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Bu ¢alisgmanin amaci1 Lactococcus garvieae suslarmin fenotipik ve molekiiler
diizeyde tanimlanarak suslarda bazi viriilans genlerinin bulunup bulunmadiginin ortaya
koyulmasidair. Calismada 10 L. garvieae susunun PZR teknigi kullanilarak yapilan
tanimlamasinda PLG ve SAIBIO primerleri kullanmilmistir. Viriilans genlerinin
tespitinde adezin Pav (adhPav), adezin PsaA (adhPsaA), LPXTG iceren yiuzey
proteinleri 1-2-3-4 (LPXTG-1, LPXTG-2, LPXTG-3, LPXTG-4), hemolizin 1-2-3 (hlyl,
hlyll, hlylll) genleri, stiperoksit dismutaz (SOD) ve fibronektin baglayici protein (fbp)
genlerini hedef alan primer ¢iftleri kullanilmistir. Viriilans genlerinin tespitine ek olarak
suslarm antimikrobiyal duyarhilig1 da arastirilmistir. Antibiyogram test sonuglarina gore
suslarm hepsinin oksasilline direngli oldugu ancak enrofloksasine ise duyarli oldugu
bulunmustur. Suslarin oksasillin ve enrofloksasin disindaki diger antibiyotiklere olan
duyarhilik ve diren¢ durumlar1 ise suslara gore degisiklik gostermistir. Calismada
kullanilan tiim L. garvieae suslarinin hlyll, hlylll, adezin Pav (adhPAV), adezin PsaA
(adhPsaA) genlerini tasidig1 tespit edilmistir. Baz1 suslarda LPXTG-1, LPXTG-3, hlyl,
SOD ve fbp genleri tespit edilemezken, tiim suslarm ise LPXTG-2 ve LPXTG-4
genlerini tasimadig1 bulunmustur.
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GENES IN Lactococcus garvieae
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This aim of this study is to identify Lactococcus garvieae strains at the
phenotypic and molecular level to determine whether some virulence genes are present
in the strains. The PLG and the SA1B10 primer pairs werw used in the identification of
the 10 L. garvieae strains using PCR technique. Surface proteins containing adhesin Pav
(adhPav), adhesin PsaA (adhPsaA), LPXTG-containing 1-2-3-4 (LPXTG-1, LPXTG-2,
LPXTG-3, LPXTG-4), hemolysin 1-2-3 (hlyl, hlyll, hlylll) genes, superoxide dismutase
(SOD), and fibronectin-binding protein (fbp) genes were used. In addition to the
detection of virtilence genes, antimicrobial sensivity of the strains was also investigated.
According to the antibiogram tast results, all strains werw found to be oxacillin resistant
but sensitive to enrofloxacin. The susceptibility and resistance of the strains to other
antibiotics except oxacillin and enrofloxacin varied according to the strains. It was
determined that all L. garvieae strains used in the study carried hemolysin 1-2-3 (hlyl,
hlyll, hlylll) genes, adhesin Pav (adhPav) and adhesin PsaA (adhPsaA) genes. Some
strains werw not detected LPXTG-1, LPXTG-3, hlyl, SOD and fbp genes while not all
strains were found to carry the LPXTG-2 and LPXTG-4 genes.
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ONSOZz

Balik yetistiriciliginde bakteriyel hastaliklarin 6nemi fazladir. Balik hastaliklari,
yetistiricilik faaliyetlerini smirlayan etmenler arasinda yer almaktadir. Yetistiricilik
sirasinda igletmelerde goriilen hastaliklar populasyonlar1 etkileyerek ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Hastaliklarla bas etmenin en iyi yolu hem bulagict hem de
bulasict olmayan salginlar1 kontrol etmektir. Ayrica hastaliklarin dogru teshis edilmesi
ve tedavinin ekonomik olmas1 gerekmektedir.

Yapilan bu tez ¢alismasi ile laktokokkosiz hastaligina neden olan Lactococcus
garvieae suslarinda bazi viriilans genlerinin tespit edilmesi amaglanmistir. Calisma
sonunda elde edilen verilerin as1 ve ilag gelisimine yardime1 olmasi hedeflenmistir.

Lisans ve Yiiksek Lisans egitimim boyunca yardimlarindan, bilgi birikiminden
ve hosgorisiiniinden yararlandigim danisman hocam Saym Prof. Dr. Jale KORUN’a
tesekkiir ederim. Bilgisini benden esirgemeyen ve tez calismam boyunca
yardimlarindan dolay1 Saymn Prof. Dr. Mehmet GOKOGLU "na tesekkiir ederim.

Laboratuar ¢aligmalar1 sirasinda yardimini esirgemeyen Mikrobiyolog Erbiilent
ALTAN’a tesekkiir ederim.

Her zaman yanimda olan ve beni destekleyen aileme tesekkiir ederim.

Tez yazimi boyunca her tiirlii yanimda olan ve destegini benden esirgemeyen
Metin KAYABASI’na en icten tesekkiirlerimi sunarim.
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GIRIS A. ULUTAS

1. GIRIS

Balik hastaliklari, balik tiretim kapasitesini sinirlayan nedenler arasinda yer alir.
Uretim sirasinda isletmelerde goriilen hastaliklar balik popiilasyonunu etkileyerek
ekonomik kayiplara neden olur. Normal kosullar altinda baliklar, ¢cevre ve patojenler
arasinda sabit bir denge vardir. Bu dengenin bozulmasi durumunda hastaliklar ortaya
cikmaktadir. Hastaliklarin ortaya c¢ikmasmnda predator tiirler, patojenler, besinler,
zehirler, stok yogunlugu, baligin yasi, birlesik amonyak, nitrit, pestisitler ve/veya agir
metallere kronik maruz kalma, yetersiz oksijen, yiksek konsantrasyonlarda
karbondioksit (COz), pH, su sicakliginda dalgalanmalar, tuzluluk, kirlilik ve balik¢ilik
faaliyetleri yer almaktadir (Plumb ve Hanson 2011).

Ulkemiz’de yetistiricilik faaliyetleri 1970’li yillarda sazan (Cyprinus carpio) ve
gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) kiiltiirii ile baslamis olup, 1980’li yillardan
itibaren Ege ve Akdeniz’de Avrupa levregi (Dicentrarchus labrax) ve cipura (Sparus
aurata) yetistiriciligi ile devam etmistir. 1990’1 yillarda ise gokkusagi alabaligmin

denizde kafes sistemlerinde biiyiitme caligmalar1 popiilerlik kazanmustir (Dirican vd.
2009).

Tarim ve Orman Bakanlig1 Su Urlnleri istatistiklerine gore, yetistiricilik yoluyla
iretim 2000 yilinda denizde 35646 ton, i¢ suda 43385 ton olmak iizere yillik iiretim
79031 ton olmustur. 2005 yilinda ise denizdeki iiretim miktar1 69673 ton iken i¢ sudaki
Uretim miktar1 48604 ton ile toplam iiretim 118277 ton olmustur. Yetistiricilik yolu ile
denizdeki iiretim miktar1 2010 yilinda 88573 tona ulasmustir. I¢ sularda yetistiricilik
yoluyla Uretim 2010 yilinda 78568 ton iken bu miktar 2020 yilinda i¢ sularda 128236
ton denizdeki liretim miktar1 293175 tona ulasarak toplam iiretim miktar1 421411 tona
ulasmustir (TUIK 2021) (Cizelge 1.1).

Tirkiye’de yetistiriciligi en ¢ok yapilan tiirlerin iretim miktarlarina bakildiginda
2000 yilinda i¢ sularda alabalik {iretimi 42572 ton iken denizde ¢ipura iiretimi 15460
ton, levrek tiretimi ise 17877 ton olmustur. 2010 yilma gelindiginde ise i¢ sularda
alabalik tiretimi 100239 ton, denizde ¢ipura Uretimi 28157 ton, levrek tretimi ise 50796
tona ulastig1 bildirilmistir (Cizelge 1.2). 2020 TUIK verilerine gére i¢ sularda alabalik
Uretimi 126101 ton, gipura iiretimi 109749 ton, levrek tiretimi ise 148907 ton olmustur
(TUIK 2021).
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Cizgelge 1.1. Deniz ve Igsu yetistiricilik iiretim miktarlar1 (TUIK 2021)

Yetistiricilik Uretimi TOPLAM
Yillar Deniz Toplamdaki Pay1 icsu Toplamdaki  (ton)
(ton) (%) (ton) Pay1
(%)

2000 35.646 45,1 43.385 54,9 79.031
2001 29.730 442 37.514 55,8 67.244
2002 26.868 43,9 34.297 56,1 61.165
2003 39.726 49,7 40.217 50,3 79.943
2004 49.895 53,1 44.115 46,9 94.010
2005 69.673 58,9 48.604 411 118.277
2006 72.249 56,0 56.694 44,0 128.943
2007 80.840 57,8 59.033 42,2 139.873
2008 85.629 56,3 66.557 43,7 152.186
2009 82.481 52,0 76.248 48,0 158.729
2010 88.573 53,0 78.568 47,0 167.141
2011 88.344 46,8 100.446 53,2 188.790
2012 100.853 47,5 111.557 52,5 212.410
2013 110.375 47,3 123.018 52,7 233.393
2014 126.894 54,0 108.239 46,0 235.133
2015 138.879 57,8 101.455 42,2 240.334
2016 151.794 59,9 101.601 40,1 253.395
2017 172.492 62,4 104.010 37,6 276.502
2018 209.370 66,6 105.167 334 314.537
2019 256.930 68,8 116.426 31,2 373.356
2020 293.175 69,6 128.236 30,4 421.411

Cizgelge 1.2. Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan balik tiirlerinin {iretim miktar1 (TUIK
2021)

Alabahk
Yillar icsu Deniz Toplam Cipura Levrek
2000 42.572 1.961 44.533 15.460 17.877
2001 36.827 1.240 38.067 12.939 15.546
2002 33.707 846 34.553 11.681 14.339
2003 39.674 1.194 40.868 16.735 20.982
2004 43.432 1.650 45.082 20.435 26.297
2005 48.033 1.249 49.282 27.634 37.290
2006 56.026 1.633 57.659 28.463 38.408
2007 58.433 2.740 61.173 33.500 41.900
2008 65.928 2.721 68.649 31.670 49.270
2009 75.657 5.229 80.886 28.362 46.554
2010 78.165 7.079 85.244 28.157 50.796
2011 100.239 7.697 107.936 32.187 47.013
2012 111.335 3.234 114.569 30.743 65.512
2013 122.873 5.186 128.059 35.701 67.913
2014 107.983 5.610 113.593 41.873 74.653
2015 101.166 6.872 108.038 51.844 75.164
2016 101.297 5.716 107.013 58.254 80.847
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Cizelge 1.2.’nin devami

2017 103.705 5.952 109.657 61.090 99.971

2018 104.887 9.610 114.497 76.680 116.915
2019 116.053 9.692 123.573 99.730 137.419
2020 126.101 18.182 144.182 109.749 148.907

Baliklarda bildirilen bakteriyel patojenlerin sayica fazla olmasma karsin diinya
genelinde kiiltiirti yapilan balik tiirlerinde yasanan kayiplarin Aeromonas, Edwardsiella,
Flavobacterium, Piscirickettsia, Photobacterium, Pseudomonas, Yersinia, Vibrio, ve
Tenacibaculum gibi Gram-negatif bakteri tirleri ile Streptococcus, Mycobacterium,
Renibacterium ve Lactococcus gibi Gram-pozitif patojenin sorumlu oldugu rapor
edilmistir (Altan 2019).

Laktokokkozis ilk olarak 1950'lerin sonlarina dogru Japonya'da yogun bir sekilde
iretimi yapilan gékkusagi alabaliklarinda (O. mykiss) septisemi olarak tanimlanmustir.
Daha sonra Portekiz, Yunanistan ve Iran’da dahil olmak lizere diinyanin bircok
ulkesinden bildirilmistir. Turkiye'de ilk Lactococcus garvieae enfeksiyonu Ege
bolgesindeki bir gokkusagi alabaligi ciftliginden rapor edilmistir (Diler vd. 2002).
Laktokokkozis 2002 yilindan itibaren farkli cografi bolgelerde bulunan alabalik
ciftliklerinde 6zellikle havuz suyu sicakligmin 15 °C ve iizeri oldugu yaz aylarinda en
sik goriilen hastaliklardan biri haline gelmistir (Altan ve Korun 2021).

