B, Aydin FG, (2012). Baliklarda anti-
biyotik kullanimi. Turkiye Klinikleri J Vet Sci. 3(3), 45-52.

5. Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI). The suscep-
tibility of the isolates was determined according to Perfor-
mance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing:
Twenty-First Informational Supplement, Zone Diameter
Standards for Enterococcus spp. (7). CLSIL.: Performance
standarts for antimicrobial susceptibility testing; Twenty-
first Informational Supplement, 2011.

6. Didinen BI, Yardimcit B, Onuk EE, Metin S, Yildirim P,
(2014). Naturally Lactococcus garvieae infection in Rain-
bow Trout (Oncorhyncus mykiss Walbaum, 1792): New
histopathological observations, phenotypic and molecular
identification. Rev Med Vet. 165(1-2), 12-19.

7. Duman M, (2017). Gokkusagr alabaliklarinda gériilen motil
aeromonas (Aeromonas hydrophila, A. sobria, A. caviae),
Yersinia ruckeri ve Lactococcus garvieae bakterilerinin
antimikrobiyal duyarhiliklar: ve duyarlhilikta rol oynayan
genlerin tespiti. Uludag Universitesi, Saglik Bilimleri
Enstitiisti, Su Uriinleri Hastaliklar: Anabilim Dali, Bursa,
Doktora Tezi, sayfa: 70.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez

Cilt 29, Say1 2, 2018, 94-103



Hanci i ve Onuk EE. L. garvieae izolatlarinin Antimikrobiyal Direng Profillerinin Belirlenmesi

103

8. Foschino R, Nucera D, Volponi G, Picozzi C, Ortoffi M,

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Bottero MT, (2008). Comparison of Lactococcus garvieae
strains isolated in northern Italy from dairy products and
fishes through molecular typing. J Applied Microbiol.
105(3), 652-62

Gida Tarim ve Hayvanciik Bakanligt (GTHB).
Bakanligimizdan izinli veteriner tibbi tirlinler listesi. https://
www.tarim.gov.tr/Konular/Veteriner-Hizmetleri/Veteriner-
Saglik-Urunleri. 2018. Internet Erisimi: 15.03.2018.

Heuer OE, Kruse H, Grave K, Collignon P, Karunasagar
I, Angulo FJ, (2009). Human health consequences of use
of antimicrobial agents in aquaculture. Clin Infect Dis. 49,
1248-1253.

Hirono I, Aoki T, (2001). Characterization of structure and
genes of R Plasmid from fish-pathogenic Lactococcus gar-
vieae. Proc Jpn Soc Antimicrob Anim. 23, 22-24.

Kav K, Erganis O, (2008) Antibiotic susceptibility of Lac-
tococcus garvieae in Rainbow trout (Oncorhyncus mykiss)
farms. Bull Vet Inst Pulawy. 52, 223-226.

Kawanishi M, Kojima A, Ishihara K, Esaki H, Kijima M,
Takahashi T, Suzuki S, Tamura Y, (2005). Drug resistance
and pulsed-field gel electrophoresis patterns of Lactococ-
cus garvieae isolates from cultured Seriola (yellowtail, am-
berjack and kingfish) in Japan. Lett Appl Microbiol. 40,
322-328.

Kubilay A, Altun S, Ulukoy G, Diler O, (2005). Lactococ-
cus garvieae suglarmmin antimikrobiyal duyarlhiliklarmin
belirlenmesi. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Dergisi. 1(1),
39-48.

Marti E, Variatza E, Balcazar JL, (2014). The role of aquatic
ecosystems as reservoirs of antibiotic resistance. Trends
Microbiol. 22(1), 36-41.

Meyburgh CM, Bragg RR, Boucher CE, (2017). Lactococ-
cus garvieae: an emerging bacterial pathogen of fish. Dis
Aquat Org. 123, 67-79.

Ng LK, Marti, I, Alfa M, Mulvey M, (2001). Multiplex PCR
for the detection of tetracycline resistant genes. Mol Cel
Prob. 15, 209-215.

Ngo TPH, Smith P, Bartie KL, Thompson KD, Verner-Jef-
freys DW, Hoare R, Adams A, (2018). Antimicrobial sus-
ceptibility of Flavobacterium psychrophilum isolates from
the United Kingdom. ] Fish Dis. 41, 309-320.

Onuk EE, Cift¢i A, Findik A, Ciftgi G, Altun S, Balta F,
Ozer S, Coban AY, (2011). Phenotypic and Molecular
Characterization of Yersinia ruckeri Isolates from Rainbow
Trout (Oncorhynchus mykiss, Walbaum, 1792) in Turkey.
Berl Munch Tierarztl Wochenschr. 124(7-8), 320-328.

20.

2

—

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30

Pei R, Kim SC, Carlson KH, Pruden A, (2006). Effect of
river land scape on the sediment concentrations of antibi-
otics and corresponding antibiotic resistance genes (ARG).
Water Res. 40, 2427-2435.

. Raissy M, Moumeni M, (2016). Detection of antibiotic re-

sistance genes in some Lactococcus garvieae strains iso-
lated from infected Rainbow trout. Iran J Fish Sci. 15(1),
221-229.

Raissy M, Shahrani M, (2015). Detection of tetracycline
resistance genes in Lactococcus garvieae strains isolated
from Rainbow trout. World Academy of Science, Engineer-
ing ve Technology, International Journal of Biological,
Biomolecular, Agricultural, Food ve Biotechnological En-
gineering. 9(2), 126-129.

Ravelo C, Magarinos B, Lopez-Ramade S, Toranzo AE,
Romalde JL, (2003). Molecular fingerprinting of fish-
pathogenic Lactococcus garvieae strains by Random Am-
plified polymorphic DNA Analysis. J Clin Microbiol. 41(2),
751-756.

Roberts MC, Chung WO, Roe D, Xia M, Marquez C,
Borthagaray G, Whittington WL, Holmes KK, (1999).
Erythromycin resistant Neisseria gonorrhoeae and oral
commensal Neisseria spp. carry known rRNAmethylase
genes. Antimicrob Agents Chemother. 43(6), 1367-1372.

Taylor NGH, Verner-Jeffreys DW, Baker-Austin C, (2011).
Aquatic systems: maintaining, mixing and mobilising an-
timicrobial resistance? Trends Ecol Evol. 26(6), 278-284.

Tiire M, Boran H, (2015). Phenotypic and genotypic an-
timicrobial resistance of Lactococcus sp. strains isolated
from rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Bull Vet Inst
Pulawy. 59, 37-42.

Van TTH, Chin J, Chapman T, Tran LT, Coloe PJ, (2008).
Safety of raw meat and shellfish in Vietnam: an analysis
of Escherichia coli isolations for antibiotic resistance and
virulence genes. Int ] Food Microbiol. 124, 217-223.

Vendrell D, Balcazar JL, Ruiz-Zarzuela I, De Blas I, Gi-
rones O, Muzquiz JL, (2006). Lactococcus garvieae in fish:
a review. Comp Immun Microbiol Infect Dis. 29, 177-198.

Versalovic J, Koeuth T, Lupski R, (1991). Distribution of
repetitive DNA sequences in eubacteria and application
to fingerprinting of bacterial genomes. Nucleic Acids Res.
19(24), 6823-6831.

. Zlotkin A, Eldar A, Ghittino C, Bercovier H, (1998). Identi-

fication of Lactococcus garvieae by PCR. J Clin Microbiol.
36, 983-985.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

http.//vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez

Cilt 29, Say1 2, 2018, 94-103



