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OZET

SAMSUN ILINDE AKVARYUM BALIKLARINDA MIKOBAKTERIYEL
TURLERIN DAGILIMLARININ BELIRLENMESI

[lker HANCI
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Su Uriinleri Hastaliklar1 (Veteriner) Ana Bilim Dali
Doktora, Aralik/2023
Danisman: Unvani Prof. Dr. Ertan Emek ONUK

Balik Tiberkiilozu hem tatli hem de tuzlu sularda yasayan baliklarda
goriilebilen Mycobacteriaceae familyasina bagli non-tuberkiiloz mikobakteriler
(NTM) olarak adlandirilan bakteri tiirleri tarafindan olusturulan, genellikle kronik,
graniilomatdz, sporadik ve zoonotik potansiyele sahip progresif bir hastaliktir. Bu
calismanin amact Samsun ilinde akvaryum balig1 satan isletmelerdeki akvaryum
baliklarinda mikobakteriyel tilirlerin varliginin ortaya konulmasidir. Bu amagla
Samsun ilinde 36 farkli tiirde toplam 151 adet akvaryum baligi Ocak 2022-Ekim
2022 tarihleri arasinda toplandi. Baliklarin i¢ organlarindan alinan 6rnekler oncelikli
olarak dekontomaninasyon islemine maruz birakildi ve sonrasinda hazirlanan yayma
preparatlarda Erlich Ziehl-Neelsen (EZN) boyama ile aside direngli basillerin (ADB)
varlig1 ortaya konuldu. Kiiltiir i¢in dekontaminasyon iglemi uygulanan 6rneklerden
Lowenstein-Jensen besiyerlerine ekim yapildi. Elde edilen izolatlarin molekiiler
identifikasyonu hsp65 (heat shock protein- 1s1 sok proteini) gen bolgesinin dizi
analizi yapilarak gerceklestirildi. EZN boyama sonucunda balik drneklerinin 28’inde
(%18,54) ADB’ler saptandi. Kiiltiir sonrasi ise 43 baliktan (%28,47) toplamda 50
mikobakteri izolat1 elde edildi. Dizi analizleri sonucunda her bir izolata ait elde
edilen diziler GenBank’a daha onceden kaydedilen diger mikobakteri tiirlerine ait
hsp65 gen bolgeleri dizileri ile karsilastirildt ve elde edilen diziler GenBank veri
tabanina kayit edildi. Bu analizler sonucu 50 izolatin 24’i Mycobacterium sp. (%48),
16’s1 Mycobacteroides chelonae (%32), 8’i Mycobacterium gordonae (%16), ve 2’si
Mycobacteroides abscessus (%4) olarak identifiye edildi. Bu ¢alisgmada identifiye
edilen tiirler hem akvaryum baliklarinda hemde insanlarda enfeksiyona neden
olabilmektedir. Bu nedenle akvaryum baliklarinin insanlar i¢in potansiyel bir
mikobakteri kaynag1 olabilecegi yetistiriciler ve saglik uzmanlar: tarafindan goz ardi
edilmemelidir.

Anahtar Sozciikler: Akvaryum baligi, Aside direngli basil, Balik mikobakteriyozisi,
hsp65 geni, Non-tuberkiiloz mikobakteriler



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE DISTRIBUTION OF MYCOBACTERIAL SPECIES
IN AQUARIUM FISH IN SAMSUN PROVINCE

[lker HANCI
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Aquatic Animal Diseases, Faculty of Veterinary Medicine
Ph.D., December/2023
Supervisor: Prof. Dr. Ertan Emek ONUK

Fish tuberculosis is a progressive disease caused by bacterial species called
non-tuberculous mycobacteria (NTM) belonging to the Mycobacteriaceae family,
occurs in both freshwater and saltwater fish, and is generally chronic, granulomatous,
sporadic, and has zoonotic potential. The aim of the present study was to reveal the
presence of mycobacterial species in aquarium fish in the pet shops in Samsun
province. For this purpose, a total of 151 aquarium fish belonging to 36 different
species in Samsun province, were collected between January 2022 and October 2022.
Tissue samples taken from the internal organs of the fish were first subjected to
decontamination process, and then the presence of acid fast bacille (AFB) was
revealed by Erlich Ziehl-Neelsen (EZN) staining in the prepared smears.
Decontaminated homogenates were inoculated into Lowenstein-Jensen medium for
microbiological culture. Molecular identification of the obtained isolates was carried
out by sequence analysis of the hsp65 (heat shock protein) gene region. With EZN
staining, AFB were detected in 28 (18.54%) of the fish samples. After culture, a total
of 50 mycobacterial isolates were obtained from 43 fish (28.47%). The sequences
obtained from each isolate were compared with the hsp65 gene region sequences of
the other mycobacteria species previously deposited in GenBank, and the obtained
sequences were deposited in the GenBank database. As a result of these analyses, 24
of 50 isolates were identified as Mycobacterium sp. (48%), 16 isolates were
identified as Mycobacteroides chelonae (32%), 8 isolates were identified as
Mycobacterium gordonae (16%), and 2 isolates were identified as Mycobacteroides
abscessus (4%). The species identified in this study can cause infection in both
aquarium fish and humans. Therefore, it should be taken into consideration by
breeders, hobbyists, and health professionals that aquarium fish may be a potential
source of mycobacteria for humans.

Keywords: Aquarium fish, Acid fast bacilli, Fish mycobacteriosis, hsp65 gene, Non-
tuberculous mycobacteria
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1. GIRIS

Akvaryum balig1 yetistiriciligi diinyada ve iilkemizde en popiiler hobiler
arasinda yer almaktadir. Tropikal baliklar diinya genelinde kedi ve kdpekten sonra
evlerde beslenen en yaygin igiincii evcil hayvan olarak bildirilmektedir (Tissera,
2010). Diinyada yaklasik 2000 yillik gegmisi bulunan akvaryum balig yetistiriciligi
Tirkiye’de 1960’11 yillardan itibaren baslamis, 1980°li yillarda ivme kazanmis ve
1989 yilinda ithalatin baslamasiyla birlikte popiilarite kazanmistir. Ulkemizde iki yiiz
binin tizerinde akvaryum canlis1 yetistiricisi oldugu tahmin edilmekte ve bu sayi artis
egilimi gostermektedir (Tirkmen ve Alpbaz, 2001; Celik vd, 2014; Tolon ve
Emiroglu, 2014; Pala ve Yilmaz, 2020).

Diinyada her yil 1 milyardan fazla siis balig1 ticareti yapilmakta ve sektor her
yil %14 oraninda gelisme gostermektedir (Whittington and Chong, 2007). 2001
yilinda diinya genelinde tathi ve tuzlu su canli akvaryum baliklar1 ticaret hacmi
yaklasik 415 milyon Amerikan dolar1 diizeyinde iken, 2011 yilinda 735 milyon
Amerikan dolar1 ile en yiiksek seviyesine ulagmistir. 2018 yilinda 653 milyon
Amerikan dolar1 diizeyinde gerceklesmistir. 2001-2010 yillar1 arasindaki 10 yillik
donemde akvaryum baliklar1 ticaret hacmi yillik ortalama 562 milyon Amerikan
dolar1 diizeyinde gerceklesmis, 2011-2018 yillar1 arasindaki donemde ise yillik
ortalama 665 milyon Amerikan dolar diizeyine yiikselmistir (Tolon, 2020).

Tiirkiye akvaryum canlist yetistiriciligi sektoriinde ithalatgr iilke konumundadir
(Biiyiiktas ve Kizak, 2018; Pala ve Yilmaz, 2020). Ulkemizde 2001-2019 yillar:
arasinda yaklagik 22,9 milyon Amerikan dolar1 tutarinda akvaryum baligi ithalati
yapilmisken ayni donemde toplam 768,6 bin Amerikan dolar1 diizeyinde ihracat
gergeklestirilmistir (Tolon, 2020). Ulkemizde 2019-2022 yillar1 arasia gerceklesen

akvaryum canlilar1 ithalat degerleri Tablo 1.1°de verilmistir.

Tablo 1.1. Tirkiye Akvaryum balig1 ithalat miktarlari (bin dolar) (ITC, 2023)

2019 2020 2021 2022
Tatli Su Balig 328 293 322 165
Tuzlu Su Balig 148 78 225 177
Toplam 476 371 547 342




Canli hayvanlarin uygun biyogiivenlik prosediirleri saglanmadan ticaretinin ve
dolasiminin yapilmast yiliksek 6liim oranlarina neden olan bulasict hastaliklardan
sorumlu bir dizi ajanin yayilmasimi saglar. Bununla birlikte akvaryum baliklari
hayvanlarla ilgilenen kisileri tehlikeye atacak zoonotik Ozellige sahip bakteriyel,
viral, fungal veya parazitik etiyolojiye sahip patojenik ajanlar da tasiyabilirler
(Cardoso et al., 2019). ihtyozoonotik bakteriler arasinda Aeromonas, Clostridium,
Edwardsiella, = Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas, Staphylococcus,
Streptococcus ve Vibrio cinsine ait bakteriler yer almaktadir (Austin and Austin,
2016; Hanci ve Onuk, 2016). Ozellikle Mycobacteriaceae familyasia ait bakteriler
zoonoz Ozellikleri ile 6n plana ¢ikmakta ve akvaryum hobisi ile ugrasan kisilerde

cesitli enfeksiyonlar meydana getirebilmektedir (Yiice, 2003; Sevim, 2012).

Bu tez calismasi ile Samsun ilinde akvaryum balig1 satan isletmelerdeki
akvaryum baliklarinda mikobakteriyel tiirlerin varligi konvansiyonel mikrobiyolojik
kiiltiir yontemleri ile ortaya konulmus ve sonrasinda elde edilen izolatlarin tiir
dagilimlar1 molekiiler bir yontem olan PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) ve sekans
analizleri (hsp65 gen bolgeleri) ile belirlenmistir. Izolatlara ait sekans dizileri
uluslararasi veri tabanina (GenBank) kaydedilmis ve Tiirkiye'de ilk defa akvaryum

baliklarinda goriilen tiiberkiiloz etkenleri i¢in genetik veri tabani olusturulmustur.



2. GENEL BILGILER

Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTC) ve Mycobacterium leprae
disinda kalan mikobakteri tiirleri non-tuberkiiloz mikobakteriler (NTM), g¢evresel
mikobakteriler ya da atipik mikobakteriler olarak bilinirler. NTM’ler toprak ve suda
yasayan saprofit mikobakteriler olup firsat bulduk¢a insan ve hayvanlarda
enfeksiyonlara neden olabilirler. NTM’lerin ¢ogu ¢evreden, sulardan (hem dogal
hem sebeke suyu), topraktan, bitkilerden, hayvan ve kuslardan kolayca izole
edilebilirler (van Ingen et al., 2010). NTM’ler ¢evresel rezervuar olmayan yonleriyle
MTC’den, konakgi sinirli olmasi ve saprofit olarak bulunmamasi yoniiyle de M.

leprae’dan ayrilirlar (Turenne, 2019).

Mikobakteriler aerobik, sporsuz, hareketsiz, hafif kivrik, diizgiin comak veya
kokoid seklinde, 0,2-0,6 X 1-10 um boyutlarinda aside-direngli bakterilerdir.
Mikobakterlerin genel 6zelligi aside direngli olmasi, yavas iiremeleri ve hiicre
duvarlarinda bol miktarda lipid tabakasi bulunmasidir (Eisenstadt and Hall, 1995;
Talaat et al., 1998; Yardimci, 2006; Bas, 2011). Mikobakterilerin aside direngli
karakteri hiicre duvarindaki mikolik asit, peptidoglikan ve arabinogalaktanin
(mAGP) olusturdugu tabaka ile iliskilidir. Anilin boyas1 bu tabaka ile bag olusturarak
asit ve alkol etkisine karsin yerinde kalir. Bu 6zelligi ortaya ¢ikarmada Erlich Ziehl-
Neelsen (EZN) gibi aside direngli boyama yontemleri kullanilir. Mikobakteriler
Gram boyama ile kolay boyanamamalarina ragmen Gram pozitif olarak kabul
edilirler (Durupinar, 1996; Yardimeci, 2006). Gram pozitif bakterilerin hiicre
duvarinda yaklagik %35 lipid tabakasi bulunur. Bu oran Gram negatiflerde %20,
mikobakterilerde ise yaklasik %60 civarindadir. Bu lipid tabakasi mikobakterinin
kuru agirhgmnin %40°n1 olusturur (Brennan and Goren, 1979; Iseman 2002;
Chiaradia et al., 2017). Sekil 2.1°de mikobakteriler ile Gram pozitif ve Gram negatif

bakterilerin hiicre duvari yapilarinda gortilen farkliliklar verilmistir.
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Sekil 2.1. Gram-pozitif, Mikobakteri ve Gram-negatif bacterilerin hiicre duvari yapilarindaki
farkliliklar. AG; arabinogalaktan, GL; glikolipid, LAM; lipoarabinomannan, LP;
lipoprotein, LPS; lipopolisakkarit, LTA; lipoteikoik asit, MA; mikolik asit, MAP;
membran-iligkili protein, OM; dis membran, PG; peptidoglikan, PM; plazma membrani,
TA, teikoik asit (Arundhati et al., 2019)

2.1. Taksonomi

Mikobakteriyel organizmalarin identifikasyonu 1880’li yillarin baslarinda M.
tuberculosis ve M. leprae ile baslamistir. Ilk tanimlanan NTM’ler ise saprofit tiirler
olan M. smegmatis (1889) ve M. phlei (1899)’dir. Kanath tiiberkiiloz etkeni olan M.
avium ise 1901 yilinda tanimlanmigtir. Bunlart M. lepraemurium (rat leprosy) ve M.
paratuberculosis (Johne's Disease) takip etmistir. 1950 yillindan 6nce igerisinde M.
chelonae, M. marinum ve M. fortuitum’un da bulundugu az sayida NTM tiirii

tamimlanmustir (Turenne, 2019).

NTM’ler i¢in ilk fenotipik klasifikasyon sistemi Ernest Runyon’a
atfedilmektedir. Ernest Runyon NTM’leri kolayca ayirtedilebilir 4 fenotipik gruba
ayirmistir - (Runyon, 1959). Mikroorganizmalar Runyon siniflandirilmasinda
Lowenstein Jensen (LJ) besi yerindeki tireme hizi, koloni morfolojisi ve pigment

tiretimine gore 4 grupta toplanmistir (Tablo 2.1).

Grup I: Isikla temas ettikten sonra pigmentli koloniler (Sar1) meydana getirirler
(Fotokromojenik). Yavas trerler. Kolonilerin goriilebilmesi i¢in 7 giinden fazla
zamana gereksinim vardir. M. marinum, M. kansasii, M. asiaticum, M. simiae gibi

mikobakteriler bu grup igerisinde yeralir.

Grup II: Bu grupta yer alan tiirlerin kolonileri daima pigmentli yapidadir

(Skotokromojenik). Sar1 yada portakal renkli koloniler olustururlar ve yavas iirerler.
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M. gordonae, M. scrofulaceum, M. szulgai ve M. xenopi gibi bakteriler bu grupta

yeralirlar.

Grup III: Bu grup mikobakterilerin kolonileri pigment olusturmaz yada zayif
Ozellikte pigment olustururlar. Yavas tirerler. M. intracullulare, M. ulcerans, M.

terrae, M. haemophilum ve M. avium kompleks’i bu grupta yeralir.

Grup IV: Hizli tireme gosteren mikobakterilerdir. 7 giiniiniin altinda gozle
goriilebilen ve degisken pigmentasyon gosteren koloniler olustururlar. M. fortuitum,
M. chelonae, M. abscessus, M. smegmatis, M. mucogenicum gibi mikobakteriler bu

grupta yeralirlar (Koh, 2017).