Hastaliktan etkilenen baliklarda siklikla hiper akut hemorajik septisemi olarak
tamimlanir. Laktokokkozisden etkilenen baliklarda istahsizlik, melanoz, uyusukluk,
dizensiz yiizme davranisi, tek tarafli veya iki tarafli ekzoftalmi, goziin periorbital ve
g0z i¢i kisimlarinda kanamalar, yiizgeglerin tabaninda ve operkiler bélgede kanamalar,
karinda siskinlik ve asidik siv1 birikimi ile anal prolapsus goralir (Altan 2019; Altan ve
Korun 2021; Korun vd. 2021).

L. garvieae Gram-pozitif, hareketsiz, sporsuz, sitokrom oksidaz ve katalaz negatif
fakiltatif anaerobik kisa zincir olusturan oval-kok sekilli bir tiirdiir. Suslar kanli vasatta
alfa (o) hemoliz olusturur. Tir 10-45 °C de %0-6.5 NaCl iceren ortamda ve pH 4.5-9.6
araliginda gelisme gosterir (Dolgun 2015; Kurtoglu ve Korun 2018).

Bakterinin molekiiler tanimlanmasinda kullanilan primer g¢iftleri arasinda PLG-1
ve PLG-2 ile SA1B10-1-F ve SA1B10-1-R primer ciftleri yer alir (Zlotkin vd. 1998;
Aoki vd. 2000).

Laktokokkozisin kontrolii i¢in amoksisilin, eritromisin, oksitetrasiklin ve diisiik
dozda doksisiklin gibi antibiyotikler kullanilir Vendrell vd. 2006). Farkli bolgelerden
izole edilen L. garvieae suslarinin nitrofurantoin ve enrofloksasine duyarli oldugu ancak
bakterinin  stlfametoksozal-trimetoprim ile oksolinik asite diren¢ gosterdigi
bildirilmistir (Altan 2019; Altan ve Korun 2021; Korun vd. 2021).

Tiirkiye’de hasta baliklardan izole edilen bakterinin patojenite ve viriilansina
yonelik siirli sayida ¢alisma mevcuttur (Tiire ve Altinok 2016). Bu tez ¢aligmasi ile
hasta gokkusagi alabaliklarindan izole edilmis olan Lactococcus garvieae suslari
fenotipik ve molekiiler diizeyde tanimlanarak suglarinin hangi viriilans genlerini tagidigi
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tespiti yapilarak ileride yapilmasi planlanan koruyucu amacgl c¢alismalar igin temel
olabilmesi amaglanmustir. Ayrica ¢alismada L. garvieae suslarinin ¢esitli antibiyotiklere
olan duyarlilig1 tespit edilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Laktokokkozis

Laktokokkozis Gram-pozitif bakteri olan Lactococcus garvieae’nin olusturdugu
bakteriyel bir enfeksiyondur. Hastalik su sicakliginin artis gosterdigi aylarda (Haziran -
Eylil) hemorajik septisemi olugmasi ile tanimlanan bir hastaliktir. Hastalik kaynakli
endemik enfeksiyonlar balik yetistiriciligi sektoriinde ©Onemli kayiplara neden
olmaktadir (Vendrell vd. 2006; S&nchez vd. 2011).

Laktokokkozis hiperakut hemorajik septisemi ile karakterizedir. Enfekte olmus
baliklarda uyusukluk, istahsizlik, deri renginde koyulagma ve dengesiz yiizme gibi dis
bulgular goriilmektedir. Hastaligin seyrine gore enfekte baliklarm bas, periokiler ve
anal bolgesinde ve yilizge¢ tabanlarinda hemorojiler, karmnda siskinlik ve asidik sivi
birikimi, tek ya da cift tarafli ekzoftalmus, korneada opaklik ve korlik ile aniiste
prolabsus gibi bulgular gézlenir (Ravelo vd. 2001; Dolgun 2015; Altan 2019).

L. garvieae (Enterococcus seriolica’nin 6nceki sinonimi) ilk kez 1950’1i yillarin
sonlarina dogru Japonya da yogun bir sekilde kiiltiiri yapilan gokkusagi
alabaliklarindan izole edilmistir (Fortina vd. 2006). Adriyatik mersin balig1 (Acipenser
naccarii), palyaco lapin (Coris aygula), dev tathh su karidesi (Macrobrachium
rosenbergii), kefal (Mugil cephalus), kara kaya baligi (Sebastes schlegelii), zeytin pisi
baligi (Paralichthys olivaceus), Pseudocaranx dentex, sarikuyruk (Seriola
quinqueradiata), golge baligi (Thymallus thymallus), Atlantik somonu (Salmo salar),
kahverengi alabalik (S. trutta), sazan (C. carpio), kadife balig1 (Tinca tinca) tirlerinin
hastaliktan etkilendigide bildirilmistir (Buller 2015).

Baliklarda laktokokkozisin bulasma yolu yatay yol iledir. Hastaligin
yayilmasinda hasta, tasiyic1 ve asemptomatik baliklar rol oynar. Laktokokkozisin
tedavisinde genellikle amoksisilin, eritromisin, oksitetrasiklin, doksisiklin gibi
antibiyotiklerin kullanildig: bildirilmistir (Altan 2019; Korun vd. 2021).

2.1.1. Etiyolojisi

Lactococcus cinsi, Streptococcaceae familyasma dahildir. 1985 yilinda siit
sigirlart ve siit Uriinlerinden izole edilen laktik streptokoklar olarak tespit edilen
Streptococcus cinsinin boliinmesinden sonra tamimlanmistir. Lactococcus lactis subsp.
lactis, L. lactis subsp. cremoris ve L. garvieae bilinen en 6nemli tarlerdir (Vendrell vd.
2006).

L. garvieae Gram-pozitif, hareketsiz, fakiltatif olarak anaerobik, sitokrom oksidaz
ve katalaz negatif, oval-kok sekilli bir bakteri tiridur (Venderell vd. 2006). Eskdlin ve
arjinini hizdolize ederken kazein, nisasta ve jelatini hidrolize edemez. Eskiilin,
selobiyoz, galaktoz, maltoz, mannitol, salisin, sorbitol, trehaloz, D-fruktoz, D-glikoz, D-
mannoz gibi karbonhidratlardan asit Uretimi gergeklestirir. Adonitol, inositol, laktoz,
melezitoz, melibiyoz, rafinoz, D-arabinoz, L-ramnoz, D-ksilozdan ise asit Uretemez
(Cizelge 2.1). Voges-Proskauer (VP) ve Metil kirmizisi (MR) tiretimi pozitiftir. Bakteri
nitrat1 nitrite indirgeyemez. Gelisme sicakligi 10-45°C arasinda olup, % 0-6,5 NaCl
ortaminda gelisme gosterir (Vendrell vd. 2006; Austin ve Austin 2016).
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E. seriolica’nin fenotipik ve molekiiler Ozellikleri, bu turiin L. garvieae’nin es
anlamlis1 olarak siniflandirilmasi gerektigini gostermistir. Japonya’dan izole edilen
suglarm bir 6zelligi biyokimyasal olarak birbirinden ayirt edilemeyen iki serotipin
varlig1 olup bu iki serotipte bir kapsiiliin bulunmasi (serotip KG-) veya bulunmamasi
(serotip KG+) ile iligkilendirilir. Kapsiillii (serotip KG-) suslarda hidrofilik karakter,
fagositoza direng ve yliksek patojenite dahil olmak iizere cesitli 6zelliklerin bulundugu
bildirilmistir (Gomes vd. 2006).

Cizelge 2.1. L. garvieae’nin fenotipik 6zellikleri (Austin ve Austin 2016; Vendrell vd.
2006)

Ozellikler Vendrell vd. 2006 Austin ve Austin 2016
Hicre morfolojisi Oval kok Kok
Gram boyama - -
Hareketlilik - -
Sitokrom oksidaz - -
Katalaz
O/F
Hemoliz
Sitrat (Simmon’s)
Nitrat indirgeme
Metil kirmizisi
Voges-Proskauer
indol iiretimi - -
H2S - -
Glukozdan gaz olusumu *

+ %1 1@ T
+ 4+ 1 *Q T

*

Gelisme
0% NaCl *
2 % NaCl
4 9% NacCl
6 % NaCl
8 % NaCl
10% NaCl
4°C
20°C
30°C
35°C
ADH
LDK
ODK
Amilaz Gretimi *
ONPG *
Asit olusumu
Laktoz (+)
D-glukoz *
D-fruktoz *
Galaktoz +
Mannitol +
D
+

+ 4+ 4+ 4+ ok k4 4+

¥ Ok % ok 4+ + 4+ + F * F + + + +

+ + 4+ +

Stikroz
D-mannoz
Sorbitol -
Rafinoz - -
inositol -
Arabinoz - -
D-ksiloz - -

+ +

*
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+: pozitif, - : negatif, (+): zayif ya da yavas reaksiyon, D: degisken reaksiyon, *: belirtilmemis,
F:Fermentatif, a: alfa hemolitik. ADH: Arginin Dihidrolaz, ODK: Ornitin Dekarboksilaz, LDK: Lizin
Dekorboksilaz, ONPG: Beta Galaktosidaz.

2.1.2. Epizootiolojisi

L. garvieae 1974 yilinda Japonya’da sarikuyruk (S. quinqueradiata) baligindan
izole edilmistir. 1991 yilindan itibaren su sicakligmmn arttigi donemlerde italya ve
Ispanya’daki gokkusagi alabalik isletmelerinde yiiksek mortaliteye neden oldugu
bildirilmistir (Vendrell vd. 2006; Dolgun 2015). Bakteri Tayvan’da tekir (Mullus
murmuletus) ve tatlisu karidesi (M. rosenbergii) gibi sucul canlilardan da izole edilmstir
(Dolgun 2015).

Tiirkiye’de laktokokkozis ilk kez 2001 yilinda Ege Bolgesi’ndeki gokkusagi
alabalig1 ¢iftliginden bildirilmistir (Diler vd. 2002). Ulkemizde hastaligin ilk kez
gOrulmesinden sonra farkli cografik bolgelerde gokkusagi alabaligi iiretimi yapilan
isletmelerde de gorildiigli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Korun vd. 2018;
Kurtoglu ve Korun 2018).

2.1.3. Klinik ve nekropsi bulgular

L. garvieae’nin yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliklarinda hemorajik
septiseminin etiyolojik etkeni oldugu bildirilmistir (Avci vd. 2010).

Laktokokkozisden etkilenen baliklarda; istahsizhik, tek ve ¢ift tarafli
ekzoftalmus, deri renginde koyulasma, konjonktivit, diizensiz ylizme, ylzgeclerin taban
kisimlarinda, agiz ve goz gevresi ile anal bolgede kanamalar gorilmektedir. Hastaliktan
etkilenen baliklarda karin bolgesinde sislik ve anal prolapsus bildirilmistir (Chang vd.
2002; Diler vd. 2002; Avci 2010).

Nekropside karin igerisinde kanli asidik sivi birikimi, i¢ organlarin yiizeyinde
nokta ve yaygm tarzda kanamalar gozlenir. Dalak da biiyiime, kalp zari iltihabi,
karaciger ve dalak da fokal nekrotik bdlgeler, beyin yiizeyinin sarimsi eksudat ile kaph
olmas1 ve ayrica bagwrsak limeninde hemorajik kanama bildirilmistir. Hastaliktan
etkilenen baglica organlar arasinda karaciger, bobrek, dalak, kalp, bagirsak ve beyin
bulunur (Chang vd. 2002; Vendrell vd. 2006; Korun vd. 2018).

2.1.4. Hastaligin bulagsmasi

Laktokokkozis ilk kez 1990’11 yillarin baginda Avrupa’da Ispanya ve Italya’da
ortaya ¢ikmis ve hizli bir sekilde Portekiz, Tiirkiye, Yunanistan, Bulgaristan’da dahil
olmak Uzere Giiney Avrupa’ya yayilmistir (Savvidis vd. 2007).

Hastaligin bulagmasi yatay yol ile olmaktadir. Bu seklinde balik isletmelerine
yeni balik girisi, asemptomatik baliklar ve laktokokkozisden kurtulan baliklar baslica
kaynak olmaktadir (Vendrell vd. 2006). Ayrica ayn1 havuzda bulunan baliklar arasinda
su, balik yaralanmasi, fekal ve oral yolla dogrudan bulasmada olduk¢a Onemlidir
(Vendrell vd. 2006). Hastalikta dikey bulagma bildirilmemistir.
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2.1.5. Kontrol ve tedavi

Laktokokkozisin 1974 yilindaki ilk bildiriminden itibaren diinyanin cesitli
bolgelerindeki kiiltiiri yapilan baliklarda ciddi ekonomik kayiplara neden oldugu
bildirilmistir (Altan 2019).

L. garvieae’nin neden oldugu laktokokkozis su sicakliginin artis gosterdigi
zamanlarda kiiltiirii yapilan baliklarda yiiksek mortaliteye ve ekonomik kayiplara neden
oldugu tespit edilmistir (Timur vd. 2011; Dingtiirk 2019).

Laktokokkozisi 6nlemede fiziksel ve kimyasal parametrelerin kontrolu
onemlidir. Sudaki ¢6ziinmiis oksijenin azalmasi, amonyakli bilesenlerin artig
gostermesi, su sicakligmin 15 °C’nin lizerine yiikselmesi hastaligin ortaya ¢ikmasinda
etkili olmustur. Ayrica kiiltiirli yapilan baliklarda hem kafes hem de havuzlarda saglikli
ve hasta baliklarmn birlikte bulunmasi, kontamine su, kontamine havuzlar, fekal atiklar,
hasta ve asemptomatik baliklarin nakli, yabani kuslar hastaliginin yayilmasinda etkili
oldugu bildirilmistir (Dolgun 2015; Dingtiirk 2019).

Laktokokkozisin kontrolii i¢in 6lii baliklarin ortamdan uzaklastirilmasi, stoklama
yogunlugunun azaltilmasi, havuz ve kafeslerin dezenfeksiyonu, yetistirme tanklarinin
dezenfeksiyonu, kullanilan alet ve ekipmanlarin dezenfeksiyonu, baliklarin elle
miidahalesinin en aza indirilmesi hastalik etkeninin ¢iftliklere girisini engelleyen 6nemli
tedbirler arasinda yer almaktadir (Dolgun 2015). Hastalik etkeninin isletme kosullarma
girisinin engellemek i¢in satin alman yavru balik ve yumurtalarin hastaliktan armmis
oldugu tespit edilmesi gerekmektedir (Dolgun 2015). Hastalig1 tedavi etmek amaciyla
amoksisilin, eritromisin, doksisiklin ve oksitetrasiklin kullanildig1 bildirilmistir (Dolgun
2015; Dingctirk 2019).

L. garvieae suslarinin farkli cografik kokenleri ile yapilan arastirmalarda
enrofloksasin ve nitrofurantoine karsi duyarli olduklarini siilfametoksazol-trimetoprim
ve oksolinik asite karsi direngli olduklar1 bildirilmistir (Dolgun 2015).

Tlrkiye’deki laktokokkozis vakalarinda L. garvieae suslarinin neomisin,
gentamisin, linkomisin, sulfametoksazol-trimetoprim, oksitetrasiklin, florfenikol,
amoksisilin ve doksisikline kars1 direng gosterdigi bildirilmistir (Didinen vd. 2014).

Bakteri suslarmin in vitro kosullarda amoksisilin/klavulanik asit, amoksisilin,
ampisilin, doksisiklin, eritromisin, enrofloksasin, oksitetrasiklin, kloramfenikol,
pristinamisin, sefolatin ve tetrasikline duyarli olduklari, apromisin, flumekuin,
gentamisin, kanamisin, nikomisin, oksalinik asit, penisilin, streptomisin ve
stlfametoksazole direngli olduklart bildirilmistir (Kurtoglu ve Korun, 2018). L.
garvieae suslarmma karsi kullanilan antibiyotiklerin in vitro kosullarda etkili olmasina
ragmen enfekte olmus baliklarda yem alinmasinda gozlenen istahsizlik yiiziinden
antibiyotik alimini olumsuz yonde etkileyerek in vivo sartlarda etkisiz oldugunu
bildirmislerdir (Gomes vd. 2006; Dolgun 2015).

Bakteriyel hastaliklar1 6nlemek amaci ile baliklarin agilanmasi iizerine yapilan
calismalar mevcuttur. Bazi kemoterapétik ajanlarin L. garvieae’ye karsi etkili olmasima
ragmen terapdtik Onlemler genellikle saha kosullarinda etkisizdir. Bu nedenden dolay1
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salgima duyarl popiilasyonlarin asilanmasi laktokokkozis kontrolii icin en iyi segenek
haline gelmistir (Vendrell vd. 2006; Meyburgh vd. 2017). Ancak asilarin balik sagligini
olumlu yonde etkilediginin bildirilmesine karsin olumsuz ydnde etkileri olduguda
bildirilmistir. Asilama ile saglanan korumanm 2-3 ay gibi kisa siireli etkili olmasi,
maliyetinin yiikksek olmasi, intraperitoneal (I.P.) yolla uygulandiginda is giicii

gerektirmesi ve baliklarda strese neden olmasi sebebi ile dezavantajlar1 s6z konusudur
(Gomes vd. 2006).

2.2. L. garvieae’nin Patojenitesi ve Viriilansi
2.2.1. Bakteri patojenitesi

Bir mikroorganizmanin konakda hastalik olusturmasi patojenite olarak
bilinirken, viriilans ise patojen mikroorganizmanin konak veya organizmada yol agtig1
hastalik siddetini ifade etmektedir (Willey vd. 2008; Teker 2017).

Enfeksiydz bir hastalik i¢in 6ncelikle bakteriyel patojenin konaga tutunmasi,
kolonilesmesi ve kolonizasyonunu tamamladiktan sonra konagin hasar gérmesi gerekir
(Willey vd. 2008; Teker 2017). Kolonizasyon patojen bakterilerin yeni (konak) ortamda
hayatta kalma ve temel besinler i¢in konagm normal mikrobiyotasi ile rekabet etme
yetenegine baghdir. Patojen bakterinin konak igerisinde gelismesini saglayan besin, pH,
sicaklik gibi ortamlarin uygun olmasi gerekir. Konagin viicudunun en uygun kosullarini
saglayan bdlgeleri, patojen mikroorganizmanin gelismesini saglar (Willey vd. 2008).

Patojen mikroorganizmalar konaga c¢esitli yollar ile bulasir. Enfekte olmus
konak bulundugu ortama patojen bakterileri yayar. Ortama giren bakteriler c¢esitli
yuzeylerde birikebilir ve dolayli olarak yeni bir konaga iletilebilir. Bakterilerin
yayillmasinda toprak, su, yem, eklembacakli vektorler ve cansiz nesneler rol oynar
(Willey vd. 2008).

Bakteriyel enfeksiyonlarda hastaliga neden olan etkenlerden biriside bakteri
toksinleridir. Toksinler konagin hiicre ya da dokularinda hasar olusturarak patojenin
virulansini arttiran protein yapili molekiillerdir (Deisinght ve Thompson 2002).

Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler tarafindan iretilen ve hiicre disina
salgilanan proteinler ekzotoksin; Gram-negatif bakteriler tarafindan salgilanan ve
lipopolisakkarid (LPS) olarak bilinen hiicre duvari proteini ise endotoksin olarak
tanimlanir (Teker 2017).

2.2.2. L. garvieae’nin viriilansi

L. garvieae zoonotik bir patojendir. Bakteri tatlisu ve denizde yasayan cesitli

balik tiirlerini enfekte etmesine ragmen gokkusagi alabaliklarinda daha yiiksek viriilans
gosterdigi bildirilmistir (Shahi vd. 2018).

L. garvieae’nin yiiksek patojenitesi, antibiyotiklere direngli suslarmn gelismesi,
uygun kontrol yontemlerinin olmamasi ve enfekte baliklarin nakli nedeniyle suslar son
yirmi yilda birgok iilkeye yayilmistir. L. garvieae Avrupa, Asya, Afrika, Orta Dogu ve
Avustralya’da yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliklar1 igin en 6nemli risk faktori
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olarak kabul edilmektedir (Shahi vd. 2018).

L. garvieae’nin viriilans1 hakkindaki bilgiler sinirlidir. Yapilan ¢alismalarm izole
edilen klinik izolatlara odaklanmistir. L. garvieae’nin viriilans faktorlerini inceleyen ilk
caligmalar 1980°1i yillarda hemolitik aktivetisinde yer alan proteinleri, kapsul veya
sideroforlarin iliskisini agiklamaya yoneliktir (Gibello vd. 2016). Bakterilerde kapsiil
olusumu baliklar i¢in viriilans faktorlerinden birisi oldugunu ortaya ¢ikaran ¢aligmalar
mevcuttur (Tiire ve Altinok 2016).

L. garvieae’nin serotipleri; serumu agliitine etme yeteneklerine gore ayirt edilir.
Sarikuyruk (S. quinqueradiata) baligindan izole edilen izolatlar agliite edici (KG+) ve
aglute edici olmayan (KG-) fenotiplere ayrilmistir (Morita vd. 2011; Meyburgh 2017).
Morita vd. (2011) yaptiklar1 bir ¢alismada L. garvieae’nin kapsiillii serotipi (KG-) olan
Lg2 susunun sarikuyruk (S. quinqueradiata) baliginda kapsiillenmemis (KG+) ATCC
49156 suslarindan daha 6ldiriicii oldugunu bildirmislerdir (Morita vd. 2011). Tiire vd.
(2014) ise kapsillenmemis L. garvieae’de Lgper ve ATCC 49156 suslarinin gékkusagi
alabaligi (O. mykiss) i¢in viriilant oldugunu ve populasyonlarda yiiksek 6liimlere neden
oldugunu bildirmislerdir (Tiire vd. 2014).

Tiirkiye, Ispanya, italya, Fransa, ABD ve Japonya’daki gokkusag1 alabaliklar1 ve
sarikuyruk baliklarindan izole edilen L. garvieae suslarinda kapsiil gen kiimesinin
varlig1 tespit edilememistir. L. garvieae suslar1 i¢in kapsiil yapisinin olup olmamasi
viriilans faktorleri arasinda yer almamaktadir (Gibello vd. 2016). Bu nedenle L.
garvieae’nin patojenitesi i¢in kapsiil varliginin olup olmamasina bakilmaksizin diger
viriilans genlerinin arastirilmasi 6nemlidir (Tiire ve Altinok 2016).

L. garvieae suslarinin karsilastirmali genom analizlerine bakildiginda kapsiil gen
kiimesinin varhigmin patojeniteye yol agan tek etken olmadigini géstermistir. L.
garvieae genomunda yapsima yiizey proteinlerinden farkli viriilans faktorleride
bulunabilmektedir (Eraclio vd. 2018). Genom analizleri sonucunda adezin gen kiimesi
1-2 (adhCl, adhCll), adezin geni (adh), adezin Pav (adhPAV), adezin PsaA (adhPsaA),
LPXTG iceren yuzey proteinleri 1-2-3-4 (LPXTG-1, LPXTG-2, LPXTG-3, LPXTG-4),
stiperoksit dismutaz (sod), NADH oksidaz, hemolizin 1-2-3 genleri (hlyl, hly2, hly3),
fosfoglukomutaz (pgm), enolaz (eno) ve antibiyotik direnc¢ genleri hem insanlarda hem
de hayvanlarda potansiyel viriilans genleri olarak tanimlanmistir (Miyauchi vd. 2012;
Tiire ve Altinok 2016; Eraclio vd. 2018).

Viriilans faktorlerini kesfetmek, bakteriyel patojenlerin tedavisi, dnlenmesi icgin
yeni ilaglar ve asilar gelistirmek i¢in en Onemli adimlardan biridir. Bu faktorlerin
belirlenmesi sadece bakterilerin patogenez mekanizmasi hakkinda bilgi sahibi olmaya
katki saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda terapétikler i¢in yeni hedefler olarak
Kullanilabilir (Teker vd. 2020).

2.2.2.1. L. garvieae’de adezyon viriilans genleri

Bakterilerin ¢esitli ylizeylere tutunmasi olarak tanimlanan adezyon; konak
dokularin invazyonunu ve kolonizasyonunu kolaylastirarak bakterilerin viriilansinda rol
oynar (Chhatwal, 2002). Adezyon (yapisma) ile ilgili hicre yiizeyi proteinleri
sitoplazmik membran proteinleri, spesifik alanlara sahip proteinler, karboksil terminali
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LPXTG benzeri motif iceren proteinler ve membran lipidlerine kovalent olarak
baglanan lipoproteinler olmak tizere dort gruba ayrilmistir (Desvaux vd. 2006;
Kleerebezem vd. 2010; Teker vd. 2020).

Birgok bakteri tiirleri yiizeylere bagli ve/veya yakin iliski icerisindedir. Adezin
genleri bakterilerin hedef yiizeyleri iizerindeki c¢esitli molekiiler motiflerin spesifik
olarak tanmmasini ve baglanmasmi saglamaktadir. Adezinler molekiiler motifleri
enzimler ve imminoglobulinler sayesinde anahtar-kilit seklinde tanimaktadir (Klemm
vd. 2010).