Tablo 2.1. Runyon siniflandirmasi (Koh, 2017)

Grup Ureme hizi Pigmentasyon Mikobakteriyel tiirler

. M. marinum, M. kansasii, M. asiaticum,
Yavas Fotokromojen

M. simiae
. M. gordonae, M. scrofulaceum, M. szulgai,
I Yavas Skotokromojen 9 . f g
M. xenopi
L M. int llulare, M. ul , M. t E
Il Yavas Nonfotokromojenik b N ., Y errae

M. avium complex, M. haemophilum

M. fortuitum, M. chelonae-M. abscessus,
v Hizl Degisken M. smegmatis, M. mucogenicum,
M. peregrinum

Farkli mikobakteri tiirlerinin karakterize edilmesinde kolonilerinin biiyiime hizi
ve pigmentasyonu hala yaygin olarak kullanilan fenotipik o6zelliklerdir. Ancak
giiniimiizde molekiiler metotlar fenotipik metotlarin yerini almaya baglamistir. 16S
rRNA (Ribozomal Riboniikleik asit) kodlayan gen, uzun yillar boyunca taksonomik
caligmalarin temelini olusturmustur. Ayrica mikobakteriyel tiirler arasindaki var olan
iliski yillar boyunca 16S ve 23S rRNA arasinda yer alan bdlge (intergenic
transcribed spacer region, ITS) ile 65 kDa 1s1 sok proteini (hsp65), DNA (Deoksiribo
niikleik asit) gyrase subunit B (gyrB) ve RNA (Ribo niikleikasit) polimeraz subunit
(rpoB) gibi baz1 housekeeping genlerinin kullanilmas ile degerlendirilmistir (Pereira
et al., 2020).

Tim genom sekans (Whole genome sequencing, WGS) analizinin filogenetik
iliskileri ortaya ¢ikarmada c¢ok biiylik katkist olmaktadir (Fedrizzi et al., 2017
Tortoli et al., 2017). Genel olarak hizli iireyen mikobakterilerin genom boyutu yavas

iireyenlere gore daha biiyiiktiir. Fakat istisnalarda mevcuttur. Ornegin en biiyiik
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genoma sahip M. gordonae 7,6 Mb, en kiigiikk genoma sahip M. triviale 3,6 Mb
genoma sahiptir ve her ikisi de yavas lireyen mikobakteriler grubundadir (Fedrizzi et
al.,, 2017). WGS analizlerinde ortalama niikleotid benzerlik (Avarage nucleotid
identity, ANI) degerinin %95-96’nin, dijital DNA-DNA hibridizasyon degerinin
%70’in lizerinde olmasi tiir tanimlanmasinda genel olarak kabul edilen Olgiitlerdir
(Chun et al.,, 2018). Ayrica %95-98 arasinda bir ANI degeri epidemiyolojik,
fenotipik veya ilgili diger 6zellikler bakimindan destekleniyorsa alt tiir ayriminda da
kullanilmaktadir (Goris et al., 2007; Richter and Rossello-Mora, 2009). WGS’de
birtakim problemlerle karsilasilabilmektedir. Bu problemlerden en Onemlisi veri
tabanlarinda yeterli verilerin bulunmayis1 (de Zwaan et al., 2014) ve veri tabaninda

yapilmis olan yanlis etiketlemedir (Tortoli et al., 2017; Tortoli, 2018).

Son donemde karsilastirmali genomik tabanli yapilan bir ¢alisma mikobakter
genusuna yeni bir bakis agis1 kazandirmistir. Bu ¢alismada, Grupta vd. (2018), 150
mikobakteri genomu fiizerinde kapsamli ve karsilagtirmali filogenomik ve genomik
analizler yapmislardir. Mycobacterium sp. i¢in 1941 core (¢ekirdek) proteinlerine,
Actinobacteria filumu i¢in 136 core proteinlerine ve diger ¢ogu bakteride bulunan 8
korunmus proteine (RpoA, RpoB, RpoC, GyrA, GyrB, hsp65, EF-Tu, RecA) dayali
olarak filogenetik agaclar olusturmuslardir. Arastirma sonucunda Mycobacterium
genusu Tuberculosis-Simiae, Terrae, Triviale, Fortuitum-Vaccae ve Abscessus-
Chelonae clade’i olarak en iist seviyede 5 gruba boliinmistiir. Her bir clade yeni bir
genus olarak atanmis ve Mycobacteriaceae familyasinin bes yeni genusa ayrilmasi
onerilmistir (Grupta et al., 2018). Tuberculosis-Simiae clade’i Mycobacterium
genusunu, Fortuitum-Vaccae clade’i Mycolicibacterium genusunu, Terrae clade’i
Mycolicibacter genusunu, Triviale clade’i Mycolicibacillus genusunu, Abscessus-
Chelonae clade’i  Mycobacteroides genusunu olusturmustur  (Sekil 2.2).
Mycobacterium, Mycolicibacter ve Mycolicibacillus genusu yavas ireyen
Mycobacterium tiirlerini, Mycobacteroides ve Mycolicibacterium genusu hizli iireyen
tirleri igermektedir (Grupta et al., 2018).

Mikobakteriler Actinomycetales takiminda Mycobacteriaceae ailesi icerisinde
yer almaktadir ve giincel olarak yaklasik 200’e yakin mikobakteri tiirii valide

edilmistir (https://www.bacterio.net/genus/mycobacterium).
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24CSPs M. ab T, M ab subsp. ab. Mycobacteroides

27 CSls M. abscessus subsp bolletii, M. abscessus subsp. gen. nov.
Masonaien, i cheionte, i chalinse sUbep cieos (“Abscessus-
M. saopaulense : 3 Chelonae” Clade)

M. fortuitum ¥, M. fortuitum subsp. fortuitum, M. fortuitum
subsp. ece!amdofyr:wm “M. acapulcense”, M agn,
M. aich , M, at M. anyangense, M. 2

M arcwdenso, M. i , M aubag
M. aurum, M. fri M.b i
M. boenickei, M. brisbanense, M brumae, M. canariasense,
9CSPs M. celeriflavum, M. cMoe.M chlomphmoﬂwm,
10CSis M. chub M. P M.
— M. icum, M. , M. diernhoferi, M. doricum,

M duvali, M. elephantis, M. Iallax. M. farcinogenes,
10 CSPs M. flavescens, M. i thenivorans, M. fredenksd
4CSls M. gadum, M. gilvum, M. goodii, M. hassiacum, M. heM/m Mycolicibacterium gen.

s19moI-pidey wnuoeqodAW

M. hippocampi, M. hodieri, M. holsaticum, M. h nov. (“Fortuitum-
M Insublcum, M. Imaicum, M komanil (AS Vaccae" Clade)
M. litorale, M. II; , M. I , M. madag 5
M. mag M. mal yense, M.

M. montmartrense, M. moriok M. geni

M murale, M. M. s

M. novocammo M. obuense, M. oryzae, M. pallens,

M. parafc , M. peregri M. phlei, M. phocaicum,

M. porcinum, M. ponferae, M. psychrotolerans, M. pulvens,

M. pyrenivorans, M Modosm M mlum, M. nnllum

M , M. sed M. g

M. sep M. M. smegmatis, M. sphag

M. th istibile, M. tok M. tusciae, M. vaccae,
4CSls M. M. M. Y

M terrae ', M. algericus, M. arupensis,
16 CSPs el it S e

26 CSls "M lcosiumasslliensh + M. kumamotonensis,
‘ M. longob M.
2CSPs M. nonch cus, M, porat "
6CSls “M. sinensis”, M. virginiensis

M. trivialis T, M. K is, M. parakoreensis
4CSPs 22CSPs

3Csis

M. mbm:ulosls T M tubercul subsp tuberculosis,
. afri M. M. ang M. arosi

M. asiaticum, M. avium, M. avium subsp. avium,

M. avium subsp. paraluberculosl:. M. zvlum subsp. sl!val)cum.
3CSPs “M. avium subsp. hominissuis”, M. boh: , M. b
3CSls M. bouchedurhonense, M bourgelam, M. bovis, M bovis subsp.

bovis, M. bovis subsp. capvao M bnnded ‘M canenli Emended Genus
M. caprae, M. cel. M.ch Mycob
M. conspicuum, M. cookii, M. eumpaeum,M florentinum, lycobacterium
M. fragae, M. gastri, M. genavense, M. gordonae, (“Tuberculosis-
M. haemophilum, M. hecksh M. heidelb Simiae” Clade)
“M. indlcus pmnll" M. lntedec(um, M. lmormadlum,

M. k M. kubi i)

S19MOIS-MO|S WNIOIIEGOIAW

M.

M. lacus, M. lentiflavum, M, leprae, M. Iepraemunum ’
“M. lepromatosis”, “M. liflandii", M. malmoense,

M. mantenii, M. marinum, M. manemense, M. microti,

M. montefiorense, “M. mungn M. nebraskense,

M. noviomagense, "M, orygu M. palusln M. paraense,

M. param'mcum M. parag , M.p 3

M.p M.p I M.p ,

Mpers»cum,u., pedi, M. pseudoshotsii, M. riyadh

M. saskatch M. scroful. M lense, M.
rrisii, M. shimoidei, M. shinjuk M. shottsis, M. simiae,

M stomatepiae, M. szulgai, M. timonense, M. triplex, M. ulcerans,
M. xenopi, M. yongonense

Sekil 2.2. Mikobakteriyel tiirlerin ana gruplari arasindaki genel iligkileri gosteren 6zet diyagram
(Grupta et al., 2018)



2.2. Mikobakteriyel Tiirlerin izolasyonu

Mikobakteriler gii¢ tireyen (spesifik besiyerlerinde iireyebilen) ve yavas gelisen
bakterilerdir. Bu nedenle spesifik olmayan besiyerlerinde ortamda bulunan diger
bakteriler daha hizli gelisir ve besiyerlerini isgal ederler. Mikobakteriyel tiirlerin
izolasyonunda en sik kullanilan besiyerleri Middlebrook 7H10, LJ, Middelbrook
7H9, Petragnani agar ve Dorset egg medium’dur. Ayrica mikobakteriler
benzalkonyum kloriir ve hipoklorit gibi asit ve bazik kimyasallara direng
gosterdiginden bu kombinasyonlar besiyerlerinde mikobakterileri izole etmek igin
sikga kullanilirlar (Rhodes et al., 2004; Delghandi et al., 2020). Mikobakteri
izolasyonunda kullanilan besiyerleri kat1 ve sivi olarak ikiye ayrilir (van Ingen, 2015;
Procop et al., 2017).

2.2.1. Kat1 Besiyerleri
Kati1 6zellikteki besiyerleri yumurta bazli ve agar bazli olarak iki sekildedir.
Yumurta Bazh Besiyerleri

Mikobakterilerin izolasyonunda kullanilan yumurta bazli besiyerleri ve
icerikleri Tablo 2.2°de verilmistir. LJ besiyeri bir¢ok teshis laboratuvarinda yaygin
sekilde kullanilmaktadir. LJ besiyeri Petragnani besiyerine oranla mikobakterilerin
gelismesini daha az inhibe eder. Petragnani besiyeri mikobakterilerin yogun oldugu
orneklerde izolasyon igin tercih edilmektedir. American Thoracic Society besiyeri ise
sadece 0,02 g/100 ml malasit yesili ihtiva eder ve mikobakterilerin gelisimini ¢ok az
inhibe eder (Procop et al., 2017).

Tablo 2.2. Yumurta bazli mikobakteri izolasyon besi yerleri (Procop et al., 2017)

Besi Yeri icerik Engelleyici Madde
) . Koagule biitiin yumurta, tuz, Malasit yesili
Lowenstein Jensen gliserin, patates unu (4 g/100 ml)
Koagule biitlin yumurta,
. 0 icari Malasit yesili
Petragnani yumurta sarisi, st, gliserin,
patates, patates unu (0,052 g/100 ml)
. . . Koagule taze yumurta sarisi, Malasit yesili
A Th S t
merican Thoracic society patates unu, gliserol (0,02 g/100 ml)

Agar Bazh Besiyerleri
Mikobakterilerin izolasyonunda kullanilan agar bazli besiyerleri ve igerikleri

Tablo 2.3’de verilmistir. Agar igeren Middlebrook besiyeri saydamdir ve genel



olarak diger besiyerlerine kiyasla mikobakteriyel biiylimenin daha erken
saptanmasina izin verir. Bu durum kismen, besiyerinin klinik 6rneklerde hasarl
basillerin hayatta kalmasin1 tesvik eden biotin ve katalaz igermesinden
kaynaklanmaktadir. Albiimin toksik miktarlarda oleat ve Tween 80'in spontan
hidrolizinden salinabilecek diger bilesikleri baglamak i¢in besiyerine dahil edilmistir.
Albiimin basil tarafindan metabolize edilmemektedir (Procop et al., 2017).

Giliniimilizde kullanilan Middlebrook kiiltiir besiyerleri, izolasyon ve duyarlilik
testi i¢in kullanilan 7H10 ve 7HI1 agar besiyerini igerir (Desmond et al., 2011).
7H11, 7H10’dan yalmizca %0,1 kazein hidrolizat (izoniazide direngli
mikobakterilerin biiylime oranin1i ve miktarini artiran bir katki maddesidir)
icermesiyle farklilik gosterir (Cohn et al., 1968). Hem 7H10 hem de 7H11 yumurta
bazli besiyerinde kullanilan miktarin onda biri oraninda malasit yesili igerir, bu da
kismen yumurta bazli besiyerine gére daha yiiksek kontaminasyon insidansina neden
olur. Middlebrook agar kullaniminda, deneyimli mikobakteriyologlar agardaki erken
mikrokolonileri inceleyerek ve bazi 1iyi tanimlanmis morfolojik 6zellikleri
gozlemleyerek 10 giin igcinde M. tuberculosis ve diger mikobakteri gruplarmin
tanimlamasini yapabilirler. Mikobakteri kolonileri %5-%10 CO;’li ortamda inkiibe
edildiginde daha iyi biiylime ve koloni olusumuna ragmen, Middlebrook ortami
uygun performans i¢in kapneik inkiibasyon gerektirir. 7H10 ve 7H11’in gii¢lii 1518a
maruz kalmasi1 veya besiyerinin 4°C’de 4 haftadan daha uzun siire saklanmasi,
mikobakteriler i¢in ¢ok inhibe edici bir kimyasal olan formaldehitin salinmasina

neden olabilir (Miliner et al., 1969).

Tablo 2.3. Agar bazli mikobakteri izolasyon besiyerleri (Procop et al., 2017)

Besi Yeri icerik Engelleyici Madde
Tuz, vitaminler, kofaktorler, oleik asit, Malasit yesili
Middlebrook 7H10 albumin, katalaz, gliserol, dekstroz (0,0025 g/100 ml)
Tuz, vitaminler, kofaktorler, oleik asit, Malasit vesili
Middlebrook 7H11 albumin, katalaz, gliserol, %0,1 kazein Yyes
. . (0,01 g/100 ml)
hidrolizat

2.2.2. Siv1 Besiyerleri

Sivi besiyerleri mikobakteriler disinda diger bakterilerin tiremelerine de olanak
sagladigindan tek basina kullanimlar1 uygun degildir. Ureme daha hizli gerceklesir

fakat tireme hizi, koloni morfolojisi ve pigmentlesmenin degerlendirilememesi sivi
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besiyerlerinde dezavantaj olusturur. Middlebrook 7H9 sivi besiyeri en yaygin
kullanilabilen siv1 besiyeridir (van Ingen, 2015).

2.3. Mikobakteriyel Tiirlerin Identifikasyonu
2.3.1. Fenotipik identifikasyon

NTM’ler, niasin akiimulasyon testi, arilsulfataz testi, nitrat indirgeme testi,
katalaz testi, sitrat kullanimi testi, telliirit rediiksiyon testi, %5 NaCl varliginda
tireme gibi ¢esitli biyokimyasal reaksiyon yontemleriyle identifiye edilebilirler
(Bhalla et al., 2018). Yaygin olarak izole edilen NTM'lerin biyokimyasal 6zellikleri
Tablo 2.4°de, mikobakteriyel tiirlerin ayriminda kullanilabilecek fenotipik o6zellikler
Tablo 2.5’de verilmistir.