LPXTG motifine sahip proteinler amino-termal sinyal peptidi, karboksi-terminal
hidrofobik bolge ve bu bdlgenin icersinde yer alan yiiklii bir kuyruktan olusmaktadir
(Sekil 2.1). Gram-pozitif bakteri tiirlerinin ~ %70’inde yiizeye baglanan (LPXTG
motifi) farkl proteinler tanimlanmistir (Chhatwal 2002).

LPXTG motif proteinlerin L. garvieae suslarin neden oldugu enfeksiyondan
etkilenen gokkusagi alabaliklarinda fagositik olmayan hiicrelerinin tutunma ve hiice
igerisine giris siirecinde etkili oldugu bildirilmistir (Gibello vd. 2016).

LPXTG motif Hidrofobik bélge YUkIu kuyruk
& | T
NHz |[— : : + |— COOH
l C-terminal siralama sinyali
N-terminal (CWS)

Yizey proteini

Sekil 2.1. LPXTG motifine sahip protein yapisi (Comfort ve Clubb 2004; Call ve
Klaenhammer 2013)

L. garvieae’de LPXTG motifine sahip yiizey proteinlerinin kodlanmasindan
sorumlu oldugu genler LPXTG-1, LPXTG-2, LPXTG-3, LPXTG-4’diir (Morita vd. 2011;
Miyauchi vd. 2012).

PavA’nm yapisinda salg1 ve hiicre yiizey capa sinyallerinin olmamasina ragmen
Pneumococcus hiicre yiizeyinde bulunmaktadir. PavA ekstraseliilar immobilize
fibronektinlerine baglanarak hucreleride adezyon ve viriilans igin gerekli oldugu
bildirilmistir (Chhatwal 2002).

Pneumococcus yiizey antijeni A (PsaA) tasima sisteminde metal baglayici
lipoprotein olarak smiflandirmaktadir. PsaA konak hiicreye tutunarak bakterinin
viriilansinda etkilidir (Morita vd. 2011).

Cesitli canli tiirlerinden izole edilmis olan L. garvieae suslarinda adh, adhCl,

adhCII genleri rapor edilmisti. Bu genler bakteri suslarinin adezyon temelli
viriilansida yer almaktadir ( Miyauchi vd. 2012; Tiire ve Altinok 2016).
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2.2.2.2. L. garvieae’de hemolizin viriilans genleri

Hemolizinler Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteriler tarafindan iiretilen
ekstraselliler toksin proteinlerdir. Bakteriyel enfeksiyon sirasinda kan hiicrelerinin zar
yapisinda hasara neden olurlar (Tiire ve Altinok 2016; Teker vd. 2018).

Hemolizinlerin virlilans ve patogenez ile iligkileri molekiiler diizeyde L.
garvieae dahil olmak Uzere birgok patojenik bakteride incelenmistir (Tiire ve Altmok
2016; Teker vd. 2018).

Bakteriler besiyerinde bulunan kirmizi kan hiicrelerinin a (alfa), B (beta) ve y
(gama) hemolitik tiirler olarak siniflandirilmaktadir. L. garvieae kanli agar {izerinde o-
hemolitik aktivite gosterir. L. garvieae suslarinda hemolizin viriilans genleri (hlyl, hlyll,
hlyIIT) belirlenmis olup hemolitik aktiviteden sorumlugu oldugu tespit edilmistir (Tiire
ve Altinok 2016). Bu yiizden hly genleri hemolitik etkinin saptanmasinda genetik
belirleyici olarak kullanilmaktadir (Teker vd. 2018).

2.2.2.3. L. garvieae’nin diger viriilans genleri

Enolaz, glikolizin ikinci son basamaginda 2-fosfogliseratin fosfoenolpiruvata
doniisiimiinii katelize eden ve glukoneogenezde ters reaksiyondan sorumlu glikolitik bir
enzimdir. Enolaz enzimi Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterileri suslarinin
viriilansinda rol oynamaktadir (Meyburgh vd. 2018).

Bakteri tdrleri igin slperoksit dismutaz (SOD) ve NADH oksidaz potansiyel
virlilans faktorleridir. Her iki enzimde patojen bakterilerin oksijene ve reaktif sliperoksit
radikallerine tolerans kazandirarak aerobik kosullarda hayatta kalmalarini saglamaktadir
(Morita vd. 2011).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) hiicreler {izerine ¢esitli zararlar1 bulunmaktadir.
Oksidatif strese karsi koruma ROS’un katalaz ve SOD tarafindan enzimatik olarak
uzaklastirilmasiyla saglanir (Meyburgh vd. 2018). LAB bakterileri katalaz negatiftir. Bu
nedenle SOD L. garvieae’deki oksidatif strese kars1 onemli bir savunma mekanizmasini
temsil eder. SOD'un detoksifiye edici 6zellikleri, solunum patlamasi sonucu bakterisidal
ROS (retimi Uzerine bakterilerin intrafagositik sagkalimini da artirabilir. NOX enzimi
molekiiler oksijeni H>.O veya H>O>'ye indirger ve LAB'nin aerobik biiyiimesi sirasinda
temel iglevler olan O toksisitesine ve O algilamasina kars1 savunmada 6nemli bir rol
oynadig1 bildirilmistir. NOX'un S. pneumoniae viriilansindaki dnemi nox eksikligi olan
bir mutantin 6nemli Sl¢lide zayiflamasi gosterilerek ortaya konmustur. NOX'un O
bakimindan zengin ortamlarda in vivo ¢ogalmasi i¢in gerekli oldugu sonucuna varmistir
(Meyburgh vd. 2018).

Fibronektin baglayic1 proteinler (fbp) Gram-pozitif kok tdrlerinin yiizeyinde
bulunan hiicre dist matrisin (ECM) ylizey reseptorleri olarak tanimlanmigtir.
(Abdelfatah vd. 2015). Fibronektin islevli bir proteindir. Hem konak hiicrelerine hem de
bakteri hiicrelerine baglanabildiginden patojenlerin tutunmasi i¢in gerekli olan baglayici
bir protein olarak kabul edilir (Chhatwal 2002).

Fosfoglukomutaz (PG) L. garvieae igin olasi viriilans gendir. Ama bakterinin
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virlilansindaki rolii tam olarak anlagilmamistir. PG metabolik bir enzimdir. Ancak PG,
L. garvieae hiicre ekstraktlarinda immiinojenik proteinlerdir. Bakteri hiicre duvarinda
bu proteinin varhigi arastirilmamistir. Bu nedenle, CGC igermeyen bakterinin viriilansi

PG gibi potansiyel virtilans faktorlerinden biri olarak kabul edilir (Tire ve Altinok
2016).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Cahismada kullamilan bakteri suslar

Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenen ve tamamlanmig olan FBA-2018-3089 Normal Arastirma Projesi
kapsaminda Kemer bolgesindeki ticari alabalik isletmelerinden izole edilen ve liyofilize
L. garvieae suslar1 tez ¢alismasinda materyal olarak kullanilmustir. Liyofilize suslar (10
sus) once Beyin Kalp Inflizyon (BHI) buyyonuna inokiile edildikten sonra 25 = 2°C de
sogutmali etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda s1v1 besiyerinden Beyin
Kalp Inflizyon agar (BHIA)’I1 Petri kutularina ekimler yapilarak suslarm alt kiltirleri
hazirlanmastir.

3.1.2. Cahismanin yapildig: yer

Bakteri suslarinin identifikasyonu ve virtlans genlerinin tespiti icin gerekli olan
bakteriyolojik calismalar, Akdeniz Universitesi Su Urinleri Fakultesi Uygulama
Laboratuarinda gerceklestirilmistir (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2).

Sekil 3.1. Akdeniz Universitesi Su Urlnleri Fakiltesi Arastirma Laboratuari
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Sekil 3.2. Akdeniz Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Arastirma Laboratuari

3.1.3. Calismada kullanilan besiyerleri

Calismada Beyin Kalp Infuzyon Agar (BHIA), Tryptic Soy Agar (TSA),
Nutrient Buyyonu (NB), MacConkey agar, Oksidasyon/Fermentasyon besiyeri (O/F),
Metil Kirmizisi-Voges-Proskauer (MR-VP) besiyeri, Triple Sugar Iron Agar (TSIA)
besiyeri, Simmon’s sitrat besiyeri, Mueller Hinton Agar (MHA) besiyeri, Mueller
Hinton Buyyonu (MHB), Nitrat Buyyonu, Nisasta Agar, Jelatin besiyeri ve Kanli (%5
koyun kani ilave edilmis) agar kullanilmastir.

3.1.4. Cahsmada kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltiler

Gram boyama tekniginde kullanilan boyalar (kristal viyole, lugol ve fuksin),
sitokrom oksidaz testi igin tetramethyl-p-phenylen-diamine dihydrochloride ayiract,
katalaz tiretimi igin %3’liikk H2O> (hidrojen peroksit), sekerlerden asit iiretimi igin D-
glukoz, D-ksiloz, D-fruktoz, D-mannoz, D-galaktoz, L-arabinoz, siikroz, laktoz, maltoz,
dekarboksilaz ve dihidrolaz testi icin L-arjinin dihidrolaz, L-lizin dekarboksilaz, L-
ornitin  dekarboksilaz,  Griess-Ilosvay  aywrac, ONPG  (o-nitrophenyl-R-D-
galactopyranoside), Kovac’s ayiraci, alfa naftol (%5°lik), potasyum hidroksit (%40°lik),
etil alkol (%96’lik), lizozim, c¢ini murekkebi, et 0©zitu, pepton, tuz (NaCl),
Na;HPO4.2H20, agar, glikoz ve TBE tamponu hazirlanisi i¢in trizma base, borik asit,
0,5M EDTA (pH 8,3) ile agaroz kullanilmistir.

3.1.5. Cahsmada kullanilan ticari Kitler

Bakterilerden DNA izolasyonu icin Hibrigen Genomik DNA (Turkiye)
ekstraksiyon kiti kullanmlmistir. Kit iceriginde LB1, LB2, BDY, BDE ve BE tamponu
ile proteinaz K ve RNaz A, bulunmaktadir. DNA izolasyon c¢alismalarina lizis
basamagida eklenmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) g¢alismalar1 i¢in Bioline
MyTaq DNA Polimeraz (ingiltere) kiti kullanilmistr.
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3.1.6. Cahismada kullanilan antibiyotikler

Calismada bakteri suslarinin antimikrobiyal duyarliliklarinin tespiti i¢in on sekiz
farkli antibiyotik kullanilmistir. Caligmada kullanilan antibiyotikler; amoksisilin (25
Kg), ampisilin (10 pg), basitrasin (0.04 ug), enrofloksasin (5 pg), eritromisin (15 pg),
flumekuin (30 pg), furazolidon (100 pg), florfenikol (30 pg), kanamisin (30 pg),
kloramfenikol (30 pg), nalidiksik asit (30 ug), nitrofurantoin (300 pg), oksasilin (1 ug),
oksitetrasiklin (30 pg), streptomisin (10 pg), stlfametoksazol (100 ug), tetrasiklin (30
Hg) ve trimetoprim/siilfametoksazol (15 pg).

3.2. Metot
3.2.1. L. garvieae’nin Morfolojik ve Hareket Ozelliklerinin Tespiti

Gram boyama yontemi, en 6nemli ayirt edici boyama islemidir. Gram-pozitif
bakteri kilturlerinde kristal mor ve iyot ethanol veya asetonda c¢dziinmeyen hicre
bilesenleri ile bir kompleks yapi olusturur. Gram-negatif bakteriler ise kristal morunu
kolayca kaybeder ve karsit boyay1 hiicre duvarina alir (Lanyi 1988; Buller 2004; Tiwari
vd. 2009).

Uygulanisi

1- Temiz bir lam ylzeyine bakteriyel film hazirlanir ve bunzen bek alevinde fiske edilir.
2- Kristal viyole lam yiizeyine dokuldr ve 1 dk bekletilir.

3- Akan su altinda yikanir.

4- Iyot ile lam kaplanir, 30 sn bekletilir.

5- Lam akan su ile yikanur.

6- Lam dik ac1 seklinde alkol-aseton karigiminda mor renk kaybi olana kadar tutulur.

7- Lam su ile hemen yikanir, fazla su uzaklastirilir.

8- Lam yiizeyi fuksin ile kaplanir ve 10 sn kadar bekletilir.

9- Lam nazikge akan su altinda yikanir.

10- Lam Kkurutma kagidi arasinda kurutulup, lamel ile kapatilarak 151k mikroskobu
altinda incelenir.