Mikobakterilerin hiicre duvar yiiksek diizeyde lipit igermesinden dolay1 fuksin
boyasini milkemmel bir sekilde baglama yetenegine sahiptir ve bu boya asit alkol ile
uzaklastirilamaz. Mikobakterilerin boyanmasinda yaygin sekilde kullanilan iki tiir
boyama yontemi bulunmaktadir. Bunlar Florokrom boyama ve Karbolfuksin boyama
yontemleridir. Florokrom boyama yonteminde auramin O ve auramin-rodamin
boyama metotlari, karbolfuksin boyama yonteminde ise EZN ve Kinyoun boyama

prosediirleri kullanilmaktadir (Procop et al., 2017).

Kinyoun ve EZN boyama yonteminde ADB’ler mikroskop sahasinda agik mavi
ya da yesil boyali zemin iizerinde acik kirmizi renkte basiller halinde
goriilmektedirler. Auramine tekniginde ise koyu zemin {izerinde sar1 turuncu renkli
basiller olarak goriilir (Chinabut, 1999; Procop et al., 2017). Kinyoun ve EZN
boyama yontemi teorik olarak benzer olmasina ragmen EZN boyama yontemi

Ozelikle hizli iireyen mikobakterileri boyamada daha hassastir (Procop et al., 2017).
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Tablo 2.4. Yaygin olarak izole edilen NTM'lerin biyokimyasal 6zellikleri (Bhalla et al., 2018)

Biyokimyasal
Reaksiyon

Pozitif

Negatif

Niasin akiimilasyon
testi

M. simiae, M. chelonae

M.

ve

avium, M. intracellulare, M. fortuitum
diger NTM'ler

Arilsilfataz testi

M. fortuitum, M. chelonae, M. ulcerans,
M. abscessus, M. xenopi

avium, M. intracellulare, M. smegmatis,
kansasii, M. simiae, M. scrofulaceum,
gordonae, M. szulgai,

Nitrat indirgeme testi

ulcerans, M. szulgai, M. fortuitum,
smegmatis, M. kansasii

S ESENES

avium, M. intracellulare, M. chelonae,
abscessus, M. ulcerans, M. simiae,
scrofulaceum, M. gordonae, M. xenopi,

Termostabil katalaz

fortuitum, M. chelonae, M. simiae,
abscessus, M. ulcerans, M. szulgai,
kansasii, M. scrofulaceum, M. xenopi,
gordonae, M. smegmatis

marinum, M. avium, M. intracellulare

Yiiksek katalaz*

fortuitum, M. chelonae, M. szulgai,
abscessus, M. kansasii, M. marinum,
ulcerans, M. simiae, M. smegmatis,
scrofulaceum, M. gordonae

Dusuk katalaz*

xenopi, M. avium, M. intracellulare

Tween 80 hidrolizi

kansasii, M. marinum, M. gordonae,
fortuitum M. smegmatis

avium, M. intracellulare, M. ulcerans,
scrofulaceum, M. xenopi

Sitrat kullanimi

S N N SN EE IR

chelonae, M. smegmatis

fortuitum, M. abscessus

Besiyerinden demir
alimi

M. fortuitum, M. smegmatis

STXTEFEIRR

chelonae, M. ulcerans, M. kansasii,
marinum, M. simiae, M. szulgai,
scrofulaceum, M. gordonae, M. xenopi,
avium, M. intracellulare, M. abscessus

. kansasii, M. marinum, M. simiae,

M. avium, M. intracellulare, M. gordonae,

M
Ure hidrolizi M. szulgai, M. fortuitum, M. chelonae, ]
M. xenopi,
M. abscessus, M. scrofulaceum,
M. gordonae, M. ulcerans, M. kansasii,
S M. fortuitum, M. abscessus, M. marinum, M. simiae, M. szulgai,
%5 NaCl'de Gireme ] . ]
M. smegmatis M. scrofulaceum, M. xenopi, M. avium,
M. intracellulare, M. chelonae
MacConkey agarda M. ulcerans, M. kansasii, M. marinum,
treme (Kristal violet M. fortuitum, M. abscessus M. simiae, M. szulgai, M. scrofulaceum,
olmadan) M. gordonae, M. xenopi, M. chelonae
M. avium, M. intracellulare, M. simiae,
TellUrit rediksiyon M. fortuitum, M. abscessus, M. ulcerans, M. kansasii, M. marinum,
testi M. chelonae, M. xenopi (9 giin), M. gordonae,
M.

scrofulaceum (9 giin)

" Katalaz testi 20 x 150 mm boyutunda tiipler igerisinde LJ besiyerinde yapilmaktadir. Test sonucunda
goriilen gaz kabarciklarimin > 45 mm olmasi yiiksek katalaz reaksiyonunu, < 45 mm olmasi diisiik
katalaz reaksiyonunu gostermektedir
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Tablo 2.5. Baz1 mikobakteriyel tiirlerinin ayirt edici 6zellikleri (Procop et al., 2017)

Optimum Pigmentasyon Pigmentasyon - . T\A'Ieen_8.0

izolasyon sicakhigi (1s1kta) (karanhkta) Niasin  Nitrat h|dro.l.|2|
(10 giin)
M. tuberculosis 37°C (12-25 giin) Acik kahve Acik kahve + + D
M. africanum 37°C (31-42gun) Acik kahve Acik kahve D D -
M. bovis 37°C (24-40 glin) Acik kahve Acik kahve D - -
M. ulcerans 32°C (28-60 giin) Acik kahve Acik kahve - - -
M. kansasii 37°C(10-20 giin) Sari Acik kahve - + +
M. marinum 30°C (5-14 glin) Sari Acik kahve D - +
M. simiae 37°C(7-14 gin) Sari Acik kahve + - D
M. asiaticum 37°C (10-21 giin) Sari Acik kahve - - +
M. szulgai 37°C(12-25 giin) Sari/Turuncu Aglksigh?:/:g;d"i’de + D
M. scrofulaceum 37°C (10 giin) Sari Sari - - -
M. gordonae 37°C (10 giin) Sari/Turuncu Sari - - +
M. thermoresistible 45°C (7 giin) Sari Sari - + +
M. flavescens 37°C(7-10 giin) Sari Sari - + +
M. xenopi 42°C (14-28 giin) Sari Sari - - -
M. avium complex ~ 37°C (10-21 giin) Ag'(:;ft‘a’fl/ AL ka::s/ SoltR - -
M. haemophilum 30°C (14-21 giin) Gri Gri - - -
M. malmoense 37°C(21-28 giin) Acik kahve Acik kahve - - +
M. shimoidei 37°C (14-28 giin) Acik kahve Acik kahve - - +
M. genavense 37°C (14-28 giin) Acik kahve Acik kahve - - +
M. celatum 37°C (14-28 giin) Agik kahve Agik kahve / Sari - - -
M. gasti 37°C (10-21 giin) Acik kahve Acik kahve - - +
M. terrae complex 37°C(10-21 giin) Acik kahve Acik kahve - D +
M. triviale 37°C(10-21 giin) Acik kahve Acik kahve - + +
M. fortuitum 32°C(3-5 giin) Acik kahve Acik kahve - + D
M. chelonae 28°C (3-5 giin) Acik kahve Acik kahve D - D
M. abscessus 32°C(3-5 giin) Acik kahve Acik kahve - - D
M. smegmatis 32°C(3-5 giin) Sari Sari - + +
D; Degisken, +; pozitif, -; negatif
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2.3.2. Serolojik Teshis

Mikobakteri tiirleri histolojik ve immiinohistokimyasal kesitler tiizerinde
immiinohistokimya kullanilarak tespit edilebilirler. Immiin boyamanm EZN boyama
yonteminden daha duyarli olabilecegi, 6zellikle kii¢iik ve erken graniilomlarda
Mycobacterium sp.’lerin enfeksiyondan 1 veya 2 hafta sonra bu yontem ile
saptanabilecegi bildirilmistir (Sarli et al., 2005). Ancak daha aktif lezyonlarda
nonspesifik yangi infiltrasyonlar1 da gozlenebilir. Bu durum enfeksiyonunun

histolojik tanisin1 golgeleyebilir (Cribier et al., 2011).

NTM’ler hizli immunokromatografik serolojik test (Dot testi) kullanilarak da
identifiye edilebilmektedir. Bu test, serumda NTM enfeksiyonlarini 1 saatten daha
kisa siirede teshis edebilen, membran bazli hizli bir test olan immiinoblot
kromatografisi prensibine dayanmaktadir (Stavri et al., 2005). Ayrica, insanlarda ve
diger memelilerde mikobakteriyel etkenleri teshis etmek ve tanimlamak amaciyla
tiiberkiilin deri testi ve Vollmer path testi gibi ¢esitli serolojik testler tasarlanmustir.
Bu testler, NTM kompleksi igerisinde yer alan bakteriler ile ¢apraz reaksiyona
girebilirler (Babamahmoodi et al., 2014).

2.3.3. Molekiiler Teshis

Giiniimiizde mikobakterilerin tiir diizeyinde identifikasyonunda biyokimyasal
testler yerine molekiiler metotlarin tercih edildigi goriilmektedir (Bayram ve
Emekdas, 2008). Mikobakteri tiirlerini tanimlamak igin c¢esitli molekiiler teshis
teknikleri gelistirilmistir (Delghandi et al., 2020).

Bakteriyel tanimlama i¢in en sik uygulanan tekniklerden biri 16S rRNA gen
dizi analizidir (Pereira et al., 2020). Mikobakterilerin bir ¢ogunun 16S rRNA gen
bolgesinin tamaminin sekans analizi ile tiir diizeyinde identifiye edilebilmektedirler
(Tortoli, 2010; Tortoli, 2014; Tortoli et al., 2017). M. marinum, M. fortuitum ve M.
chelonae nin 16S rRNA gen bolgesinin PCR RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) yontemi kullanilarak identifiye edilmesi ilk olarak 1997 yilinda
yapilmistir (Talaat et al., 1997). Birgok mikobakteri tiirii 16S rRNA gen bdlgesinin
iki hiper degisken bolge igeren ilk 500 bp’lik (baz cifti) bolgesinin belirlenmesi ile
identifiye edilebilirken, klinik olarak onemli hizli iireyen mikobakteri tiirlerinden
olan M. fortuitum ve M. abscessus-M. chelonae gruplari i¢in 16S rRNA bdolgesinin

tamaminin sekansina yada baska hedef gen bdlgelerinin sekans analizinin
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yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (CLSI, 2018).

16S rRNA gen bolgesinin sekans analizi ile identifiye edilemeyen tiirlerin
identifikasyonunda ikincil gen bolgesi olarak hsp65 (Telenti et al., 1993) ve rpoB
(Adekambi et al., 2003) gen bolgeleri yaygin bir sekilde rutin olarak kullanilmaktadir
(McNabb et al., 2004; de Zwaan et al., 2014). Ozellikle, hizl1 iireyen mikobakteri
tirlerinde hsp65 gen bolgesi sekansinin kullanimi ile bu tiirler arasinda kesin
ayrimlar yapilabilmektedir (Ringuet et al., 1999). Mikobakteri tiirlerinin
identifikasyonunda hedef olarak oOnerilen genler ve bu genlerin amplifiye
edilmesinde kullanilan primer dizileri Tablo 2.6’da 6zetlenmistir (Delghandi et al.,
2020).

Identifikasyonda kullanilan bir diger test ilmige dayal1 izotermal amplifikasyon
(loop-mediated isothermal amplification, LAMP) testidir. Bu testin M. gordonae ile
enfekte lepisteslerin (Poecilia reticulate) tespiti igin hizli ve giivenilir bir yontem
oldugu bildirilmistir (Ponpornpisit et al., 2009). Yine bu test ile mrsA geni hedef
alinmig ve M. marinum kompleksinin identifikasyonunda basari ile kullanilmis ve
testin yiiksek bir duyarlilik gosterdigi bildirilmistir (Tsai et al., 2019). Yiiksek
¢cozlinirliklii erime analizi (high-resolution melting analysis, HRMA) baliklarda
mikobakter tiirlerinin hizli tanisinda kullanilan diger bir testtir (Phung et al., 2013).
Salati vd. (2010), M. marinum suslari igeren 6rnekleri diger mikobakteriyel tiirlerden
ayirt etmede floresan rezonans enerji transferi (fluorescence resonance energy
transfer, FRET) yontemini kullanmis ve bu yontemin baliklarda klinik belirtiler
goriilmeden 6nce M. marinum’un tespitine izin verdigini gostermislerdir (Salati et
al., 2010). M. fortuitum, M. chelonae ve M. abscessus identifikasyonunda matris
destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) kiitle spektrometresi (Matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF
MS) yontemi kullanilmigtir. Bu yontem, ekstrakte edilmis proteinlerin spektral
profillerine dayanmaktadir. Nispeten hizli olma ve tiir diizeyinde identifikasyona izin
verme avantajina sahiptir. Bu yontem aym1 zamanda filogenik analiz i¢in de veri

saglamaktadir (Kothavade et al., 2013; Kurokawa et al., 2013).
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Tablo 2.6. Mikobakteri tiirlerinin identifikasyonu igin kullanilan PCR primerleri (Delghandi et al.,

2020)
Hedef Gen Primer Sekans (5’ - 3)
J10F CGIGARTGGGTYGARAARG
dnaJl
J335R ARICCICCGAAIARRTCICC
MtuF1 GACAGYGAGTGGATGGGYCGSGTGCACCG
secAl
MtuR3 ACCACGCCCAGCTTGTAGATCTCGTGCAGCTC
MV1 GGCCAGTCAAGCTTCTACTCCGACTGG
32-kDa protein genes
MV2 GCCGTTGCCGCAGTACACCCAGACGCG
21M13F ACCAACGATGGTGTG TCCAT
21M13R CTTGTCGAACCGCATACCCT
hsp65 (heat-shock protein 65)
Th11l ACCAACGATGGTGTGTCCAT
Th12 CTTGTCGAACCGCATACCCT
erp-C1 GCTCTA GACGAGCGGTCATCGGTTGCATAGGG
erp-C2 GCTCTAGATTAGGCGACCGGCACGGTGATTGG
erp-C3 CGGAATTCATGGTGCTCGGGCCGCTC
erp-C4 CGGAATTCACCCAGG CCGCGCTGGTCACC
erp (exported repeated protein) erp-Cé GCTCTAGATCAGGCAGGCGGCGGCACGGGTGC
erp-C5 CGGAATTCAAACAAGCAGCATCGATAGCC
erp-C7 GCTCTAGACTACGTGACAGGAATCAGTGATAT
erp-8 GTGCCGAACCGACGCCGACG
erp-9 GGCACCGGCGGCAGGTTGATCCCG
MycoF GGCAAGGTCACCCCGAAGGG
MycoR AGCGGCTGCTGGGTGATC ATC
rpoB (RNA polymerase B subunit)
RPO5’ TCAAGGAGAAGCGATACGA
RPO3’ GGATGTTGATCAGGGTCTGC
recF1 GGTGGTCGNCTANTGTGGTG
recR1 AGCTGGTTGATGAAGATYGC
Rec A recF2 GYGTCACSGCCAACCGAY
recR2 TTGATCTTCTTCTCGATCTC
recfF3 GGCAARGGYTCGGTSATG
JA sodlgF GAAGGAATCTCGTGGCTGAATAC
S0
sodlgR AGTCGGCCTTGACGTTCTTGTAC
erm (Erythromycin ribosome ermF GACCGGGGCCTTCTTCGTGAT
methyltransferase gene) ermR1 GACTTCCCCGCACCGATTCC
ITS-F CCTTTCTAAGGAGCACC
16S-23S internal transcribed spacer
ITS-R GATGCTCGCAACCACTATCC
Tag GCGAACGGTGAGTAACACG
T3 TGCACACAGGCCACAAGGGA
16S rRNA
Taz AATGGGCGCAAGCCTGATG
Ts3p ACCGCTACACCAGGAAT
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2.4. Baliklarda Mikobakteri Enfeksiyonlar:

Balik tuberkiilozisi (fish tuberculosis, piscine tuberculosis) diinya ¢apinda hem
tatlh hem de tuzlu sularda yasayan baliklarda tespit edilen zoonotik potansiyeli olan
bir hastaliktir. Cesitli organ ve dokularda degisik biiyiikliikte tiiberkiillerin olugmasi
ile karakterize olan, kronik ve genellikle sporadik seyreden bir infeksiyondur. Akut
hastalik ise nadiren goriiliir. M. marinum 10" cfu gibi yiiksek dozlarda akut veya
subakut hastaliklara neden olurken, daha diisiik dozlarda kronik hastaliklara neden
olur (Talaat et al., 1998; Gauthier and Rhodes, 2009). Mikobakteriyozis uzun siire
asemptomatik olarak kalir (Toranzo et al., 2005). Hastalikta mortalite oran1 genelde
diisiiktiir (Gauthier et al., 2003). Inkiibasyon periyodu 3 hafta ile 9 ay arasinda
degismektedir (Decostere et al., 2004).