Gram-negatif bakteriler pembe/kirmizi, Gram-pozitif bakteriler ise mor renk olarak
gOzikir (Lanyi 1988; Buller 2004; Tiwari vd. 2009).

Bakteri hiicresi tiire gore kapsiillii ve kapsiilsiiz olmak {izere ikiye ayrilir.
Bakterilerde kapsulin bulunup bulunmadigmmin tespitinde genellikle negatif boyama
yonteminden yararlanilir. Negatif boyama; Yas preparasyon teknigi ve negatif ayirt
edici boyama olmak {izere iki gesittir (Temiz 2000).
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Yas preparasyon yontemi ile negatif boyama
1-Temiz, kuru lamin iizerine bir damla saf su ilave edilir.

2- Petri kutusunda gelisme gdsteren bakteri kiiltiiriinden 6ze ile 6rnek alinarak saf su
iceren lamin tizerine koyularak siispanse edilir.

3- Hazirlanan hiicre siispansiyonu iizerine bir damla ¢ini miirekkebi damlatilir ve 6ze ile
karigtirilir.

4- Hiicre siispansiyonun lizerine 45° egimle lamel kapatilir ve mikroskop altinda 40X
blyttme de incelenir.

Bakteri hiicreleri boyanmadigi i¢in renksiz ya da ¢ok donuk mavi-yesil arasi bir
renkte goriiliir. Incelenen bakteri 6rnegi kapsiillii ise; kapsiil hiicre ¢evresinde gri-siyah
bir fon i¢cinde tamamen saydam olarak gortliir (Temiz 2000).

Bakteri turlerinin hareketli ya da hareketsiz olup olmadigini tespit etmek igin
hareket testi yapilir. Hareketlilik testi iki metot ile gerceklestirilir.

Metot 1. Asili damla metodu

Temiz bir lamelin Gzerine bir damla saf su eklenir. Daha sonra bakteri kolonisi
ile stispanse edilir. Lamel, gukur lamin tizerine ters gevrilerek kapatilir. Isik mikroskobu
altinda 6nce 10X daha sonra 40X biiyiitme ile incelenir (Timur ve Timur 2003).

Metot 2. Yari1 kat1 agar metodu

Petri kutularma yaklasik 20-25 ml olacak sekilde hareket besiyeri dokiiliir
(Hareket besiyeri; Et 6zitu 0.70 g, Pepton 1 g, NaCl 0.30 g, Na;HPO4.2H.0 0.20 g,
Agar 0.45 g, Glikoz 1 g, dH20 100 ml, pH 7.5 +2 ). Gelisme gosteren bakteri
kolonisinden steril igne 6ze ile 6rnek alinarak hareket besiyeri iceren Petri kutusunun
ortasma ekim yapilir. EKimli besiyeri 25 + 2°C’ de 24 - 72 saat slre ile inklbe edilir.
Inkiibasyon sonunda bakteri susu isaretlenen alandan disar1 dogru gelisme gosterirse
hareketli gelisme gostermez ise hareketsiz oldugu tespit edilir (Lanyi 1988; Buller 2004;
Tiwari vd. 2009).

3.2.2. L. garvieae’nin Fenotipik Ozelliklerinin Belirlenmesi

BHIA da gelisme gdsteren bakteri suslarindan alt kiiltlirler hazirlanmistir.
Bakteri suslarmin fenotipik 6zelliklerinin tespiti i¢in kullanilan tiim besiyerleri 25+£2°C
de 24-48 saat sire ile inkiibe edilmistir. Bakteri suslarmim fenotipik 6zelliklerinin tespiti
icin sitokrom oksidaz reaksiyonu, katalaz {iretimi, hemoliz, sicaklik ve tuzluluk tolerans
testleri, Voges-Proskauer (VP) ve Metil Red (MR) testleri, H2S iiretimi, Simmon’s sitrat
agar da sitrat kullanimi, nitrat indirgeme testi, jelatinaz, lizin ve ornitin dekarboksilaz
iretimi, arjinin dihidrolaz tiretimi, MacConkey agarda gelisme, farkli sekerlerden asit
tretimi, tirease tiretimi, Beta Galaktosidase (ONPG) ve nisasta hidrolizasyonu ile ilgili
testler yapilmistir. (Timur ve Timur 2003; Austin ve Austin 2016).
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3.2.2.1. Bakteri suslarinin katalaz Gretimi

Bakteriyel solunumun toksit Grtinii olan hidrojen peroksit (H202); katalazlar ve
peroksidazlar tarafindan yok edilir (Formiil 3.1; Formiil 3.2):

Katalaz
2H20; » 2H,0+0; (3.1)

Peroksidaz
H.0> H.0+0 (3.2

Katalaz aktivitesi molekiiler gaz halindeki oksijen liretimiyle sonuclanirken,
peroksidaz hidrojen ve oksijen yalnizca bir organik alicis1 varliginda ayrigtirilir. Katalaz
tretimi taksonomik acidan biiyiikk 6nem tasirken, peroksidazin saptanmasi bakteri
tiirtiniin tanimlanmasinda 6nemli degildir (Lanyi 1988; Buller 2004; Tiwari vd. 2009).

Uygulanisi

Lam {izerine %3’lik H2O> solusyonundan damlatilir. Bakteri kiiltiiriinden steril tahta
ekiivyon cubugu ile Ornek almarak karistirilir. Yogun kopirme pozitif, hafif
kabarciklanma zay1f pozitif ve kabarcik gbzlenmezse negatif olarak kabul edilir.

3.2.2.2. Bakteri suslarinin sitokrom oksidaz tretimi

Sitokrom oksidaz pozitif bakterilerin solunum zincirinin son halkasi olarak
oksitlenmis sitokrom c elektronlarini alir ve onlar1 son hidrojen alicis1 olan molekiiler
oksijene gecirir ve hidrojen peroksite indirger. Oksidaz testinde reaktif olarak kullanilan
I-fenilendiamin tiirevleri oksitlenmis sitokrom c ile renkli bilesiklere oksitlenir. Bu da
indirgenmis sitokrom c¢’ye doniisiir. Sitokrom oksidaz ayraci emdirilmis steril kagit
seritler tizerine 24 saatlik bakteri kultlrinden steril tahta ¢ubuklar ile 6rnek almarak test
kagidinin tizerine konulur ve 30 sn bekletilir. Bekleme siresi sonunda mor renk
gozleniyorsa sonuc pozitif olarak kabul edilir (Lanyi 1988; Buller 2004; Tiwari vd.
2009).

3.2.2.3. Oksidasyon-Fermantasyon (O/F) testi

Test icin O/F bazal besiyeri kullanilir. Ticari olarak mevcut O/F besiyeri 90 ml
olacak sekilde hazirlanir. Ayrica 10 ml saf su da 121°C’ de 15 dakika otoklavlanir.
Otoklavlama sonras1 10 ml’ye 1 g glikoz eklenir ve ¢ozdurulir. O/F besiyeri 50°C’ye
kadar sogudugunda seker soliisyonu membran filtreden gegcirilir ve besiyerine
aktarilarak tlplere dagitilir. Tiplere 18-24 saatlik bakteri kiltiriinden ekim yapilir.
Ekimli tuplerin biri agik, digeri steril mineral yag ile kaplandiktan sonra 24 + 2°C’ de
inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi sonucunda her iki tiip sar1 ise fermantatif; iki tiipte yesil
renk gdzlemleniyorsa non okside edici-non fermante edici, tiiplerden agik olani sart,
kapali olan1 yesil ise okside edici, fermente etmeyen, her iki tiip mavi rengi aliyorsa non
okside edici-non fermante seklinde sonucun oldugunu belirler (Lanyi 1988; Buller
2004; Tiwari vd. 2009).
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3.2.2.4. indol iiretimi

Bu test mikroorganizmalarin bir aminoasit olan triptofan1 ayristirarak indol
olusturabilme getirebilme yetenegini belirlemede kullanilir. Bakteri kultiriinden indol
besiyerine ekildikten sonra ekimli besiyerleri 25+2°C’de 24 saat sire ile inklbe edilir.
Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin iizerine kovacs ayracindan 0.5 ml ilave edilir ve
karigtirilir. Tiplerin tist kisminda bir iki dakika i¢inde kirmizi bir halkanin olugmasi
pozitif reaksiyonu, sarims1 halka ise negatif sonucun oldugunu gosterir (Lanyi 1988;
Buller 2004; Tiwari vd. 2009).

3.2.2.5. Metil kirmzis1-Voges Proskauer (MR-VP) testi

Metil kirmizis1 (MR) testi glikoz fermantasyonunu ayirt etmek igin kullanilir.
Glikoz; fosfat, pepton-su ortaminda MR pozitif bakteriler pH’1 4.5 nun altinda tutmaya
yetecek miktarda asit liretirken MR negatif bakteriler pH’1 6 da tutarlar. Ayira¢ olarak
alkollii metil kirmizist ¢ozeltisi kullanilir. Cozelti kullanildiktan sonra besiyeri rengi pH
4.5’tan distik ise kirmizi, pH 6 ve iizerinde ise sar1 renkte goziikiir (Lanyi 1988; Buller
2004; Tiwari vd. 2009).

Voges-Proskauer (VP) testi bakteri suslari tarafindan glikoz pargalanmasi
sirasinda Uretilen asetoinin (asetil metil karbinol) saptanmasi amaciyla kullanilir. VP
pozitif bakteri kiltiiriine potasyum hidroksit (KOH, %40’lik) eklenirse asetoin diasetile
oksitlenir. Bu durum arjinin ve diger pepton bilesenlerinde bulunan guanidin
cekirdekleriyle pembe renkli yogunlasma ftriiniind olusturur. Diasetil Gretimi icin
katalizOr gérevi goren a-naftol baska bir renk yogunlastiricidir. Bakteri kiiltiiriin {izerine
once 0.5 ml a- naftol soliisyonu sonrasinda %40’ lik KOH soliisyonundan eklenir. Tup
calkalanir ve beklenir. Bekleme suresi sonunda tipte gozlenen pembe-kirmizi renk
olusumu pozitif sonu¢ olarak kabul edilir (Lanyi 1988; Buller 2004; Tiwari vd. 2009).

3.2.2.6. MacConkey agarda gelisme

MacConkey agar bakteri tdrleri icin secici bir besiyeridir. Gram-negatif ve
laktozu fermante eden bakteri tiirlerini ayirt etmek amaci ile kullanilir. Laktozu
fermente eden bakteri suslar1 besiyerinde kirmizi-pembe renkli kolonileri olustururken,
laktozu fermante etmeyen bakteri suslarinda ise koloni rengi degisiklik gostermez.
Besiyeri icerisinde bulunan kristal moru ve safra tuzlari, Gram-pozitif bakterilerin
gelismesini inhibe ederken Gram-negatif bakterilerin gelismesine ve izolasyonuna izin
verir (Lanyi 1988; Buller 2004; Tiwari vd. 2009).

3.2.2.7. Nisasta hidrolizi

Nisasta hidrolizi bir monosakkarit bilegeni olan glikozun fermantasyonuna bagli
asit reaksiyonudur. Bakteriler icin gegerli olan nisasta hidroliz testi, hidrolize olan
nigastanin lugol iyotu ile renk reaksiyonuna dayanir. Nisasta koyu mavi bir renk
verirken hidroliz ilerledik¢e pargalanan iiriinler yavas yavas menekse, kahverengimsi-
Kirmizimst ve renksiz hale gelir.

Uygulanisi
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1-Nisasta agarli Petri kutularma bakteri kiilttiriinden ¢izgi seklinde ekim yapilir.
2-Petri kutular1 25+2°C’de 7 guine kadar inkube edilir.

3-Inkiibasyon sonucunda besiyerinde tireme gosteren bakteri kolonilerinin tizerine lugol
solusyonu eklenir.

4-Bakterilerin gelisme gosterdigi bolgenin etrafinda agik renkli zon olusumu varsa
pozitif olarak degerlendirilir (Lanyi 1988; Buller 2004; Tiwari vd. 2009).

3.2.2.8. Nitrat reduksiyon testi

Bakteriyolojide nitratin indirgenmesi genellikle nitrat iceren sivi buyyon
kiiltiirlinde gerceklestirilir. Nitrat indirgenmesinin ana {rilinleri nitrit veya nitrojen
gazidir (Formiil 3.3; Formiil 3.4):

NO3+ 2H*——  » NO2+ H:0 (3.3

2NO3 + 12HY ——— Ny + 6H0 (3.4)

Nitrat1 ayristiran bakteri kiiltiiriine nitrit reaktifi (Griess-llosvay) eklenirse
kirmiz1 bir renk olusur (diazonyum bilesigi olusumu). Bu reaksiyon nitrit iiretimi olarak
tanimlanir. Formiil 3.4’e gOre azot gazi Uretimi tam nitrat pargalanmasi veya
denitrifikasyonu gosterir. Nitrat buyyonunda gelisme gosteren bakteri kiiltiiriiniin
Uzerine Griess-llosvay soliisyonu eklendikten sonra kirmizi renk pozitif, sar1 renk
negatif sonug olarak kabul edilir (Lanyi 1988; Buller 2004; Tiwari vd. 2009).

3.2.2.9. Sitrat Uretimi

Sitrat Uretimi belli baz1 Gram-negatif bakteri tiirlerini ayirt etmek i¢in kullanilir.
Simmon’s sitrat agar besiyeri tGzerinde gelisen bakteri kolonilerinin rengi inkibasyon
stiresi sonunda incelendiginde mavi renk doniisimii pozitif sonu¢ olarak kabul edilir.
(Lanyi 1988; Buller 2004; Tiwari vd. 2009).

3.2.2.10. Hidrojen sulfit tretimi (HzS)

Bircok bakteri tirt igin H>S dUretimi bakteriyel tanimlamada dikkate
alinmaktadir. Tiyosulfat-demir yontemi; tiyosiilfatin indirgenmesi ile bol miktarda
uretilen H2S’i tespit eder. H2S demir-tuz ile siyah renkte bir demir sulfur c¢okeltisi
olugturur. Bu test i¢in TSI agar vasati1 kullanilir. Cam tiip icerisine yatik agar olarak
dokulur ve 24 saatlik iiremis olan bakteri kolonilerinden ekim yapilir. EKimli besiyeri
25+2°C’de inkiibe edilir. Inkiibasyon siresi sonunda cam tlpiin dibinde vasatta
siyahlagsma ve parcalanma var ise bakteri kiiltiirii H2S iiretimi ile sekerden asit iiretimi
pozitif olarak kabul edilir (Lanyi 1988; Buller 2004; Tiwari vd. 2009).

3.2.2.11. Jelatin hidrolizi

Bakterilerin hiicre dis1 proteolitik enzimleri; proteinleri polipeptitlere, peptitlere
ve amino asitlere hidrolize eder. Bu testin amaci; bakteriler tarafindan jelatini hidrolize
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eden jelatinaz enziminin varli§in1 ortaya koymaktir. Bakteri suslar1 i¢in ayirt edeci bir
testtir (Lanyi 1988; Buller 2004; Tiwari vd. 2009).

Uygulanist

-24 saatlik bakteri kulturunden 6rnek almur.

-Nutrient buyyonu+ jelatin vasati konulmus cam deney tiiplerine inokiile edilir.
-Bakteri ekimleri yapildiktan sonra 254+2°C’de 24-72 saat sure ile inkiibe edilir.

-Inkiibasyon sonucunda cam tiipler buzlu su igeren beherlerin icerisine konur ve
beklenir.

-Bekleme siiresinin sonunda jelatini hidrolize etmeyen bakteri suslar1 katilagir ve negatif
sonu¢ olarak kaydedilir. Jelatini hidrolize edenler sivi olarak kalir ve pozitif sonug
olarak kabul edilir (Lanyi 1988; Buller 2004; Tiwari vd. 2009).

3.2.2.12. Beta Galaktosidase (ONPG) uretimi

Bu testin amaci; o-nitrophenyl-beta-D-galactoside (ONPG) enziminin varligini
belirlemektir.

Uygulanisi
-Steril serum fizyoljik soliisyonundan cam tiiplere eklenir ve ONPG diski yerlestirilir.
-Bakteri suslar1 inokiile edilir. 25+£2°C’de 24 saat inkiibasyona birakilir.

-Inkiibasyon siiresi sonunda sar1 renk gozlenirse sonug pozitif olarak, renk doniisiimii
yoksa sonug negatif olarak kabul edilir (Lanyi 1988; Buller 2004; Tiwari vd. 2009).

3.2.2.13. Aminoasit dekarboksilaz ve dihidrolaz testi

Nessler reaktifi ile belirlenen arginin amonyak Uretimi ile Ureyi
parcalayamamas1 nedeniyle dihidrolaza ugrar. Ure olmas: gerekenden fazla ayrisirsa,
dekarboksilasyon yolunun sonunda NHs ve CO: olusur. Dekarboksilasyon, pH 5.0-
6.0'da anaerobik olarak gerceklesir. Amino asit substratlarma ek olarak, ortam
piridoksal fosfat ve glikoz icerir. Bu durum dekarboksilaz aktivitesini arttirarak enerji
kaynagi olarak kullanilir. Fermentatif bakteriler tarafindan glikozdan iiretilen asitler,
amino asit ayrisirsa alkaline doniisen diisiikk bir pH'1 korur (Lanyi 1988; Buller 2004;
Tiwari vd. 2009).

Uygulanisi
- Arjinin dihidrolaz ve lizin-ornitin dekarboksilaz buyyonu igeren iki tiipe ihtiyac vardir.

-Bakteri kulturleri her bir tipe inokule edilir ve tlplerden biri steril sivi parafin ile
kapatilir.

- 25+ 2°C’ de 48-72 saat sure ile inkiibe edilir.
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-Inkiibasyon siiresi sonunda aminlerin birikmesi ile pH’ 1 artisi, besiyerindeki pH
indikatorii saridan mora degistirir. Inkiibasyon sonunda mor renkli tiip pozitif sar1 renkli
tlp ise negatif kabul edilir (L&anyi 1988; Buller 2004; Tiwari vd. 2009).

3.2.2.14. Karbonhidrat fermantasyon testi

Bakterilerin ¢esitli spesifik karbonhidratlar1 ayristirma 6zelliklerini belirlemek
amaci ile uygulanir. Bakteriler karbonhidratlar1 Kkendileri tarafindan sentezlenen
hidrolize enzimleri yardimu ile ayristirir. Karbonhidrat fermentasyon testi; karbonhidrat
iceren buyyon kullanilarak yapilir. Test sonucunda sar1 renk pozitif kabul edilir (Lanyi
1988; Buller 2004; Tiwari vd. 2009).

3.2.2.15. Farkh sicaklik derecelerinde gelisme

Bu test bakterinin farkli sicaklik derecelerinde gelisip gelisemedigini ortaya
koymak amaciyla yapilir. Bakteri kilturiinden Nutrient buyyonuna ekimler yapilarak
4°C, 25°C, 37°C’lerde 24 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi sonucunda tremenin
oldugu tiipte bulaniklik tespit edilirse sonug¢ pozitif olarak kabul edilir (Lanyi 1988;
Buller 2004; Tiwari vd. 2009).

3.2.2.16. Tuzluluk tolerans testi

Bu test; bakteri kilttrlerinin farkli tuzluluk oranlarmda (%0, %2, %4, %6 ve %8
NaCl) bakteri kiiltiirlerin gelismesini tespit eder. Tuzlu Nutrient buyyonuna ekimler
yapilarak ekimli tipler 25+2°C’de 96 saat siire ile inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda
tiremenin oldugu kiiltiir pozitif kabul edilir (Lanyi 1988; Buller 2004; Tiwari vd. 2009).

3.2.2.17. Hemoliz testi

Cesitli bakteri tiirlerinin tamimlanmasinda hemoliz testinden yararlanilir.
Hemolize neden olan bakteriyel tiriinlerin kimyasal yapis1 ve 6zellikleri farkli taksonlara
gore degisiklik gostermektedir. Bakteri kolonilerinden kanli vasata ekimler yapilarak
25+2°C’de inkiibe edilir. Inkiibasyon sonucunda alfa-hemoliz; kanli vasatta bakteri
kolonilerinin etrafinda yesilimsi zon olusumu ile karakterize edilir. Beta-hemoliz ise
bakteri kolonilerinin cevresinde berrak, renksiz bir zon olusumu seklinde goriiliir (Lanyi
1988; Buller 2004; Tiwari vd. 2009).

3.2.3. L. garvieae’den DNA izolasyonu

L. garvieae suslarinin DNA izolasyonunda ticari bakteriyel ve maya genomik
DNA saflagtirma kiti kullanilmustir. Tiir, Gram-pozitif bakteri tiirli olmasindan dolay1
lizozim basamagida izolasyon galismalarma dahil edilmistir. izolasyon sonrast DNA
yogunlugunun absorbsiyon degerleri spektrofotometrede o&lculerek, milimetredeki
mikrogram miktarlar1 hesaplanarak elution tamponu ile farkli sulandirma oranlari
kullanilip 1 pg/ml’ye ayarlanilmistir. DNA 6rnekleri, PZR ¢aligmalarinda kullanilana
kadar -20°C de derin dondurucuda muhafaza edilmistir (Temizkan ve Arda 2004).
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3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Izole edilen ve -20°C’de saklanan DNA ornekleri calisma oncesi oda
sicakliginda ¢ozdiiriilmiistiir. PZR reaksiyon karigimi i¢in iiretici firmanin hazirlamig
oldugu kullanim kilavuzuna goére 50 pl’lik olacak sekilde hazirlanmistir. PZR
reaksiyonu hazirlanmistir (Cizelge 3.1). PZR i¢in kullanilan primerler Cizelge 3.2°de
verilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.1. PZR reaksiyon bilesenleri

Bilesen Hacim

5X MyTaq reaksiyon buffer 10ul
DNA 5ul
Primer F 1pl
Primer R 1l
MyTaq Hs DNA Polimeraz 1pl
ddH.0 32ul

Toplam hacim 50 pl

Cizelge 3.2. L. garvieae’nin tanimlanmasinda kullanilan primerler (Zlotkin vd. 1998;
Aoki vd. 2000)

Primer Primer dizisi be

PLG F:5-CATAACAATGAGAATCGC-3' 1100
R:5'-GCACCCTCGCGGGTTG-3'

SA1B10 F:5-CATTTTACGATGGCGCAG-3' 709
R:5'- CGTCGTGTTGCTGCAACA-3'

PLG primer ciftleri icin PZR ddngusi; ilk denatiirasyonda 95°C de 3 dakika,
primerlerin baglanmasi (annealing) 44°C de 15 saniye, uzama (extension) 72°C de 10
saniye olmak iizere 30 dongiiye ayarlanmistir. Son asamada 72°C’de 10 dakika inkiibe
edilmistir (Zlotkin vd. 1998).

SA1BI0 primer ¢iftleri i¢in PZR dongiisii; ilk denatiirasyonda 95°C’de 30
saniye, primerlerin baglanmasi (annealing) 58°C de 30 saniye, uzama (extension) 72°C
de 1 dakika olmak iizere 30 dongiiye ayarlanmistir. En son 72°C’de 10 dakika inkiibe
edilmistir (Aoki vd. 2000). PZR iiriinleri jel elektroforez de yiriitiilene kadar -20°C de
saklanmustir.

3.2.5. L. garvieae’de Virulans Genlerinin Tespiti

L. garvieae suslarindaki viriilans genlerinin tespiti i¢in (H1, H2, H3, LP1, LP2,
LP3, LP4, SOD, AP, APSA ve fbp) primer ciftleri kullanilmistir (Cizelge 3.3)

Fbp primer cifti disindaki diger primerler ciftleri igin PZR dongusu ilk
denatiirasyon 95°C de 3 dakika, primerlerin baglanmasi (annealing) 52-56°C de 30
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saniye, uzama (extension) 72°C de 60 saniye olmak flizere 35 dongii seklinde

yapilmistir. Son agamada 72 °C de 10 dakika siire ile inkiibe edilmistir (Tiire ve Altinok
2016).

Fbp icin ilk denaturasyon 94 °C de 2 dakika, primerlerin baglanmasi (annealing)
60 °C de 60 saniye, uzama 72 °C de 1 dakika olmak tizere 35 dongii olacak sekilde
ayarlanmigtir. Son asamada 72 °C de 7 dakika siire ile inkiibe edilmistir (Eraclio vd.
2018).