Mikobakteriyozisde hem vertikal hem de horizantal bulasma sekli
tanimlanmistir (Delghandi et al., 2020). Transovarian bulagsma viviparus baliklarda
rapor edilmistir, ancak bu vertikal bulusma sekli ovipar balik tiirlerinde heniiz oraya
konulmamustir (Gauthier and Rhodes, 2017; Simith et al., 2019). Bununla birlikte
oral-enterik yol ile bulagma en yaygin goriilen horizontal bulagsma seklidir. Bu yol ile
bulagsmada kontamine yemlerin alinmasi, enfekte baliklarin ve balik dokularinin
baliklar tarafindan yenilmesi 6nem tasimaktadir. Bakteriyel biyofilmler bulagsmada
rol oynayan diger bir etkendir. Bu yapilar mikobakteriler ile enfekte olabilirler
dolayisyla bakteri igin vektor gorevi gorebilirler. EK olarak mikobakteriyozis
salginlarinda Tubificid solucanlarin (Tubifex tubifex), su pirelerinin (Daphnia spp.)
ve M. marinum ile enfekte sivrisinek larvalarinin enfeksiyonlar ile iligkili olduklar
degerlendirilmistir (Gauthier and Rhodes, 2009; Simith et al., 2019; Delghandi et al.,
2020).

Baliklarda bakteriyel enfeksiyonlarda bakteriler sik olarak yiizgeglerin tabanina
veya deri lezyonlarina tutunurlar. Baslangigta dis belirtiler genellikle, yiizgeglerde
erozyon ve ciiriimeyi icerir. Ek olarak, viicut yiizeyinde yogun bir mukus kaplamasi
ve pigmentasyon degisimi, abdomende siskinlik, pul kaybi, iilseratif dermal nekroz
dahil olmak iizere genellikle, diger hastaliklara ¢ok benzeyen spesifik olmayan dig
belirtiler bildirilmistir. Yanal ¢izgide eksternal kirmizi lezyonlar ve si1g, diizensiz
iilserler de bildirilmistir. Ekzoftalmi, korliik, asites, solungaglarda solgunluk,
vertebra ve mandibula deformasyonlar1 gibi iskelet bozukluklari, gelisme geriligi,

anormal davraniglar, istah kaybi, uyusukluk ve bunun sonucunda sekillenen
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zayiflama gozlemlenebilir (Gauthier et al., 2003; Delghandi et al., 2020).

Balik nekropsisinde i¢ organlarda ve deride ¢oklu graniilomatoz odaklar
yaygindir (Sekil 2.3 ve 2.4) (Gauthier et al., 2003; Avsever et al., 2016; Mugetti et
al., 2020). Yogun etkenle kars1 karsiya kalan baliklarda i¢ organlarda graniilomlarin
sekillenmesi 4-8 hafta igerisinde meydana gelmektedir (van der Sar et al., 2004). Bu
graniilomlarin histopatolojisinde epitoloid makrofajlar, pigmentli makrofajlar,
fibroblast artis1 ve ortada bakterilerin bulundugu nekrotik bir merkezi iceren kronik
yangt yanitt goriilir. Bu lezyonlarda lokalize olan bakteriler EZN gibi spesifik
boyama yontemleri ile mikroskopta mavi zemin {iizerinde kirmizi renkli olarak
goriiniirler (Noga, 2010). M. marinum’un patojenitesinin 6nde gelen 6zelliklerinden
biri makrofajlarin sitozoliine ulasmasi ve hareketleri i¢in onlarin aktinlerini
kullanabilmesidir (Stamm et al., 2003). Histopatolojik olarak g¢ogunlukla kazeifiye
olmayan epitel hiicreleri, lenfositler ve Langhan’s tipi dev hiicrelerinin oldugu non
spesifik yangi durumu gozlenir (Hashish et al., 2018). Sekil 2.5’de M. marinum ile
deneysel olarak enfekte edilmis Japon baliklarinda (Carassius auratus) gozlenen

patolojik tablo verilmistir (Talaat et al., 1998).

Sekil 2.3 Levrek baliklarinda (D. labrax) Mycobacterium pseudoshottsii enfeksiyonu. a: Dalakta
nodiil olusumu ve genisleme, b: bobrekte nodul olusumu genisleme (Mugetti et al., 2020)

Sekil 2.4 M. marinum ile enfekte bir levrekte dalak biiyiimesi ve tiiberkiil olusumu (Avsever et al.,
2016)
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Sekil 2.5 M. marinum ATCC 927 ile enfekte edilmis Japon baliklarinda histopatolojik gériiniim. Panel

I hari¢ tiim histopatoloji boliimleri hematoksilen ve eozin boyasi ile boyanmustir. Panel 1
modifiye EZN boyasi ile boyanmstir. A: Kontrol grubu baliklarimin periton, karaciger,
pankreas ve bagirsagimin 15tk mikrografisi. Biiyiitme, x64; bar = 156 um. B: 3 giin 6nce 10°
CFU M. marinum ile enfekte edilmis baligin peritonu, pankreasi ve bagirsagi. Yogun
nekrotik doku, bakteriyel hiicreler ve eksudat goriilmektedir. Biyiitme, x64; bar = 156 pm.
C-1 8 hafta 10’CFU 6nce M. marinum ile enfekte edilmis balikdan alinmis histopatolojik
kesitler. C: Pankreas ve bagirsagin etrafinda yer alan peritonda yogun graniilom olusumu.
Biiyiitme, x64; bar = 156 pum. D: Peritonda kopiiklii makrofajlarla birlikte graniilom
olusumu. Biiyiitme, x320; bar = 31 um. E: Nekrotik bir merkezi g¢evreleyen epiteloid
makrofajlardan olusan sogan halkasi grantilomlu karaciger. Bilyiitme, x160; bar = 63 pum. F:
Dalagin biiyiik bir boliimiinii kaplayan ¢oklu kazedz graniilomlar. Biiylitme, x320; bar = 31
um. G: Bobregin govde kisminda erken graniilom olusumu. Biiyiitme, x160; bar = 63 um.
H: Bag bobrekte hem Langhans hem de yabanci cisim tipi dev hiicreler. Biiyiitme, %X320; bar
= 31 pum. I: Dalakta kalin duvarli ve merkezinde aside direngli basil bulunan graniilom.
Biiylitme, x640; bar = 16 pm. (Talaat et al., 1998)
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Mikobakteriler, sucul ekosistemlerde her yerde bulunurlar ve diinya ¢apinda
cok cesitli balik tiirlerinde tanimlanmistirlar (Whipps et al., 2020). Simdiye kadar 20
den fazla mikobakteri tiiriiniin baliklarda hastalik olusturdugu bilinmektedir (Keller
et al., 2018). Bu tiirler arasinda M. marinum, M. fortuitum M. chelonae, M.
abscessus, M. arupense, M. avium, M. chesapeaki, M. conceptionense, M. flavescens,
M. gordonae, M. haemophilum, M. kansasii, M. monteforense, M. neoaurum, M.
nonchromogenicum, M. parascrofulaceum, M. peregrinum, M. pseudoshottsii, M.
salmoniphilum, M. saopaulense, M. scrofulaceum, M. senegalense, M. septicum, M.
shottsii, M. simiae, M. terrae, M. szulgai, M. triviale, M. triplex ve M. xenopi gibi
tirler yer almaktadir (Gauthier and Rhodes, 2009; Puk and Guz, 2020). Bu
organizmalardan bazilari, 6rnegin M. marinum ve M. haemophilum baliklar i¢in
nispeten patojenik goriinmektedir, diger tiirler ise genellikle subklinik olarak
tagmurlar. Fakat bunlarin patojeniteleri tam olarak bilinmemektedir (Spickler and
Dvorak, 2020). M. marinum, M. fortuitum ve M. chelonae baliklarda
mikobakteriyozis ile iliskili olarak en ¢ok identifiye edilen NTM tiirleridir (Novotny
et al., 2004; Keller et al., 2018). Bu tiirler i¢erisinde M. marinum’un baliklar i¢in en
patojenik bakteri oldugu bildirilmektedir (Gauthier et al., 2003; Hashish et al., 2018).
Mikobakteri enfeksiyonlarina neredeyse tiim tatli su ve tuzlu su akvaryum baliklar
biiyiik olasilikla duyarlidir. Bununla birlikte Anabantidae, Characidae ve Cyprinidae
familyasina ait tatli su baliklarinin 6zellikle duyarli oldugu bildirilmistir (Noga,
2010).

Baliklarda ilk mikobakteriyel infeksiyon 1897 yilinda bildirilmistir. Bu vakada
sazan baliklarmin (Cyprinus carpio) tiiberkiiloz lezyonlarindan ADB’ler izole
edilmis ve izole edilen bu basile M. piscium adi verilmistir (Bataillon et al., 1902;
Parisot, 1958). Bu isimle bakteri uzun bir siire Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology’de yer almustir (Ingles et al., 1994). Ilerleyen dénemde 1926 yilinda
Philadelphia akvaryumunda bulunan tropikal deniz baliklarindan ilk balik patojeni
olarak kabul edilen M. marinum izole edilmistir (Aronson, 1926). izole edilmis olan
bu etkenin baglangicta yalnizca deniz baliklarimi etkiledigi diisiiniilmiis ve bu nedenle
etken bu isim ile adlandirilmistir. Fakat sonraki calismalarda etkenden tath su
baliklarmin da etkilendigi anlasilmistir (Ingles et al., 1994). Ilerleyen yillarda M.
piscium ve M. platypoecilus, M. anabanti ve M. balnei gibi adlarla g¢esitli

mikobakteri tiirleri identifiye edilmistir. Ancak s6z konusu bu mikobakteri tiirlerinin
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isimleri kullanimdan kalkmistir. Bu tiirlerin M. marinum’un alt tipleri olabilecekleri
diistiniilmektedir (Aubry et al., 2017a)

M. marinum diinya ¢apinda baliklarda ve insanlarda kutanéz enfeksiyonlara
neden olan fotokromojenik akuvatik bir NTM’dir. M. marinum akuvatik ¢evrede
yaygin olarak bulunmaktadir (ubiquitous) ve insanlar i¢in patojeniktir. Etken tatli ve
tuzlu sularda bulunan 150°den fazla balik tiiriinde, kurbaga, yilan baligi ve
istiridyelerde dogal olarak hastalik olusturur (Beecham et al., 1991; Zeeli et al.,
2003).

M. marinum kaynakli enfeksiyonlarda primer risk faktorii akuvatik ¢evre ve
deniz hayvanlaridir. Kurbaga, kaplumbaga gibi akuvatik vertebrallar, salyangozlar
ve su pireleri rezervuar olarak goriilmektedir (Hashish et al., 2018). M. marinum
salginlari1 ABD’de ¢izgili levrek baliklarinda (Morone saxatilis) (Gauthier et al.,
2008), italya’da hibrit cizgili levreklerde (Morone chrysops x Morone saxatilis)
(Bozzetta et al.,, 2010), Cin’de Mersin baliklarinda (Acipenser sinensis Gray,
Acipenser schrencki) (Zhang et al., 2015), Tiirkiye’de levrek (Dicentrarchus labrax)
ve cipura (Sparus aurata) baliklarinda (Avsever et al., 2016), Israil’de ¢ipura
baliklarinda (Davidovich et al., 2020), Hindistan’da Beta baliklarinda (Betta
splendens) (Narendrakumar et al., 2022) bildirilmistir. Ozellikle, Cin’de Mersin
baliklarinda miks mikobakteriyel enfeksiyonlar ekonomik olarak biiyiik zarar vermis,
2009-2010 yillarinda %50°den fazla mortaliteye sebep olmustur (Zhang et al., 2015).
Zebra baliklar1 (Danio rerio) tizerinde yapilan deneysel bir ¢alismada da M.
marinum’un onemli diizeyde mortaliteye neden oldugu bildirilmistir. S6z konusu
calismada ¢esitli mikobakteri tiirii (M. abscessus, M. peregrinum, M. chelonae ve M.
marinum) baliklara 5x10* bakteri/balik olarak intraperitoneal yolla verilmis ve
baliklar 28°C’de 8 hafta inkubasyona tutulmustur. Bu siire sonunda baliklar
histolojik ve kiiltiir yoniinden incelenmis ve sonug olarak M. marinum izolatlarinin
%100 enfeksiyona neden oldugu belirlenmis ve baliklarda %30-%100 arasinda
mortalite rapor edilmistir. Calismada kullanilan diger mikobakteri tiirlerinin ise ciddi
bir mortaliteye neden olmadigi, fakat ¢esitli i¢ organlarda graniilomatdz lezyonlara

neden oldugu goriilmiistiir (Watral and Kent, 2007).

Ikinci balik patojeni olan mikobakteri tiirii ise 1953 yilinda Neon Tetra
baliklarindan (Hyphessobrycon inesi) izole edilen ve 1959 yilinda identifiye edilen
M. fortuitum’dur (Ross and Brancato, 1959; Ingles et al., 1994; Gauthier and Rhodes,
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2009). M. chelonae ilk kez 1977 yilinda Avustralya’da Chinook salmon baliklarinda
(Oncorhynchus tshawytscha) (Ashburner, 1977), M. simiae ve M. scrofulaceum ilk
kez 1993 yilinda Lapin (Cichlasoma bimaculatum) ve Pasifik geyik boynuzu
baligindan (Leptocottus armatus) (Lansdell et al., 1993), 1992 yilina kadar M.
chelonae’nin bir alt tiri olarak kabul edilen M. abscessus baliklarda ilk kez 1997
yilinda Japon Medaka (Oryzias latipes) baliklarindan (Kusunoki and Ezaki, 1992)
(Teska et al., 1997), M. neoaurum 1990 yilinda Chinook salmon baliklarindan
(Backman et al., 1990), M. avium ilk kez 2003 yilinda ciice ¢iklet (Apistogramma
cacatuoides) baliklarindan (Lescenko et al., 2003), M. gordonae ilk kez 2003 yilinda
gurami (Trichogaster leeri), melek balig1 (Pterophyllum scalare) ve kardinal tetra
baligindan (Paracheirodon axelrodi) (Lescenko et al., 2003), M. montefiorense 2001
yilinda Miiren baligindan (Gymnothorax funebris) (Herbst et al.,, 2001), M.
peregrinum 2004 yilinda Zebra baligindan (Kent et al., 2004), M. haemophilum 2007
yilinda Zebra baligindan (Whipps et al., 2007a), M. shottsii ve M. pseudoshottsii
2003 ve 2004 yillarinda ¢izgili levreklerden (Rhodes et al., 2003; Rhodes et al.,
2004) izole edilmistir. M. salmoniphilum ise ilk olarak 1960 yilinda salmonid cinsi
baliklardan izole edilmistir (Ross, 1960). Bu etkenin M. fortuitum ve M. chelonae'ye
biyokimyasal olarak yiiksek diizeyde benzerlik gostermesi 1980°den beri taninan tiir
statiisiine girememesine neden olmustur. Ancak son yapilan c¢alismalar M.
salmoniphilum’un gegerli ve farkli bir tiir oldugunu ortaya koymustur (Whipps et al.,
2007b).

Ulkemizde kiiltiir baliklarinda ilk mikobakteri enfeksiyonu 2005 yilinda
Canakkale Ege sahilinde kiiltiir yapilan levrek baliklarinda bildirilmistir (Korun et
al., 2005). Bu c¢alismada enfekte levrek baliklarindan alinan doku Orneklerinin
histopatolojik kesitlerinde  EZN boyama yontemi ile graniilomlar igerisinde
ADPB’lerin goriilmesi ile hastaligin teshisi yapilmistir. Ancak arastirmacilar
bakteriyel etkeni izole edememislerdir. 2010 yilinda PCR-RFLP yontemi ile
akvaryum baliklarindan M. fortuitum, M. marinum ve M. chelonae, levrek baligindan
ise M. marinum tespit edilmistir (Bas, 2011). 2012 yilinda Akdenizde Mullus cinsine
ait baliklardan (Barbun ve Tekir) PCR ve PCR-RFLP yontemi ile M. fortuitum, M.
marinum, M. scrofulaceum, M. aurum, M. vaccae ve M. genavense tiirleri
saptanmistir (Sevim, 2012). Avsever ve ark (2014), Ege denizinde Granyoz

baliklarinda  (Argyrosomus regius) reverse hibridizasyon bazli GenoType
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Mycobacterium CM kit kullanarak M. marinum’u identifiye etmislerdir. Bir bagka
calismada yine Ege denizinde Granyoz baliklarindan GenoType Mycobacterium
CM/AS kit ve 16S rRNA gen sekansi ile M. marinum identifiye edilmistir (Timur et
al., 2015). 2016 yilinda reverse hibridizasyon yontemi ile Mugla ilinde kiltiirii
yapilan levrek ve ¢ipura baliklarindan M. marinum tespit edilmistir (Avsever et al.,
2016). Son olarak Urku vd. (2018), GenoType Mycobacterium CM/AS kit ve 16S
rRNA gen sekans analizi ile Ege denizinde kiiltiirii yapilan ¢ipura baliklarindan M.

frederiksbergense’yi tespit etmislerdir.
2.5. Korunma ve Tedavi

Mikobakteriler ¢evrede yaygin bulunan bakterilerdir. Hastalik salginlarinda ana
faktor stres ve immun sistemin zayiflamasidir. Bu nedenle yetistiriciler, uygun
beslenmenin yani sira stresi en aza indirmeli ve strese neden olacak gereksiz
islemlerden kag¢inmalidir (Delghandi et al., 2020). Hastaligin 6nlenmesinde
hastaliktan ari oldugu bilinen popiilasyonlardan baliklarin alinmasi, yeni baliklarin
en az 30-45 giin karantinaya alinmasi ve periyodik olarak mikobakteriyel
incelemelerin yapilmasi, baliklarin optimum su kalitesi ve yetistirme kosullarinda
bakiminin yapilmasi, biyofilmleri ve organik madde birikimini azaltmak i¢in
yetistirme birimlerinin diizenli olarak temizlenmesi Ve hastaliktan etkilenen stoklarin
imha edilmesi tavsiye edilmektedir. Bu uygulamalar mikobakterilerin
kolonizasyonunu ve baliklarin enfeksiyon olasiligini azaltmaya yardimci olacaktir
(Francis-Floyd, 2011; Smith et al., 2019). Mikobakteriozis enfeksiyonlarinin
gecmiste Salmonid cinsi baliklarda ciddi problem olusturmasinin baglica nedeni
baliklarin 1s11 islem uygulanmamis balik organlari ile beslenmeleri oldugu
bildirilmistir (Ross et al., 1959). Bu nedenle beslenmede protein kaynagi olarak
kullanilan balik ve artiklarinin pastorize edilmesi yada 1s1l iglemden gegirilmesi
(76°C’de 30 dk) gerekmektedir (Lewis and Chinabut, 2011: Spickler and Dvorak,
2020).

Bir salginin kontroliinde en iyi yontem dezenfeksiyon uygulamalaridir (Noga,
2010). Bu amagla balik yetistirme birimlerinin, sihhi tesisatin ve ekipmanin kapsamli
bir sekilde temizlenmesi ve dezenfekte edilmesi gerekir (Smith et al., 2019). Sivi
dezenfektanlarin etkinligi sicaklik, temas siiresi, pH, dezenfektanin konsantrasyonu,
askida kati maddelerin ve organik ve inorganik bilesenlerin varligi ile baglantilidir

(Mainous and Smith, 2005; Smith et al., 2019). Yapilan bir ¢alismada %50-70

22



ethanoliin, 1 kisim baz, 5 kisim su, 1 kisim aktivatdor veya 1 kisim baz, 18 kisim su, 1
kisim aktivator olarak karistirilmig sodyum klorit (Clidox-S) soliisyonunun ve %1°lik
benzil-4-klorfenol-2-fenilfenol (Lysol®) soliisyonunun M. marinum’a yiiksek
diizeyde etki ettigi ve 1 dk’lik temas siiresinde tim bakterileri o6ldiirdigi
saptanmigtir. N-alkil dimetil benzil amonyum kloriir (1:256, Roccal-D Plus)
soliisyonunun temas siiresi 60 dk kadar uzasa bile M. marinum'a karsi etkili
olmadigi, yine %1 Virkon-S soliisyonunun da M. marinum'a karsi etkisiz oldugu
belirlenmistir. Sodyum hipokloritin (Chlorox ®) ise M. marinum’a 50,000 mg/I
konsantrasyon ve 10 dk’lik temas siiresinde etki edebildigi saptanmistir (Mainous
and Smith, 2005). Ek olarak M. chelonae, M. fortuitum, M. gordonae ve M.
scrofulaceum gibi bazi mikobakteri tiirlerinin klora karsi direngli olduklari
bildirilmistir (Vaerewijck et al., 2005; Noga, 2010).

Baliklarda mikobakteriyozis enfeksiyonlarina karsi asilamanin hastaligin
engellenmesi ve kontrol altina alinmasinda paha bigilemez bir 6neme sahip
olabilecegi bildirilmektedir (Delghandi et al., 2020). Son yillarda bu konuda 6nemli
caligmalar yapilmistir. BCG asisimin (Bacillus Calmette ve Guerin) Japon dil
baliklarinda (P. olivaceus) ilging sekilde birtakim immun genleri (IL-1p, IL-6, IFN-y
TNF-o) stimiile ettigi tespit edilmistir (Kato et al., 2010). Is1 ile oldiirtilmis M.
marinum enjeksiyonu levreklerde IgM ve TNF-a sekresyonuna sebep olmus ve balik
tiiberkiilozunda mortalitede diisiise neden olmustur (Ziklo et al., 2018). Yine 1s1 ile
oldirilmiis M. bovis enjeksiyonunun Zebra baliklarinda ¢apraz koruma sagladigi
rapor edilmistir (Stinear et al., 2000). Cesitli akuvatik mikobakteri tiirtinden (TB40,
TB267 suslar1 ya da M. marinum) elde edilen mikobakteriyel hiicre dis1 iriinlerin
(ECP) Gokkusagi alabaliklarina enjeksiyonunun fagositoz, lizozim ve antikor

diizeyinde artisa neden oldugu belirlenmistir (Chen et al., 1996).

Mikobakteri tiirlerinde fibronektin baglayici proteini hedefleyen DNA asilari
tasarlanmistir (Stinear et al., 2000; Tanghe et al.,, 2000). Bu as1 hibrit ¢izgili
levreklerde M. marinum’a karst 90 giin koruma saglamistir (Pasnik and Smith,
2005). Yine zebra baliklarina canli zayiflatilmis M. marinum mutantinin (L1D)
uygulanmasi, M. marinum’a kars1 hayatta kalma oraninin artmasma (50 giin sonra
%70'den fazla hayatta kalma orani) neden oldugu belirlenmistir (Cui et al., 2010).
Yapilan bir bagka calismada M. fortuitum oral asisi dev gurami baliklarinda
(Osphronemus goramy) M. fortuitum’a karsi bagisikligi, hayatta kalma oranini ve
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direnci artirmada etkili olmustur. Ast uygulandiktan sonra 31-60. giinlerde yapilan
challenge denemelerinde %96 basar1 oran1 saglanmistir (Kartika et al., 2022). Bu
umut verici gelismelere ragmen, giincel olarak baliklarda mikobakteriyozis’e karsi
ticari olarak mevcut higbir as1 bulunmamaktadir ve konu ile ilgili daha fazla
aragtirmalarin yapilmasi gerekmektedir (Toranzo et al., 2009; Muktar and Tesfaye,
2016; Whipps et al., 2020).

Mikobakterilerin ilaglar1 yavas bir sekilde absorbe ettigi ve enfeksiyonlarin
tedavisi i¢in uzun bir zamana ihtiya¢ duyuldugu bilinmektedir (Chang and Whipps,
2015). Dolayisiyla hastalikli hayvanlarin genellikle, imha edilmesi ilk tercih olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Bas, 2011). Bununla birlikte uzayan tedavi rejimleri ve
mikobakterilerin zoonoz potansiyeli g6z Oniine alindiginda, asir1 antibiyotik
kullaniminin antibiyotiklere karsi genetik dirence yol acabilecegine dair endiseler

bulunmaktadir (Whipps et al., 2020).

Geleneksel olarak  Mycobacteriaceae  enfeksiyonlarinda  rifampisin,
streptomisin, eritromisin, etambutol, isoniazid, doksosiklin, kanamisin, etiyonamid,
minosiklin ve tetrasiklinler basarili sonuglar verebilmektedir (Kawakami and
Kusuda, 1990; Chinabut, 1999). Ancak mikobakteri tiirlerinin antibiyotiklere karsi
duyarhilig1 hizli ve yavas iireyen tiirler ile izolatlar arasinda degisebilmektedir. Hizli
tireyen mikobakteriler tigesiklin, tobramisin, klaritromisin ve amikasine daha duyarli
iken yavas tireyen mikobakteriler amikasin, klaritromisin ve rifampine karg1 daha
duyarhidir (Chang and Whipps, 2015). Hasta akvaryum baliklarindan izole edilmis
olan hizli (M. chelonae, M. peregrinum, M. fortuitum, M. neoaurum, M. septicum, M.
abscessus, M. mucogenicum, M. salmoniphilum, M. saopaulense ve M. senegalense)
ve yavasg treyen (M. szulgai, M. marinum ve M. gordonae) 99 mikobakteri izolatinin
kullanildig1 bir ¢alismada izolatlarin  %95,95’inin  kanamisine, %94,94’linlin
amikasine ve %383,83’linlin  klaritomisine, %79,79’unun siilfametoksazole,
%65,65’inin  siprofloksasine ve %55,55’inin  doksosikline duyarli oldugu
belirlenmigtir. Bununla birlikte ayni c¢alismada izolatlarin %98,98’inin  ve
%96,96’sin1n sirastyla isoniazid ve rifampisine karsi direngli oldugu bildirilmistir
(Guz and Puk, 2022). Yine Giiney Afrika’da zebra baliklarindan elde edilen bir M.
marinum izolatinin benzer sekilde, isoniazid ve rifampisine karsi direngli oldugu,
bununla birlikte streptomisin ve ethambutole karsi da direngli oldugu belirlenmistir

(Chang and Whipps, 2015). Bir baska ¢aligmada hasta Japon baligindan izole edilen
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M. fortiutum izolatinda ¢oklu ila¢ direncine rastlanilmig olup, etkenin rifampisin,
isoniazid, pirazinamid, ethambutol, myoconda® (rifampicin kombinasyonu bir nano
ilag) klaritromisin ve klofazimine karsi direngli oldugu saptanmistir (Uma and
Ronald, 2016).

Her ne kadar mikobakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde gesitli antibiyotikler
Onerilse de bazi caligmalar mikobakterilere kars1 antibiyotik tedavisinin etkinliginin
degisken oldugunu, bazi antibiyotiklerin mikobakteriyel koloni yogunlugunu
azaltabildigini, ancak enfeksiyonu basariyla ortadan kaldiramadigini gostermistir.
Ormegin; Boos vd. (1995), tropikal siis baliklarinda mikobakteriyozisin rifampisin ile
tedavisinin etkili oldugunu bildirmistir. Ancak tedavi sonrasi bakterinin enfekte
olmus konakg¢idan hala izole edildigini bildirmistir. Benzer sekilde Chang vd. (2017),
M. chelonae ile enfekte edilmis zebra baliklarinda tigesiklin ve klaritomisinin
etkinligini arastirmiglar ve antibiyotik tedavilerinin aside direngli graniilomlarin
prevalansini 6nemli Ol¢iide etkilemedigini, tedavi sonrasi enfeksiyonun siddetinin
(aside direncgli graniilom yogunlugunun) onemli 6l¢iide azaldigini saptamislardir.
Biitiin bu caligmalara ragmen konu ile ilgili olarak hala detayli ¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir (Whipps et al., 2020).
2.6. Zoonotik Onem

Mikobakteriler en iyi bilinen zoonotik balik kaynakli bakteriyel patojenlerdir.
Insanlarda deride ve bazen daha derin dokularda graniilomatéz karakterde yangiya
neden olurlar ve meydana getirdikleri hastalik balik¢1 parmag: (fisherman’s finger),
balik tanki graniilomu (fish tank granuloma), balik meraklis1 parmag (fish-fancier’s
finger) gibi terimler ile ifade edilmektedir. Bu tarz lezyonlar ilk olarak 1951 yilinda
Norden ve Linell tarafindan tammlanmstir (Gauthier, 2015). ilerleyen dénemde
Linell ve Norden (1954), ayn1 yiizme havuzunu kullanan ve ayni graniilomat6z deri
lezyonlar1 belirtisi gosteren hastalardan M. balnei’yi identifiye etmislerdir. Bu
vakalardan sonra hastaligin adi yiizme havuzu graniilomu (Swimming pool
granuloma) olarak kayitlara ge¢mistir. Daha sonra etken M. marinum olarak
adlandirilmistir (Swift and Cohen, 1962).

M. marinum ve M. fortuitum su iiriinleri yetistiriciligi ve subtropikal akvaryum
balig1 endiistrilerinde ¢alisanlar i¢in potansiyel mesleki bir tehlikelerdir. Yine

akvaryumlarini temizlerken baliklar ile dogrudan temas halinde olan 6zel tropikal
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evcil balik sahipleri i¢in de tehlike arz etmektedir (Haenen et al., 2020). Baliklarda
goriilen patojenik mikobakteri ile iligkili insan enfeksiyonlar1 genellikle, yaralarin ve
deri siyriklarinin kontamine sulara maruz kalmasi ile baglantilidir. Ayrica hastalik
yiizme havuzu kullanicilarinda havuzlarm yaygm bir sekilde klorlanmadigi
donemlerde nispeten daha sik olarak goriilmekte idi (Petrini, 2006). M. marinum
oldugu onaylanmig vakalarin %45’inde kisilerin ge¢misinin balik¢ilik ile ilgili
oldugu gozlemlenmistir (Ang et al., 2000). M. marinum’un optimal tireme sicaklig
30°C’dir ve 37°C’de zayif lireme gosterir (Aubry et al., 2017b). Bu nedenle
enfeksiyonlarin ¢ogu viicut disinda ekstremitelerde gelisir (Aubry et al., 2017b;
Delghandi et al., 2020). Lezyonlar genellikle ekstremitelerde olmak iizere yiizeysel
granillomatdz yangi seklini alir (Sekil 2.6A), ancak daha derin dokulari da
kapsayarak tenosinovitis (Sekil 2.6B), bursitis, artritis ve osteomiyelitis ile
sonuglanabilir (Lahey, 2003; EI Amrani et al., 2010; Gauthier, 2015; Sin et al.,
2019). Sistemik hastaliklar nadir olarak bagisikligi baskilanmis hastalarda ortaya
cikabilir (Streit et al., 2006).