Cizelge 3.3. Viriilans genlerin tespiti i¢in kullanilan primer ¢iftleri (Tiire ve Altinok
2016; Eraclio vd. 2018)

Hedef gen Primer  Primer dizisi be BS (°C)
Hemolizinl H1 F:5’-CATAACAATGAGAATCGC-3' 521 54
R: 5’-GCACCCTCGCGGGTTG-3'
Hemolizin2 H2 F: 5'-TCTCGTGCACACCGATGAAA-3' 492 53
R: 5'- TGAACTTCGGCTTCTGCGAT-3'
Hemolizin3 H3 F: 5'-AACGCGAGAACAGGCAAAAC-3' 291 56
R: 5'-CCCACGTCGAGAGCATAGAC-3'
Superoksit SOD F: 5'-GCAGCGATTGAAAAACACCCA-3" 80 54
dizmutaz R: 5'-TCTTCTGGCAAACGGTCCAA-3'
Adhesin Pav AP F: 5>-CCTGTCGGGCGCTTTTATTG-3" 232 56

R: 5'-TCCCGGAAGAAGAGTACGGT-3"

Adhesin APSA  F: 5'-GTTGCAACAGCTGGACACAG-3" 180 54

PsaA R: 5'-ATACGGTTGAGTTGGGCTGG-3"

LPXTG-1 LP1 F: 5'-GTGAACGTGGAGCTTCCAGA-3" 878 54
R: 5'-CCACTCACATGGGGGAGTTC-3'

LPXTG-2 LP2 F: 5'-GCCAGTGAGAGAACCGTTGA-3' 767 54
R: 5'-CAGGTTCAAGTGCAACTGCC-3'

LPXTG-3 LP3 F: 5'-TTAAGCACAACGGCAACAGC-3' 231 54
R: 5'-CACGCGAAATGATGGTGCAT-3"

LPXTG-4 LP4 F: 5'-GGGAGCACCGGATTCACTTT-3' 928 52
R: 5'-ACAAAGCCGCAGACCTTACA-3"

Fibronektin  fbp F: 5°-CGGTTCGTTCAGGAAGAACATC-3" 181 60

baglayici R: 5'-CGGTCATTGCCTACTTGCTCAA-3"

3.2.6. Jel Elektroforez Yoéntemi ile Goruntileme

%1 agaroz jel hazirlayabilmek amact ile 100 ml 1XTBE tamponu eldesi i¢in
5XTBE tamponu (54 g Trisma base, 27.5 g borik asit, 20 ml 0.5 M EDTA, pH 8.3)
80:20 ml (saf su: tampon) olacak sekilde seyreltilerek kullanilmistir (Cizelge 3.4 ve
Cizelge 3.5). 1XTBE tamponu igerisine 1 g agaroz eklenerek mikrodalga firinda
eritilmis ve 50-60 °C’ye kadar sogumasi beklenmistir. Daha sonra soguyan agaroza 2 pl
etidyum bromid sollisyonu ilave edilmistir. Elektroforez cihazinin taraklari
yerlestirildikten sonra, tablasina hazirlanan jelden dokiilerek jelin donmasi beklenmistir.
DNA marker olarak 1000 b¢’lik, 100 b¢’lik ve 50 bg’lik markerler kullanilmustir. Ik
kuyucuga marker 5 pl olacak sekilde eklenmistir. Diger kuyucuklara ise PZR

24



MATERYAL VE METOT A. ULUTAS

drtnunden 4 pl almip 1 pl 6X yikleme boyast ile karigtirilarak kuyucuklara
yiklenmistir. Ornekler 70-100 V da 60-100 dakika boyunca vyiiriitiilmiistiir. Bu siire
sonunda agaroz jelde yiiriitilen bantlarin goriintiilenmesi U.V. lambast altinda
transilmilatorde gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.4. TBE tamponunun hazirlanisi

5X TBE Tamponu (pH: 8.3)
Trizma base 549
Borik asit 27,59
0,5 M EDTA (8,3 pH) 20 mi

Cizelge 3.5. 0.5 M EDTA’nin hazirlanisi

0.5 M EDTA (pH: 8.0)

EDTA 18,6 g

dH20 100 ml

3.2.7. Antibiyotik duyarhhk testi
3.2.7.1. Standart disk diftizyon yontemi

Bakteri suslarinin antibiyotik duyarlilik testleri in vitro kosullarda yapilmustir.
Bu amacla; standart disk difuzyon yontemi kullanilmistir. Test i¢in bakteri suslari
Mueller-Hinton buyyonunda (MHB) 25 + 2 °C de 16-18 saat sure ile inkiibe edilmistir.
Bakteriyel stispansiyonun bulanikligi Mueller-Hinton agarli (MHA) Petri kutularmin
yiizeyine yayilmadan 6nce McFarland No 0.5 (1.5X10® CFU/ml)’e gore ayarlanmustir.
Ticari antibiyotik disklerinin besiyeri yiizeyine yerlestirilmesinden sonra Petri kutular1
aerobik kosullarda 25 + 2°C de 24 ila 28 saat siire ile inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sliresi sonunda disk diftizyon ¢aplar1 6l¢iiliip kaydedilerek elde edilen sonuglara gore,
suslar antibiyotik duyarliliklar1 hassas, orta direngli ve direngli olarak belirlenmistir
(EUCAS 2022).

Caligmada kullanilan antibiyotikler sunlardir: amoksisilin (25 pg), ampisilin (10
Kg), basitrasin (0.04 pg), enrofloksasin (5 ug), eritromisin (15 ug), flumekuin (30 ug),
furazolidon (100 pg), florfenikol (30 ug), kanamisin (30 ug), kloramfenikol (30 pg),
nalidiksik asit (30 pg), nitrofurantoin (300 ug), oksasilin (1 pg), oksitetrasiklin (30 ug),
streptomisin (10 pg), sulfametoksazol (100 pg), tetrasiklin (30 pg) ve
trimetoprim/sillfametoksazol (15 ug).
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4. BULGULAR
4.1. Cahsmada Kullanilan Bakteri Suslarinin Fenotipik Bulgulan
4.1.1. Bakteri suslarimin koloni morfolojilerine ait bulgular

Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenen ve tamamlanmis olan FBA-2018-3089 Normal Arastirma Projesi
kapsaminda Antalya/Kemer’deki ticari alabalik isletmelerinden izole edilen liyofilize
edilen L. garvieae suslar1 (10 sus) Beyin Kalp infiizyon buyyon (BHIB)’a inokiile edilip
25+2 °C de inkilbe edilmistir. Bu siire sonunda s1v1 besiyerinden Beyin Kalp Infiizyon
agar (BHIA)’li Petri kutularina ekimleri yapilarak alt kiiltiirleri hazirlanmstir.
Inkiibasyon siiresi sonunda bakterilerin besiyeri yiizeyinde kiigiik, 0.5-1 mm ¢apinda
beyaz renkli ve yuvarlak koloniler olusturduklar1 tespit edilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. L. garvieae susuna ait 0.5-1.0 mm ¢apinda kiigiik kolonilerin goériintiisii

4.1.2. Bakteri suslarinin hiicre morfolojilerine ait bulgular

Bakteri suslarmm mikroskobik morfolojisinin tespiti i¢in bakteri kolonilerinden
preparatlar hazirlanarak, Gram-boyama yontemi ile boyanmistir. Bakteri suslarinin
Gram-pozitif, oval-kok sekilli ve kisa zincirler olusturduklar1 1s1tk mikroskobu altinda
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tespit edilmistir (Sekil 4.2). L. garvieae suslarinin kapsiil boyamasi sonucuna
bakildiginda ise kapsiilsiiz olduklar1 belirlenmistir.

Sekil 4.2. L. garvieae susunun Gram boyama sonrasi 151tk mikroskobunda goruntusi
(100X biyitme)

4.1.3. Bakteri suslarinin hareket ozelliklerine ait bulgular

Asili damla yontemi kullanilarak c¢ukur lamda hazirlanan preparatlarin 151k
mikroskobu ve yar1 yatik agar ile yapilan calisma sonuglarina gore bakteri suslarmin
hareketsiz oldugu gozlemlenmistir.

4.1.4. Bakteri suslarinin biyokimyasal ozelliklerine ait bulgular

Suslarin sitokrom oksidaz ve katalaz negatif (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4), fermentatif
(Sekil 4.5) olup %5 koyun kani igeren besiyerinde alfa (a)-hemoliz olusturduklar: (Sekil
4.6), Voges-Proskauer (\VP) reaksiyonu pozitif (Sekil 4.7), metil kirmizisi reaksiyonuna
pozitif (Sekil 4.8) yanit verdigi ve TSI agarda gelisme gosterdigi tespit edilmistir.
Suglarin H2S iiretimi, Simmon’s sitrat, nitrat indirgeme reaksiyonlar1 (Sekil 4.9) ve
indol Gretimleri negatif (Sekil 4.10), MacConcey agarda gelisme gostermedikleri (Sekil
4.11), jelatin hidrolizi (Sekil 4.12) ile nisasta hidrolizi negatif reaksiyon verdikleri %0
ile %6 NaCl dahil olmak tizere farkli tuzluluk oranlarinda gelisme gosterdikleri (Sekil
4.13) ancak %8 NaCl ilaveli Niitrient buyyonunda ise gelisemedikleri, 4 °C ila 37 °C

27



BULGULAR A. ULUTAS

dahil olmak tizere farkl sicakliklarda gelistikleri, Beta Galaktosidase (ONPG) enzimini
kullandiklar1 tespit edilmistir. Ayrica bakteri suslarmin arjinini dihidrolize ederken, lizin
ve ornitini dekarboksile etmedigini bulunmustur. Glukoz, galaktoz, mannitol, D-fruktoz,
D-mannoz ve sorbitol’den asit Uretirken laktoz, stikroz, rafinoz, inositol, arabinoz ve
ksilozdan asit Uretmedikleri bulunmustur.

L. garvieae susunun biyokimyasal Ozelliklerine ait bulgular Cizelge 4.1. de
verilmistir.

Sekil 4.3. L. garvieae susunun sitokrom oksidaz test sonucu (negatif reaksiyon)
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Sekil 4.4. Bakteri susunun katalaz enzim aktivitesi (negatif reaksiyon)

Sekil 4.5. O/F besiyerinde fermentatif bakteri susu
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Sekil 4.7. VVoges-Proskauer pozitif reaksiyon sonucu
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Sekil 4.8. Metil kirmizis1 pozitif reaksiyon sonucu

Sekil 4.9. Nitrat indirgenme negatif reaksiyon sonucu
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Sekil 4.10. Indol test sonucu (negatif reaksiyon)

Sekil 4.11. MacConkey agarda negatif Ureme
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Sekil 4.12. Suslarin jelatin hidroliz sonuglar1 (a: buzda bekletme, b: negatif reaksiyon
sonucu)

Sekil 4.13. Farki tuzluluk derecelerinde gelisme (a:%0, b:%2, ¢:%4, d:%6, e:%8 NaCl)
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Cizelge 4.1. Calismada kullanilan L. garvieae suslara ait fenotipik 6zellikler (Austin ve
Austin 2016; Vendrell vd. 2006)

Ozellikler Mevcut ¢calisma Austin ve Austin Vendrell vd. (2006)
10 sus (2016)

Gram boyama + + +

Sitokrom oksidaz - - R

Simmon’s sitrat - * _

Metil kirmzisi + + *

indol iiretimi - k. -

TSIA + + +

Arjinin dihidrolaz + + +

Ornitin - - R
dekarboksilaz

0% NacCl + + *

4% NacCl + + *

8% NaCl - - -
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Cizelge 4.1.”in devami1

25°C + + +

ONPG + * *

Laktoz - - +)

D-fruktoz + + *

Mannitol + + +

D-mannoz + + +

Rafinoz - - -

Arabinoz - - -

+: pozitif, - : negatif, *: belirtilmemis, F:Fermentatif, a: alfa hemolitik.
4.2. L. garvieae Suslarimin Antibiyogram Testi Bulgular

L. garvieae suslarinin antibiyogram test sonuglarmma goére suslarm hepsinin
oksasilline direngli olduklar1 tespit edilmistir. Suslarin antibiyogram test sonuglari
Cizelge 4.2; Sekil 4.14 ve Sekil 4.15 de verilmistir. Suslarin antibiyogram test sonuglari
EUCAST (2022)’a gore yapilmustir. Bulgular Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. L. garvieae suslarinimn antibiyogram testi sonuglari

S. agalactiae Antibiyotik 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
diskleri

AX25 15 25 20 D 23 D 20 D D D

AM10 16 20 D 20 D D D D D 20

B10 15 20 D 20 D 25 D D D D

H | D C30 D 20 25 20 30 20 35 30 25 25

>19 - <19mm
ENR5 25 15 20 25 35 20 35 25 20 20
H | D E15 D D D D D 24 30 D D D

>2121-18 <18mm

FX100 20 D 35 D D 20 D D D D

FFC30 25 D D 20 D 25 D D D 25

FLM30 20 D D D 30 30 D D 17 D

K30 D 15 D 3 D D D D 25 30

NA30 D D D D D D D D 18 20

F300 28 20 20 20 25 20 20 D 15 20

OoX1 D D D D D D D D D D

T30 D D 25 30 D D 21 15 D 30

S10 35 D 15 20 D D 30 D D 25

SMZ100 D D D D 15 D 20 20 D D

H | D TE30 30 b D 3% D D D D 30 D
>23 23-20 <20mm

H I D SXT25 D D 20 25 D 25 20 D D 20

>18 18-15 <15mm

S. agalactiae igin EUCAS (2022) tarafindan bildirilen direng zon ¢api.
H: Hassas, D: Direncli, O: Orta derecede direngli.