Sekil 2.6 insanlarda M. marinum kaynakli bazi klinik olgular. A: El iistiinde papiillamatoz
graniilomat6z nodiil (El Amrani et al., 2010), B: Yiiziik parmaginda M. marinum kaynakli
tenosinovitis olgusu (Sin et al., 2019)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Etik Bildirim

Calisma i¢in T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, Samsun Veteriner Kontrol
Enstitiisti Mudiirliigii, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan Etik kurul onay:
alinmistir (2020/10).

3.1.2. Akvaryum Bahgi Orneklerinin Ahnmasi

Arastirmada Samsun ilinde akvaryum balig1 satis1 yapan 16 ticari isletmeden
148 adet, 2 amator yetistiriciden 3 adet olmak iizere toplamda 36 farkli tiirde 151
adet akvaryum baligi toplandi. Balik &rnekleri Ocak 2022-Ekim 2022 tarihleri
arasimnda alindi. Ornekleme yapilan balik tiirlerin belirlenmesinde isletme bazinda
yaygin olarak yetistiriciligi yapilan tiirler secildi. Ornekleme esnasinda isletmede
varsa hastalik belirtisi gosteren baliklar, yoksa saglikli goriiniime sahip baliklar
rastgele secildi. Calismada 6rnekleme yapilan bazi balik tiirlerine ait gorseller Sekil
3.1°de sunuldu. Ornekleme yapilan akvaryum baliklarina ait bilgiler ise Tablo 3.1 ve
Sekil 3.2’de verildi. Calismada en fazla 6rnekleme yapilan balik tiirii 56 adet ile
Japon baligi oldu.

Sekil 3 1. Ornekleme yapilan bazi balik tiirlerine ait gorseller. A: Discus baligi, B: Japon baligi, C:
Koi baligi, D: Képek baligi, E: Sar1 prenses, F: Koi baligi, G: Miicevher balig1 H: Vatoz, I:
Mavi prenses
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Tablo 3.1. Ornekleme yapilan akvaryum baliklarina ait bilgiler

No Ornekleme Yapilan Balik Tiirleri Adet 2;3:??:)
1 Japon (Carassius auratus) 56 16
2 Koi (Cyprinus carpio carpio) 16 12
3 Moli (Poecilia latipinna) 10 3
4 Lepistes (Poecilia reticulata) 6 1
5 Zebra (Brachydanio rerio) 6 1
6 Kilickuyruk (Xiphophorus helleri) 5 2
7 Gurami (Colisa fasciata) 4 2
8 Koépek Baligi (Pangasius pangasius) 3 13
9 Melek (Pterophyllum scalare) 3 2
10 Sari Prenses (Labidochromis caeruleus) 3 24
11 Ahli ciklet (Sciaenochromis fryeri) 3 8
12 Discus (Symphysodon aequifasciatus) 2 37
13 Gopcu (Corydoras paleatus) 2 5
14 Micevher baligi (Hemichromis guttatus) 2 15
15 Portakal ciklet (Metriaclima estherae) 3 11
16 Tropheus (Tropheus moorii) 2 22
17 Sarikuyruk ciklet (Pseudotropheus acei) 2 7
18 Mavi prenses (Chindongo socolofi) 2 12
19 Siyah Neon (Hyphessobrycon herbertaxelrodi) 2 1
20 Kedi Baligi (Clarias batrachus) 1 187
21 Kankuyruk Tetra (Aphyocharax anisitsi) 1 2
22 imparator ciklet (Aulonocara maylandi) 1 27
23 Clice vatoz (Ancistrus dolichopterus) 1 7
24 Beta baligi (Betta splendens) 1 1
25 Bakir tetra (Hasemania nana) 1 2
26 Auratus ciklet (Melanochromis auratus) 1 14
27 Kirmizi géz tetra (Moenkhausia sanctaefilomenae) 1 3
28 Magnum Zebra (Amatitlania nigrofasciatus) 1 33
29 Makas kuyruk (Rasbora trilineata) 1 5
30 Mpanga ciklet (Pseudotropheus sp. elongatus mpanga) 1 15
31 Rasbora (Trigonostigma heteromorpha) 1 4
32 Tetra (Aphyocharax anisitsi) 1
33 Tinfoil barbus (Barbus schwanenfeldii) 1 40
34 Calico ciklet (Melez Tur) 1 2
35 Vatoz (Pterygoplichthys gibbiceps) 1 20
36 Melez Tir 3 1

Toplam

151
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Akvaryum Baliklarinin Tiir Dagilhimi

M Japon H Koi H Moli M Lepistes

W Zebra | Kiligckuyruk B Gurami m Kopek Bahgi

u Melek Sari Prenses B Ahli Ciklet m Discus
Copci Mucevher baligi = Portakal ciklet Tropheus

B iceman ciklet Mavi prenses Siyah Neon Diger

1,32% 1,32%

,32%
1,99% 1,32)&

3,97% 6,62%

Sekil 3.2. Ornekleme yapilan akvaryum baliklarinin tiir dagilimlar:
3.2. Yontem
3.2.1. Akvaryum Baliklarinin Laboratuvar Muayenesi

Ticari igletmelerden ve amator yetistiricilerden alinan akvaryum baliklar1 canli
olarak laboratuvara getirildi. Nekropsi islemi 6ncesi baliklar yiiksek dozda (300-500
mg/L) MS 222 (Tricaine methanesulphonate, Sigma-Aldrich) uygulanarak Gtenazi
yapildi (Kuruger et al., 2022). Otenazi islemi sonras1 baliklarin nekropsisi yapildi ve
her bir baligin dalak, karaciger ve bobrekleri aseptik olarak ¢ikarilarak organ havuzu
olusturuldu. Cok kiiciik balik tiirlerinin i¢ organlar1 biitiin olarak degerlendirildi.
Baliklarin i¢ organlar1t 2 ila 3 ml steril fizyolojik tuzlu soliisyonunda doku
homojenizatérii (Bead Ruptor Elite Homogenizer Omni International, Kanada)
yardimi ile homojenize edildi. Bu asamada yaklasik olarak 1-2 g doku Ornegi
kullanildi. Hazirlanan homojenat dekontaminasyon amactyla 4000 g’de 4°C’de 30 dk
santriflij edildi. Stipernatant dokiilerek pelete 1 ml %2 HCI ilave edildi. Bu asamada
karisima pH indikatorii olarak 10 pl %2 fenolftalein eklendi. 15 dk beklendikten
sonra karisim %1 NaOH ile notralize edildi (karisimin rengi pembeye, agik mor’a
doniisiinceye kadar). Daha sonra karigim yukaridaki gibi tekrar santriifiij edildi ve
pelet 0,5 ml %0,85 steril fizyolojik tuzlu ile sulandirild1 (Shukla et al., 2013).
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Dekontaminasyon islemi sonrasi elde edilen karisimdaki ADB’lerin
belirlenmesi amaciyla karisimdan 10 pl alinarak smearlar hazirlandi ve sonrasinda
EZN boyama yapildi. Bu amagla EZN boyama kiti (RTA lab. Katalog No: 07005)
kullanildi. Kurutma ve tespit isleminden sonra preparatlar EZN karbol fuksin
soliisyonu ile kapland1 ve alttan 2-3 dk kaynamayacak sekilde 1sitildi. Daha sonra
distile su ile yikandi. Asit-alkol soliisyonu ile 30 sn dekolarizasyon yapildi. 15 sn
distle su ile tekrar yikandi. Preparatlar EZN metilen mavisi soliisyonu ile 1 dk
bekletildikten sonra kurulandi. Immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta mavi

zemin tizerinde kirmizi gomak seklindeki ADB’ler gézlemlendi.
3.2.2. Mikobakteriyel Tiirlerin izolasyonu

Kiiltiir i¢in dekontamine edilmis homojenattan 10 pl alinarak LJ besiyerlerine
(17115 mm polikarbonat tiip igerisinde, RTA Lab., Katalog No: 4007) ekildi (Sekil
3.3). Ekim yapilan besi yerleri 301 °C’de inkiibasyona birakildi. Besiyerleri giinliik
olarak 3-4 hafta boyunca kontrol edildi. Siipheli koloniler mikroskobik olarak EZN
boyama yapilarak incelendi ve ayni1 zamanda subkiiltiire edildi (Zanoni et al., 2008).
Kontamine olan besiyerleri degerlendirme dis1 birakildi. Elde edilen saf kiiltiirler
%15 gliserin iceren Middlebrook 7H9 Broth (Difco™ Middlebrook 7H9 Broth, BD
271310) besiyerinde muhafaza edildi.

e

e

N =

Sekil 3.3. Lowenstein-Jensen slantlar1 (17x%115 mm polikarbonat tiip igerisinde)
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3.2.3. Mikobakteriyel Tiirlerin Identifikasyonu

Elde edilen izolatlar molekiiler olarak hsp65 (heat shock protein, 1s1 sok
proteini) gen bolgelerinin PCR ile amplifiye edilmesi ve sonrasinda dizi analizlerinin
yapilmasi ile identifiye edildi. Bu amagla 6ncelikle izolatlarin DNA ekstraksiyonlari
prensibi spin kolon ile filtrasyon esasina dayanan ticari DNA ekstraksiyon Kkiti ile
(PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen) dretici firma kullanim
talimatlarina gore yapildi. Kit igerigine ek olarak Gram pozitif bakteriler i¢in 0,06 g
Tris-HCI, 0,15 g EDTA, 240 ml Triton X-100, 0,4 g lizozimden olusan 20 ml lizozim
lizis buffer hazirlandi. Elde edilen DNA’larin konsantrasyonlari Nanodrop (Thermo)
ile 260 nm’de 6lgiildii. DNA’lar kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Izolatlarin hsp65 gen bolgelerinin cogaltilmasinda Th11:
ACCAACGATGGTGTGTCCAT ve Tbl2: CTTGTCGAACCGCATACCCT
primerleri kullanildi (Telenti et al., 1993). PCR amplifikasyonunda 10 pl template
DNA, 25 pl 2X DreamTaq™ Hot Start PCR Master Mix (Thermo Scientific™), 1 ul
100 uM Tb11 ve Tb 12 primerleri ve 13 pl PCR water (Thermo Scientific™) iceren
50 ul hacimde PCR karisimi olusturuldu. Olusturulan bu karigim termal siklus (Bio-
Rad T100) cihazina yerlestirilerek 94°C’de 5 dk 6n denatiirasyon ve sonrasinda
94°C’de 1 dk denatiirasyon, 60°C’de 1 dk primer baglanma, 72°C’de 1 dk uzama
olmak iizere 40 siklus ve 72°C’de 10 dk son uzama kosullarinda amplifiye edildi.
Amplifikasyon sonrasi olusan son flriinler etidium bromid (2mg/ml) igeren %1,5
agaroz jel elektroforezinde 100 V’da 60 dk yiriitildii ve sonrasinda UV
transilluminator ile goriintiilendi. 439 bp’lik son amplifikasyon iirliniiniin goriildiigii
izolatlar pozitif olarak degerlendirildi ve amplikonlar dizi analizi i¢in -20°C’de

muhafaza edildi.

Izolatlara ait hsp65 gen bolgelerinin dizi analizleri hizmet alimi karsiliginda
Ondokuz Mayis Universitesi, Karadeniz Ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi (KITAM)'nde gerceklestirildi. Bu asamada oOncelikle elde edilen
amplikonlarin saflastirilmast yapildi ve dizi analizleri ABI 3130 DNA analiz
cihazinda (Applied Biosystems) Tbll ve Tbl2 primerleri kullanilarak iki yonlii
olarak gerceklestirildi.

Iki yonlii DNA dizisi belirlenen hsp65 gen bélgelerinin niikleotid baz dizilerini

gosteren kromotogramlarin kalite skorlart Geneious Prime (Kearse et al., 2012) ve
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Vector NTI Advance 11.5 (Invitrogen) programlar1 ile analiz edildi.
Kromotogramlarin kalite skorlarinin belirlenmesinde Phred skoru 20’nin (Q>20)
tizerinde olan niikleotid bazlar1 dikkate alind1 (Ewing and Green, 1998; Ewing, et al.,
1998). ileri ve geri yonlii DNA dizilerin kendi aralarinda bitlestirmeleri Geneious
Prime (Kearse at al., 2012) ve Vector NTI Advance 11.5 (Invitrogen) programlari ile
yapildi ve ortak bir niikleotid dizisi elde edildi. Elde edilen ortak dizilerin GenBank
veri tabaninda BLAST analizleri (Altschul et al., 1997) yapilarak GenBank’a daha
onceden kaydedilen diger mikobakteriyel tiirlere ait hsp65 gen bolgeleri ile
karsilastirilarak izolatlarin identifikasyonlart yapildi. Her bir izolatin hsp65 gen
bolgesine ait niikleotid dizileri GenBank veri tabanina kaydedilerek erigim

numaralart alindi.

Calismada tespit edilen mikobakteriyel tiirlere ait hsp65 gen bolgesi dizileri ile
daha 6nce GenBank veri tabanina kaydedilen mikobakteriyel tiirlere ait hsp65 gen
bolgesi dizilerinin ¢oklu hizalamalar1 ClustalW algoritmasi (Thompson et al., 1994)
kullanilarak BioEdit programu ile yapildi (Hall, 1999). Coklu dizi hizalamasindan
belirsiz sekilde ya da oldukga farkli hizalanan niikleotidler “daha az kati se¢im”
secenegi isaretlenerek Gblocks 0.91b programi kullanilarak kaldirildi (Castresana,
2000). Izolatlarin hsp65 gen bolgelerinin filogenetik agact Maximum Likelihood
metodu ve Tamura—Nei modeli kullanilarak 1000 tekrarli olarak MEGA X programi
ile olusturuldu (Tamura and Nei, 1993; Kumar et al., 2018). Filogenetik agagta i¢
diigiimlerde 6n yiikleme degerleri (> 70) rapor edildi (Hillis and Bull, 1993) ve dis
grup olarak M. tuberculosis ATCC 27294 (JF491311) hsp65 gen bolgesi dizisi
kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Akvaryum Baliklarinin Laboratuvar Muayenesi

Antemortem ve postmortem muayene sonucunda 151 akvaryum baliginda
tiiberkiiloz siipheli lezyona rastlanilmadi. iki balikta omurga deformasyonuna, ii¢

balikta ise paraziter lezyonlara rastlanildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Baliklarda goriilen bazi makroskobik bulgular. A; Siyah neon tetra baliginda omurga
deformasyonu, B; Tetra baliginda metaserker (parazit)

Balik dokularinin dekontaminasyonu ve sonrasinda ADB’lerin belirlenmesi
amactyla yapilan EZN boyamada 151 akvaryum baliginin 28’inin (%18,54) ADB
pozitif oldugu saptandi.

4.2. Mikobakteriyel Tiirlerin izolasyonu

Akvaryum baliklarindan elde edilen doku homojenatlar1 dekontaminasyon
isleminin ardindan mikobakteriyel tiirlerin izole edilmesi i¢in LJ besiyerlerine ekildi.
LJ besiyerleri iizerinde iigiincii giinden itibaren iiremeler gdriilmeye basland1. Ureyen
kolonilerin sar1, beyaz, krem-beyaz, mukuslu, saydam, kuru karakterlerde koloniler
oldugu gozlendi (Sekil 4.2 ve 4.3). Sonug olarak 151 balik 6rneginin 43’linde
(%28,47) yukarida bahsedildigi iizere farkli renk ve karakterde toplamda 50 adet
mikobakter siipheli koloni izole edildi ve bu koloniler segilerek subkiiltiire edildi.
Ayrica kolonilerden tekrar EZN boyama yapilarak ADB’ler gozlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. LJ besiyerinde mikobakteri kolonileri. A: Mycobacteroides chelonae, B: Mycobacterium
gordonae, C: Mycobacteroides abscessus, D ve E: Mycobacterium sp.
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Sekil 4.4. EZN boyamada ADB’lerin goriintiimil
4.2.1. Mikobakteriyel Tiirlerin Identifikasyonu

izolatlarin hsp65 gen boélgelerinin Tb1l ve Th12 primerleri ile amplifiye
edilmesi sonucu 43 baliktan elde edilen 50 izolatin 439 bp’lik PCR iiriinii verdigi
(Sekil 4.5) saptandi. Bu izolatlarin bir sonraki asamada hsp65 gen bolgelerinin dizi

analizleri yapildu.

SaiOaRal 12 13

500 bp A—

Sekil 4.5. izolatlarin hsp65 gen bélgesinin (439 bp) PCR ile gériintiilenmesi. M; Marker (0,1-3 kbp),
1-13 hsp65 gen bolgesi pozitif izolatlar

Dizi analizleri sonucunda her bir izolata ait elde edilen ortak dizilerin BLAST
analizleri yapildi ve GenBank’a daha onceden kaydedilen diger mikobakteriyel

tirlere ait hsp65 gen bolgeleri ile karsilastirildi. Bu analizler sonucu 50 izolatin 24’1
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Mycobacterium sp. (%48), 16’st Mycobacteroides chelonae (%32), 8’i
Mycobacterium gordonae (%16), ve 2’si Mycobacteroides abscessus (%4) olarak
identifiye edildi (Sekil 4.6). izolatlara ait hsp65 gen bdlgelerinin niikleotid dizilerinin
GenBank erisim numaralart Tablo 4.1°de verildi. Ek olarak izolatlarin hsp65 gen

bolgesi dizilerine ait olarak olusturulan filogenetik aga¢ Sekil 4.7°de verildi.

Calismada ornekleme yapilan 16 akvaryum satis yerinin 11’inde (%68,75) ve
36 balik tiriiniin 20°sinde (%55,55) mikobakteriyel tiirler tespit edildi Ayrica
izolatlarin hsp65 gen bolgesine yonelik yapilan PCR analizinde pozitif olarak
degerlendirilen 43 baligin 7’sinde iki farkli mikobakteri tiirii izole edildi. Bununla
birlikte 3 farkli isletmeden alinan Kopek baliklarinda, alindiklari akvaryumlarda
mikobakteriyel etkenler izole edilmesine ragmen herhangi bir mikobakteriyel etken

izole edilemedi.

izolatlarin Tiir Dagilimi

n=2; %4
Mycobacterium sp.
n=8; %16
Mycobacteroides chelonae
n=24; %48
Mycobacterium gordonae
n=16; %32

Mycobacteroides abscessus

Sekil 4.6. Mikobakteri izolatlarinin tiir dagilim grafigi
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Tablo 4.1. Calismada izole edilen Mikobakteriyel tiirler

Iz:;loat Balik Tiirii izole Edilen Tiir ErGi:int:z';u
1 3a Japon (Carassius auratus) Mycobacterium sp. 0Q587924
2 3b Japon (Carassius auratus) Mycobacterium sp. 0Q587925
3 5a Koi (Cyprinus carpio carpio) Mycobacterium sp. 0Q411065
4 5b Koi (Cyprinus carpio carpio) Mycobacteroides chelonae  0Q411066
5 6 Melek (Pterophyllum scalare) Mycobacterium sp. 0Q587931
6 6b Melek (Pterophyllum scalare) Mycobacterium sp. 0Q587933
7 9 Mavi prenses (Chindongo socolofi) Mycobacterium gordonae 0Q434980
8 10 Portakal ciklet (Metriaclima estherae) Mycobacterium sp. 0Q434981
9 23 Kiligkuyruk (Xiphophorus helleri) Mycobacterium gordonae 0Q434982
10 37 (Hyphessobi;/ycir:v ';lri(r);ertaxe/rodi) Mycobacterium sp. 0Q587934
11 40 (Ve la:\;;tr‘;fnci'skf;mtus) Mycobacterium sp. 0Q658755
12 43 Japon (Carassius auratus) Mycobacterium sp. 0Q658756
13 45  Sari prenses (Labidochromis caeruleus) Mycobacterium sp. 0Q587935
14 48 Vatoz (Pterygoplichthys gibbiceps) Mycobacterium sp. 0Q658757
15 48b Vatoz (Pterygoplichthys gibbiceps) Mycobacterium sp. 0Q587932
16 49 Discus (Symphysodon aequifasciatus)  Mycobacteroides abscessus  0Q511492
17 50 Lepistes (Poecilia reticulata) Mpycobacteroides chelonae ~ 0Q555405
18 52 Zebra (Brachydanio rerio) Mpycobacteroides chelonae ~ 0Q555406
19 54 Japon (Carassius auratus) Mycobacteroides chelonae 0Q555407
20 54b Japon (Carassius auratus) Mpycobacteroides chelonae ~ 0Q555408
21 55 Discus (Symphysodon aequifasciatus)  Mycobacteroides abscessus ~ 0Q540499
2 56 ( Pssefj:;';‘t’;/‘;:::;';' Ztcei) Mycobacterium sp. 00626833
23 60 Japon (Carassius auratus) Mycobacterium gordonae 0Q587926
24 65 Japon (Carassius auratus) Mycobacterium gordonae 0Q587927
25 68 Japon (Carassius auratus) Mycobacterium gordonae 0Q587928
26 69 Japon (Carassius auratus) Mycobacterium sp. 0Q612737
27  69b Japon (Carassius auratus) Mycobacterium gordonae 00612731
28 81 Moli (Poecilia latipinna) Mycobacterium sp. 0Q612732
29 90 Koi (Cyprinus carpio carpio) Mycobacterium gordonae 0Q612733
30 92 Koi (Cyprinus carpio carpio) Mycobacterium gordonae 0Q540500
31 95 Japon (Carassius auratus) Mycobacteroides chelonae 0Q571389
32 96 Melez tiir Mycobacteroides chelonae  0Q571390
33 97 Zebra (Brachydanio rerio) Mycobacteroides chelonae 0Q571391
34 98 Japon (Carassius auratus) Mycobacteroides chelonae ~ 0Q571392
35 100 Melez tiir Mycobacteroides chelonae 0Q571393
36 101 Zebra (Brachydanio rerio) Mycobacteroides chelonae  0Q571394
37 101b Zebra (Brachydanio rerio) Mycobacteroides chelonae 0Q571395
38 102 Zebra (Brachydanio rerio) Mycobacteroides chelonae ~ 0Q571396
39 103 Japon (Carassius auratus) Mycobacteroides chelonae 0Q571397
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Tablo 4.1. (devam)

No lzolat Balik Tiirii izole Edilen Tiir G'e.nBank
No Erisim Kodu

Micevher baligi

40 105 (Hemichromis guttatus) Mycobacteroides chelonae  0Q571398
41 116 Japon (Carassius auratus) Mycobacterium sp. 00626834
42 120 Koi (Cyprinus carpio carpio) Mycobacterium sp. 0Q612734
43 121 Koi (Cyprinus carpio carpio) Mycobacterium sp. 0Q587929
44 123 Koi (Cyprinus carpio carpio) Mycobacterium sp. 0Q587930
45 134 Japon (Carassius auratus) Mycobacterium sp. 0Q658758
46 136 Koi (Cyprinus carpio carpio) Mycobacterium sp. 0Q612735
47 138 Japon (Carassius auratus) Mycobacterium sp. 0Q612736
48 141 COpcu (Corydoras paleatus) Mpycobacteroides chelonae ~ 0Q571399
49 143 Melez tiir Mycobacterium sp. 0Q658759
50 149 Kirmizi goz tetra Mycobacterium sp. 0Q658760

(Moenkhausia sanctaefilomenae)
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0Q587931 Mycobacterium sp. strain 6
AF547865 Mycobacterium peregrinum strain CIP 105382
0Q587933 Mycobacterium sp. strain 6b
0Q612736 Mycobacterium sp. strain 138
0Q626833 Mycobacterium sp. strain 56
0OQB58755 Mycobacterium sp. strain 40
JF491326 Mycobacterium porcinum strain ATCC 33776
AF547873 Mycobacterium septicum strain CIP 106642
0OQE58756 Mycobacterium sp. strain 43
0Q587932 Mycobacterium sp. strain 48b
KP644751 Mycobacterium arceuilense strain 269
AY458076 My ium newor strain ATCC 49404
0Q658758 Mycobacterium sp. strain 134
JF491333 Mycobacterium brisbanense strain DSM 44680
AF547830 My farcinog strain DSM 43637
AY458077 ium strain ATCC 49403
0QB658757 Mycobacterium sp. strain 48
JF491295 Mycobacterium fortuitum subsp. fortuitum strain ATCC 6841
AF547832 Mycobacterium fortuitum subsp. acetamidolyticum strain CIP 105423
OQ612737 Mycobacterium sp. strain 69
0Q411065 Mycobacterium sp. strain 5a
0Q587935 Mycobacterium sp. strain 45
97 — OQ587924 Mycobacterium sp. strain 3a
9 L 0Q587925 Mycobacterium sp. strain 3b
— OQ434981 Mycobacterium sp. strain 10
[ 0Q587934 Mycobacterium sp. strain 37
0OQ612734 Mycobacterium sp. strain 120
AY859678 fum strain CIP 108544
— AY684045 ium strain ATCC 35796

0Q540499 Mycobacteroides abcessus strain 55
4‘3059615 Mycobacteroides abscessus subsp. bolletii strain CIP 108541
0Q511492 Mycobacteroides abcessus Strain 49
;’6{‘—‘ 0Q411066 Mycobacteroides chelonae strain 5b
ium strain T14

0Q571392 Mycobacteroides chelonae strain 98

0Q571397 Mycobacteroides chelonae strain 103
0OQ571395 Mycobacteroides chelonae strain 101b
0Q555405 Mycobacteroides chelonae strain 50
0Q571398 Mycobacteroides chelonae strain 105

AF547818 Mycobacterium chelonae strain CIP 104535

My ium strain JCM 6388
_{- 0OQ555406 M: oides chelonae strain 52
0Q571394 Mycobacteroides chelonae strain 101

— OQ571396 Mycobacteroides chelonae strain 102

— OQ555407 Mycobacteroides chelonae strain 54

— OQ571399 Mycobacteroides chelonae strain 141
0Q555408 Mycobacteroides chelonae strain 54b

- OQ571389 Mycobacteroides chelonae strain 95
0Q571390 Mycobacteroides chelonae Strain 96

- OQ571391 Mycobacteroides chelonae strain 97
0Q571393 Mycobacteroides chelonae strain 100

0OQ587930 Mycobacterium sp. strain 123
MF411149 Mycobacterium marinum strain 7873

DQ987722 My ium strain NCTC 13318
—l CP023138 Mycobacterium liflandii strain ASM001 chr P 1
DQ9887723 Mycobacterium shottsii strain NCTC 13215
Lol -I— ium strain NCIMB 1297

AF547855 Mycobacterium marinum strain CIP 104528
0Q612732 Mycobacterium sp. strain 81
_L 0Q587929 Mycobacterium sp. strain 121
f— ABS548723 Mycobacterium ulcerans strain ATCC 19423
_LOQGZGBZM Mycobacterium sp. strain 116
0QE58759 Mycobacterium sp. strain 143
9 [— 0OQB658760 Mycobacterium sp. strain 149
MK877004 Mycobacterium sp. strain MYC161

0Q612735 Mycobacterium sp. strain 136

AF547840 Mycobacterium gordonae strain CIP 104529
0Q434980 Mycobacterium gordonae strain 9
MK877090 Mycobacterium gordonae strain MYC254
0OQ612731 Mycobacterium gordonae strain 69b
0Q587928 Mycobacterium gordonae strain 68
0OQ540500 Mycobacterium gordonae strain 92
0Q434982 Mycobacterium gordonae strain 23
0Q587927 Mycobacterium gordonae strain 65
HQ263570 Mycobacterium gordonae strain 03-2187
0Q587926 Mycobacterium gordonae strain 60
0Q612733 Mycobacterium gordonae strain 90
FJ384767 Mycobacterium gordonae strain FM5

0.020

JF491311 strain ATCC 27294

Sekil 4.7. Filogenetik agac. Calismada elde edilen mikobakter izolatlari ile diger mikobakter tiirlerinin
hsp65 gen bolgelerinin filogenetik agaci. Filogenetik aga¢ Maximum Likelihood metodu ve
Tamura-Nei modeli kullanilarak 1000 tekrarli olarak yapildi. GenBank erisim numaralari
takson isimlerinin Oniinde belirtilmistir. Koyu renk ile gosterilen izolatlar GenBank veri
tabanina kaydedilmis diger mikobakteriyel tiirlerdir. Dallarin 6niindeki rakamlar destek
degerlerini gostermektedir
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5. TARTISMA

Baliklarda mikobakteriyel etkenlerin neden oldugu enfeksiyonlar balik
tiiberkiilozu veya balik mikobakteriyozisi olarak isimlendirilmektedir ve bu
enfeksiyonlar tath ve tuzlu suda yetistiriciligi yapilan balik tiirlerinde ve 6zellikle,
akvaryum baliklarinda goriilmektedir (Gauthier and Rhodes, 2009). Son yillarda
akvaryum balig1 yetistiriciliginin artmas1 mikobakteriyel enfeksiyonlara olan ilgiyi
de arttrmustir (Edirisinghe et al., 2014). Akvaryum baliklarinda mikobakteriyel
enfeksiyonlarin  insidansi  kiiltiir baliklarina oranla daha yiikksek oranda
seyretmektedir. Bunun baslica nedeni ise mikobakteriyel enfeksiyonlarin kronik bir
seyir gostermesidir (Toranzo et al., 2005). Akvaryum baliklarinda mikobakteriyel
tiirlerin varligr ve dagilimlar1 hakkinda diinya genelinde bir¢ok ¢alisma yapilmistir
(Lescenko et al., 2003; Beran et al., 2006; Kusar et al., 2017). Bu galismalarda
saglikli goriinime sahip akvaryum baliklarinin bile mikobakteriyel tiirleri
tagiyabildigi belirlenmis ve hastaligin zoonotik 6nemine vurgu yapilmistir (Beran et
al., 2006; Shukla et al., 2014). Ulkemizde ise akvaryum baliklarinda mikobakteriyel
tirlerin dagilimlarimin belirlenmesine yonelik sadece bir bildirime rastlanilmistir
(Bas, 2011). Bu baglamda konu ile ilgili aragtirma aciginin kapatilmasi ve gelecek
caligmalara temel olmasi agisindan bu tez calismasi 6nem arz etmektedir. Bu tez
caligmasinda Ornekleme yapilan 16 ticari isletmenin 11’inde (%68,75)
mikobakteriyel tiirler izole edilmistir. Calismada identifiye edilen ii¢ 6nemli tiiriin
(Mycobacteriodes chelonae, M. gordanae ve Mycobacteriodes abscessus) hem
baliklarda (Antuofermo et al., 2014; Kato et al., 2019; Kam et al., 2022) hem de
insanlarda (Kang et al., 2010; Chang et al., 2021; Riopel et al., 2023) enfeksiyona
neden olabilmesi ¢alismanin balik sagligi ve halk sagligi agisindan onemini ortaya

koymaktadir.

Akuvatik canlilarda mikobakteriyozisin laboratuvar teshisinde geleneksel
mikrobiyolojik metotlar, proteomik ve immiinolojik yontemler kullanilmaktadir.
Geleneksel mikrobiyolojik metotlar igerisinde orneklerden direk mikroskobi ile
ADB’lerin belirlenmesi ve kati besiyerlerinde mikobakteriyel tiirlerin izolasyonu ve
biyokimyasal testler yer almaktadir (Maboni et al., 2023). ADB smear boyasi ve
kiiltir halk sagligi laboratuvarlarinda her zaman birlikte yapilan iki ayri testtir
(Seyfahmadi et al., 2017). ADB’lerin hastaliktan etkilenen dokularda saptanmasi

olas1 bir taninin konulmasina yardimci olabilecek ilk asamadir (Smith et al., 2019).

40



Bu amagla yaygin olarak kullanilan boya EZN boyasidir ve bu boya ile smearlardan,
dokulardan ve diger Orneklerden ve izole edilen kolonilerden aside direngli
mikobakteriler tanimlanabilmektedir (Maboni et al., 2023). ADB’ler baliklarda
olusan mikobakteriyel graniilomlarda ve saglikli goriinime sahip baliklarin
dokularinda goriilebilmektedir (Gauthier et al., 2003; Beran et al., 2006; Shukla et
al., 2014). Ancak hem deneysel hem de dogal enfeksiyonlarda ADB igermeyen
graniilomlarin da goriildigi bildirilmistir (Gauthier et al., 2003; Shukla et al., 2013).
Dolayisiyla alinan 6rneklerde her zaman EZN boyama ile ADB’lerin saptanmasi
miimkiin olamayabilir ve devam eden siire¢ eksik taniyla sonuglanabilir (Maboni et
al., 2023). Bu nedenle mikroskobik bakinin kiiltiir incelemesine gore daha az duyarh
bir asama oldugu bildirilmekte (Seyfahmadi et al., 2017) ve kiiltiir asamasinin
mikobakteriyozisin tanisinda hala onemli bir teshis araci oldugu goriilmektedir
(Maboni et al., 2023). Bu tez calismasinda 151 akvaryum baligi klinik olarak
muayene edilmis ve mikobakteriyozis yoniinden siipheli herhangi bir klinik tabloya
rastlanilmamistir. Yine bu baliklarin nekropsisinde baliklarin i¢ organlarinda
graniilom ve benzeri yapilar goriilmemistir. Baliklarin i¢ organlarindan alinan
orneklerin EZN boyamasi sonucunda orneklerin %18,54’tinde ADB’ler saptanmus,
kiiltiir sonrasi ise 0rneklerin %28,47’sinde mikobakteriyel tiirler izole edilmistir. Bu
calismada pozitif mikroskopi sonuglari ile bakteriyoloji sonuglar arasinda gozlenen
bu farklilik benzer sekilde baska calismalarda da elde edilmistir. Iran’da Seyfahmadi
vd. (2017), tarafindan yapilan ¢alismada saglikli gériiniime sahip EZN boyamada 42
balik 6rneginin %19,04’linde (42 6rnegin 8’inde) ADB’lerin varligi saptanmus, kiltiir
sonras1 ise Orneklerin %28,57’sinden (42 ornegin 12’sinde) mikobakteriyel tiirler
izole edilmistir. Cek Cumhuriyeti’nde yapilan bir ¢alismada baliklarin %14,3 {inden
ADB’ler tespit edilmis ve mikobakteriler baliklarin %42,9’undan izole edilmistir
(Beran et al., 2006). Polonya’da yapilan diger bir ¢alismada baliklarin %15,44'tinde
mikroskopla ADB’ler tespit edilmis ve bu 6rneklerin %50,74'tinden mikobakteriler
izole edilmistir (Puk and Guz, 2020). Hindistan’da yapilan bir ¢aligmada Shukla vd.
(2013), graniilomatdz lezyonlara sahip 20 akvaryum baligimin %60’ min ADB pozitif
oldugunu, %65’inin ise kiiltlir pozitif oldugunu saptamiglardir. Yayma preparatlarda
saptanan ADB pozitiflik oranlar1 ile bakteriyoloji sonuclar1 arasinda goriilen
farkliliklarin 6rneklerdeki mikobakteri sayilarinin farkli olmasina (Puk and Guz,
2020) veya patojenin tiirli ve ilireme asamasina bagli olabilecegi bildirilmistir

(Maboni et al., 2023).
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NTM izolatlarmin genus ve tiir diizeyinde tanimlanmasinda kullanilan
fenotipik 6zellikler ve biyokimyasal testler, komplike bir prosediire sahip olup uzun
inkiibasyon stireleri gerektirir (Maboni et al., 2023). Ayrica bu konvansiyonel
metotlarin tiirlerin kesin bir sekilde tanimlanmasinda yetersiz kaldigi bildirilmistir
(Ong et al, 2010). Bu nedenle, mikobakteri tiirlerinin hizli tespiti ve
tanimlanmasinda molekiiler bazli ¢esitli yontemler gelistirilmistir (Shukla et al.,
2014). Bu yontemler ile yeni tiirlerin karakterizasyonu ve alt tiir diizeyinde NTM
tirlerinin tanimlamasi yapilabilmektedir (Ryu et al., 2016). Bu tez ¢alismasinda izole
edilen NTM tiirlerinin tanimlanmasi dizilemede altin standart hedef genlerden biri
olarak tanimlanan hsp65 geni (Maboni et al., 2023) kullanilarak yapilmistir.
Polonya’da yapilan bir calismada, akvaryum yetistiricilerinden ve petshoplardan
alinan ve hastalik belirtisi gosteren 136 adet akvaryum baligindan 99 adet
mikobakteriyel izolat elde edilmis ve bu izolatlar hsp65 gen bolgesi dizi analizi hedef
alinarak identifiye edilmistir. Arastirmacilar elde ettikleri izolatlarin tamamini tiir
diizeyinde identifiye ettiklerini bildirmistir (Puk and Guz, 2020). Bir baska ¢alismada
ise 109 klinik NTM susuna ait 16S rRNA, hsp65 ve rpoB gen bolgeleri dizileri, veri
tabaninda var olan diziler ile karsilastirilmis ve tiir diizeyinde tanimlama oranlarinin
16S rRNA, hsp65 ve rpoB gen bélgeleri igin sirasiyla %71,3, %86,79 ve %81,55
oldugu belirlenmistir (Kim and Shin, 2018). Bu tez calismasinda ise hsp65 gen
bolgesi dizi analizi ile izole edilen 50 izolatin %52’si tiir diizeyinde identifiye
edilmis olup, %48’i cins diizeyinde tanmimlanmistir. McNabb vd. (2004)’e gore,
hsp65 geninin bir kisminin dizi analizi sonucunda %97'nin iizerinde olan eslesmeler
mikobakteriyel tiirlerinin tanimlanmasinda gegerli kabul edilebilmektedir. Bu tez
calismasinda Japon baliklarindan elde edilen 3a (GenBank Erisim No:0Q587924) ve
3b (GenBank Erisim No:0Q587925) numarali izolatlar ile koi baligindan izole
edilen 136 (GenBank Erisim No:0OQ612735) numarali izolat ve kirmizi goz tetra
baligindan izole edilen 149 (GenBank Erisim No:0Q658760) numarali izolatin
BLAST analizleri sonucunda GenBank veri tabaninda bulunan niikleotid
koleksiyonu ile %97’nin altinda eslesmelere sahip oldugu belirlenmis olup, bu dort
izolatin yeni tiirler olabilecegi degerlendirilmistir. Tiir bazinda isimlendirilemeyen
diger 20 izolatin ise iki veya daha fazla mikobakteri tiirii ile %97 nin iizerinde
benzerlige sahip olduklari belirlenmis olup bu izolatlar ile 3a, 3b, 136 ve 149
numarali izolatlar Mycobacterium sp. olarak adlandirilmigtir (Tablo 4.1). Bu veriler,

mikobakteriyel izolatlarin karakterizasyonunda tek bir gen bélgesinin dizi analizinin
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yeterli olmadigi, WGS analizi (Dohal et al., 2021) veya farkli korunmus gen
bolgelerinin dizi analizlerinin kullanildigr multilokus sekans analizi (Kim and Shin,
2018) gibi genetik tabanli ¢alismalara ihtiyag¢ duyuldugunu gostermektedir.
Ozellikle, WGS analizi yeni mikobakteri tiirlerinin karakterizasyonuna, direng ve
virillans faktorlerini kodlayan gen mutasyonlarimin tanimlanmasina katkida

bulunmaktadir (Dohal et al., 2021).

Bu tez ¢alismasinda identifiye edilen 3 mikobakteri tiiriiniin (M. chelonae, M.
gordonae ve M. abscessus) akvaryum baliklarindan saptandigina dair yayinlar
bulunmaktadir. Bunlardan biri Polonya’da akvaryum baliklarinda mikobakteri
tiirlerinin varliginin belirlenmesine yonelik yapilmis olup, ¢calismada M. chelonae, M.
gordonae ve M. abscessus’un yani sira M. marinum, M. peregrinum, M. fortuitum,
M. senegalense, M. septicum, M. neoaurum, M. mucogenicum, M. salmoniphilum, M.
saopaulense ve M. szulgai de izole edilmistir (Puk and Guz, 2020). Benzer sekilde
akvaryum baliklarinda mikobakteri tilirlerinin varliginin belirlendigi bir baska
calisma Italya’da yapilmustir. Bu ¢alismada da M. chelonae, M. gordonae ve M.
abscessus ile birlikte M. fortuitum, M. peregrinum, M. marinum, M.
nonchromogenicum ve M. interjectum izole edilmistir (Zanoni et al., 2008).
Calismamizdan farkli olarak Slovenya’da (Kusar et al., 2017), Isve¢’de (Hongslo and
Jansson, 2014), Cekya’da (Beran et al., 2006; Slany et al., 2014) ve Hindistan’da
(Shukla et al., 2013) akvaryum baliklari tizerinde yapilan ¢aligsmalarda aralarinda M.
chelonae ve M. gordonae’nin de dahil oldugu farkli mikobakteri tiirleri izole edilmis
olup M. abscessus izole edilememistir. Iran’da yapilan bir c¢alismada ise
calismamizda izole edilen tiirlerden olan M. chelonae ve M. abscessus izole
edilememis olup, M. fortuitum, M. marinum, M. smegmatis, M. terrea, M. flavescens,
M. gordonae ve M. asiaticum izole edilmistir (Seyfahmadi et al., 2017). Hindistan’da
yapilan bir ¢alismada ise, hastalik belirtisi gosteren akvaryum baliklarindan M.
abscessus, M. gordonae, M. fortuitum, M. conceptionense, M. parascrofulaceum ve
M. senegalense tiirleri izole edilmis olup, bu tez ¢aligmasinda baskin tiir oldugu

belirlenen M. chelonae izole edilememistir (Shukla et al., 2014).

Tirkiye’de akvaryum baliklarinda mikobakteri tiirlerinin  varliklarinin
belirlenmesi ilizerinde yapilmis olan tek calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada 87
akvaryum baligindan M. fortuitum (6 izolat), M. marinum (3 izolat) ve M. chelonae

(2 izolat) tiirleri izole edilmis olup, %6,89 izolasyon oraniyla M. fortuitum’un baskin
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tiir oldugu bildirilmistir (Bas, 2011). Bu tez ¢aligmasinda ise M. chelonae’nin (%32)
baskin tiir oldugu belirlenmistir. Ayrica, yapilan literatiir taramasina gore, bu tez
calismasi Tiirkiye’de akvaryum baliklarindan M. gordonae ve M. abscessus’un izole

edildigi ilk ¢calismadir.

M. marinum akvaryum balig1 yetistiriciligi ile iligkilendirilen ve iyi bilinen bir
insan patojenidir (Kusar et al., 2017). Bu tiiriin yapilan ¢aligmalarda yaygin olarak
saptandigina dair bir¢ok yaymn bulunmaktadir. Ornegin, Cekya’da (Slany et al.,
2014), isve¢’de (Hongslo and Jansson, 2014) ve Polonya’da (Puk and Guz, 2020)
akvaryum baliklarindan izole edilen mikobakteri tiirleri arasinda M. marinum baskin
tir olarak belirlenmistir. Bu tez c¢alismasinda ise BLAST analizleri sonucu
Mycobacterium sp., olarak adlandirilan 81 (GenBank Erisim No: 0Q612732), 116
(GenBank Erisim No: 0Q626834), 121 (GenBank Erisim No: 0Q587929), 123
(GenBank Erisim No: 0Q587930) ve 143 (GenBank Erisim No: OQ658759)
numarali izolatlarin M. marinum, M. pseudoshottsii, M. liflandii ve M. ulcerans ile
%99’un lizerinde benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Dolayisiyla, bu izolatlarin ileri

genetik caligmalar sonrasi M. marinum olabilecegi diistintilmiistiir.
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6. SONUC

Akvaryum endiistrisinin tim gelismis tilkelerdeki biiyiik ticari Onemi, siis
baliklart arasinda goriilen hastalik etkenlerinin daha iyi anlagilmasi ihtiyacini ortaya
koymustur. Bu baglamda, son yillarda akvaryum baliklarindaki NTM’ler {izerine
ilginin giderek arttig1 goriilmektedir. Ozellikle tiim diinyada NTM’lerin farkli
akvaryum balig1 tlrlerindeki varligmmin belirlenmesine yonelik bir¢ok calisma
bulunmaktadir (Beran et al., 2006; Hongslo and Jansson, 2014; Slany et al., 2014;
Puk and Guz, 2020). Bu calismalarda saglikli goriinime sahip baliklarin bile
NTM’leri tasiyabildigi belirlenmis olup, NTM’lerin halk saglig1 acisindan da biiytlik
bir 6neme sahip olduklar1 vurgulanmaktadir.

Yapilan  literatiir  taramasinda  Tirkiye’de  akvaryum  baliklarinda
mikobakteriyel tiirlerin belirlenmesi ile ilgili tek ¢alismaya rastlanilmistir (Bas,
2011). Bu tez calismasi ile Samsun ili akvaryum baliklarinda NTM’lerin varligi ve
dagilimlari belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda, konvansiyonel mikrobiyolojik yontemler ile izolasyon
calismalarinda kiltiir yonteminin direk mikroskobi yontemine gore daha duyarh
oldugu, kiiltir yontemi ile EZN boyamada ADB saptanamayan orneklerden
mikobakteri tiirlerinin izole edilebildigi ortaya konulmustur. Mikobakteri tiirlerinin
kesin tanisinda hsp65 gen bolgesini hedef alan molekiiler ¢aligmalarin tiir diizeyinde
tanimlamada yetersiz kaldig1 belirlenmistir. Ayrica, mikobakteriyel tiirlere ait elde
edilen hsp65 gen bolgesi dizileri GenBank veri tabanma kaydedilmistir. Boylece
iilkemiz i¢in kullanilabilecek genetik bir veri tabani olusturulmustur.

Samsun ilinde akvaryum baligi satis yerlerinde yiiksek oranda mikobakteri
tespit edilmesi (%68,75) balik sagligi1 ve halk sagligi a¢isindan 6nemli bir risk teskil
etmektedir. Bu tiir zoonotik patojenlerin varligini tespit etmek ve insanlara
bulagmasini énlemek icin tek saglik yaklasimi gereklidir. Ozellikle, akvaryum balig
satig yerlerinin diizenli araliklarla mikobakteri yoniinden incelenmesi gerektigi,
saticilarin isletmelerinde genel biyogiivenlik kurallarina uyulmasi gerektigi ve yurt
disindan ithal edilen siis baliklari i¢in ithalat¢i firmalardan hastaliktan ari belgesi
alinmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

NTM’lerin halk saglhigi agisindan tasidigit 6nem nedeniyle bu calismanin
tilkemiz akvaryum balig1 sektorii ve bu sektorde calisanlar i¢in farkindalik yaratmasi

beklenmektedir.
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