AX25: Amoksisilin, AM10: Ampisilin, B10: Basitrasin, C30: Kloramfenikol, ENR5: Enrofloksasin, E15:
Eritromisin, FX100: Furazolidon, FFC30: Florfenikol, FLM30: Flumekuin, K30: Kanamisin, NA30:
Nalidiksik Asit, F300: Nitrofurantoin, OX1: Oksasillin, T30: Oksitetrasiklin, S10: Streptomisin,
SMZ100: Sulfametoksazol, TE30: Tetrasiklin, SXT25: Trimetoprim/Sulfametoksazol
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Sekil 4.15. L. garvieae’nin antibiyotiklere kars1 gosterdigi direnclilik
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Antibiyogram testi sonuglarina gore;

Birinci sus; amoksisillin, ampisillin, basitrasin, enrofloksasin, furazolidon,
florfenikol, flumekuin, nitrofurantoin, streptomisin, tetrasikline duyarli oldugu,
kloramfenikol, eritromisin, kanamisin, nalidiksik asit, oksasilin, oksitetrasiklin,
stilfametoksazol ve trimetoprim/siilfametoksazole direngli oldugu bulunmustur.

Ikinci sus; amoksisillin, ampisillin, basitrasin, enrofloksasin, kloramfenikol,
eritromisin, kanamisin, nitrofurantoine duyarli iken furazolidon, flumekuin, florfenikol,
nalidiksik asit, oksasilin, oksitetrasiklin, tetrasiklin, streptomisin, stlfametoksazol ve
trimetoprim/siilfametoksazole direnc¢li oldugu belirlenmistir.

Uciincii sus; enrofloksasin, furazolidon, oksitetrasiklin, tetrasiklin, amoksisillin,
kloramfenikol, nitrofurantoin, trimetoprim/stlfametoksazol ve streptomisine duyarli
oldugu, ampisillin, basitrasin, eritromisin, florfenikol, flumekuin, kanamisin, nalidiksik
asit, oksasilin ve siilfametoksazole direngli oldugu tespit edilmistir.

Dordiincti sus; kloramfenikol, enrofloksasin, nitrofurantoin, oksitetrasiklin,
tetrasiklin,  streptomisin, ampisillin,  basitrasin, florfenikol, kanamisin  ve
siilfametoksazole duyarli amoksisillin, furazolidon, trimetoprim/siilfametoksazole,
eritromisin, flumekuin, nalidiksik asit, oksasiline direngli oldugu bulunmustur.

Besinci  sus; kloramfenikol, nitrofurantoin, tetrasiklin, siilfametoksazol
amoksisillin ve flumekuine duyarli iken enrofloksasin, oksitetrasiklin, streptomisin,
ampisillin, basitrasin, florfenikol, kanamisin, furazolidon,
trimetoprim/siilfametoksazole, eritromisin, nalidiksik asit ve oksasiline direngli oldugu
tespit edilmistir.

Altinct  sus; kloramfenikol, nitrofurantoin, siilfametoksazol, flumekuine,
enrofloksasin, basitrasin, florfenikol, furazolidon wve eritromisine duyarli oldugu
tetrasiklin, amoksisillin, oksitetrasiklin, streptomisin, ampisillin, oksitetrasiklin,
streptomisin, ampisillin, kanamisin, trimetoprim/siilfametoksazole, nalidiksik asit ve
oksasiline direnc¢li oldugu bulunmustur.

Yedinci sus; kloramfenikol, nitrofurantoin, sulfametoksazol, enrofloksasin,
eritromisin, tetrasiklin, amoksisillin, oksitetrasiklin, streptomisin ve
trimetoprim/siilfametoksazole duyarli iken flumekuine, basitrasin, florfenikol,
furazolidon, ampisillin, oksitetrasiklin, streptomisin, ampisillin, kanamisin, nalidiksik
asit ve oksasiline direngli oldugu tespit edilmistir.

Sekizinci sus; kloramfenikol, siilfametoksazol, enrofloksasin, oksitetrasikline
duyarli  nitrofurantoin,  eritromisin, tetrasiklin, = amoksisillin,  streptomisin,
trimetoprim/sulfametoksazol,  flumekuine, basitrasin, florfenikol, furazolidon,
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ampisillin, oksitetrasiklin, streptomisin, ampisillin, kanamisin, nalidiksik asit ve
oksasiline direng gosterdigi gdzlemlenmistir.

Dokuzuncu sus; kloramfenikol, enrofloksasin, nitrofurantoin, tetrasiklin,
flumekuin kanamisin ve nalidiksik asite hassas iken silfametoksazol, oksitetrasiklin,
eritromisin, amoksisillin, streptomisin, trimetoprim/siilfametoksazol, basitrasin,
florfenikol, furazolidon, ampisillin, oksitetrasiklin, ampisillin ve oksasiline direncli
oldugu tespit edilmistir.

Onuncu sus; kloramfenikol, enrofloksasin, nitrofurantoin, tetrasiklin,
stilfametoksazol, oksitetrasiklin, florfenikol, ampisillin, oksitetrasiklin ve streptomisine
duyarli  flumekuin, kanamisin, nalidiksik asit, eritromisin, amoksisillin,
trimetoprim/siilfametoksazol, basitrasin, furazolidon, ampisillin ve oksasiline direncli
oldugu bulunmustur.

4.3. Molekiiler Calisma Bulgulan

4.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) bulgulari

Suslar fenotipik 6zelliklerine gore Lactococcus garvieae olarak tanimlanmustir.
PZR teknigi uygulanarak cogaltilan bakteriyel DNA oOrnekleri jel elektroforez de
yuritilmistiir. Jelde ylritme sonunda ¢alismada kullanilan 10 sustan 10’u pozitif sonug
vererek PLG-1 ve PLG-2 primer ¢ifti icin 1100 bg’lik amplifikasyon tespit edilmistir.
(Sekil 4.16). PZR c¢alisma sonuglarina gore suslar L. garvieae olarak tanimlanmustir.

Sekil 4.16. L. garvieae suslarinin PLG primerleri ile tanimlanmasi
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Calismada L. garvieae’nin tanisinda PLG-1 ve PLG-2 primer ¢ifti kullanilmustir.
PLG-1 ve PLG-2 primerlerinin tiir tespitinde dogrulugunu teyit etmek amaci ile toplam
10 susa SA1B10-F ile SA1B10-R primer cifti kullanilmistir. PZR ¢alisma sonuglarina
gore 7 sus pozitif sonug vererek 709 bg¢’lik amplifikasyon olusturarak L. garvieae olarak
tanimlanmustir (Sekil 4.17). Ug bakteri susu ise negatif sonug vermistir.

Sekil 4.17. SA1B10 primer cifti kullanilarak yapilan PZR ¢alismasi

4.3.2. Virulans Genlerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Bulgular

Calismada kullanilan 10 L. garvieae susunun hepsinin hlyll, hlylll, adhPav ve
adhPsaA viriilans genlerini tagidigi, suslarin bazilarinda SOD, LPXTG-1, LPXTG-3, fbp
ve hlyl viriilans genlerinin bulundugu ancak c¢alisilan tiim suslarda ise LPXTG-2 ve
LPXTG-4 viriilans genlerinin bulunmadig: tespit edilmistir (Cizelge 4.3).

4.3.2.1. Adezyon viriilans genleri bulgular

10 susun hepsinde AdhesinPav (adhPav) viriilans geni pozitif sonu¢ vererek 232
be’lik amplifikasyon tespit edilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. AdhesinPav viriilans geninin tespit edildigi L. garvieae suslar1

10 susun hepsi AdhesinPsaA (adhPsaA) viriilans geni pozitif sonu¢ vererek 180
bg’lik amplifikasyon tespit edilmistir (Sekil 4.19).

Sekil 4.19. AdhesinPsaA viriilans geninin varlignin tespit edildigi L. garvieae suslari
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LPXTG gen kiimesinin varliginm tespitinde LPXTG-1 geni i¢in 10 sustan 9’u
pozitif iken 1 tanesi negatif sonug¢ vererek 878 bg’lik amplifikasyon tespit edilmistir
(Sekil 4.20).

Sekil 4.20. LPXTG-1 geni i¢in yapilan PZR sonuglari

LPXTG-2 geni icin ¢alismada kullanilan 10 susun hepsi negatif sonu¢ vermistir
(Sekil 4.21).

Sekil 4.21. LPXTG-2 geni igin yapilan PZR sonuglari
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LPXTG-3 viriilans geninde ise 10 tane susun 8’i pozitif 2’si negatif sonug
vererek 231 b¢’lik amplifikasyon tespit edilmistir (Sekil 4.22).

Sekil 4.22. LPXTG-3 genin tespiti i¢in yapilan PZR ¢alismasinin sonuglar1

LPXTG-4 viriilans geninde ise yapilan PZR sonuglarina gore 10 susun hepsinde
negatif amplifikasyon tespit edilmistir (Sekil 4.23).

Sekil 4.23. LPXTG-4 viriilans geni igin yapilan PZR caligmasi
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4.3.2.2. Hemolizin virtlans genleri bulgularn

Hemolizin-1 geni (hlyl) icin 10 L. garvieae susundan 8’i pozitif 2’si negatif
sonug vererek 521 bg¢’lik amplifikasyon gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.24).

Sekil 4.24. Hemolizin-1 (hlyI) i¢in PZR sonuglari

Hemolizin-2 geni (hlyll) icin 10 L. garvieae susunun hepsi 492 b¢’lik
amplifikasyon gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.25).

Sekil 4.25. Hemolizin-2 (hlyII) geni i¢in PZR sonuglar1
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Hemolizin-3 geni (hlylll) icin 10 L. garvieae susunun hepsi 291 bg’lik
amplifikasyon gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.26).

Sekil 4.26. Hemolizin-3 (hlylll) geni igin yapilan PZR sonuglar1

4.3.2.3. Diger viriilans genlerinin bulgulan

Stiperoksit dizmutaz (SOD) geninin tespiti i¢in 10 L. garvieae susuna yapilan
PZR ¢aligmasi sonuglarina gore 9 sus pozitif 1 sus ise negatif sonu¢ vererek 80 b¢’lik
amplifikasyon gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Siperoksit dizmutaz (SOD) geninin varliginin tespiti i¢in yapilan PZR
sonugclari

Fibronektin baglayic1 protein (fbp) geninin varligi belirlemek amaci ile 10 L.
garvieae suslarina yapilan PZR sonuc¢larma gore 8 sus pozitif 2 sus negatif sonug
vererek 181 b¢’lik amplifikasyon gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.28).

Sekil 4.28. Fibronektin baglayici protein (fbp) geninin tespiti i¢in yapilan PZR sonuglar1
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Cizelge 4.3. L. garvieae suslarinda adhPav, adhPsaA, SOD, hlyl, hlyll, hiylll, LPXTG-
1, LPXTG-2, LPXTG-3, LPXTG-4, fbp virtilans genlerinin varligi

Sus  hlyl hiyll hlylll SOD adh adhPs LPX LPX LPX LPX fbp
Pav aA TG-1 TG2 TG-3 TG4

Al1D(1) + + + + + + + - - - A
Al1B(2) + + + + + + + - + - +
Al1K(3) + + + + + + + - + - -
A8B(4) + + + + + + + - - - -
ATG(5) - + A A 3 3 + - + - 3
A2D(6) + + + + + + + - + - +
A12D(7) - + A A 3 3 + - + - 3
A3K(8) + + + + + + + - + - +
Al1B(9) + + + + + + = - . +
A4D(10) + + + - + + + - + - +

+:genvar; -:genyok
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5. TARTISMA

Laktokokkozis gokkusagi alabaligi kiiltiiriinii etkileyen Onemli bakteriyel
enfeksiyonlar arasinda yer alir. Bu c¢aligma ile daha 6nceki proje ¢alismasindan izole
edilen ve L. garvieae olarak tanimlanan 10 susun yeniden tatimlanmasi yapilarak, bu 10
susta baz1 viriilans genlerinin bulunup bulunmadigini ortaya koyulmasi amaglanmustir.

L. garvieae suslarmi identifiye etmek igin fenotipik, molekiler ve proteomik
yontemler gibi tan1 yontemleri kullanilmaktadir (Gibello vd. 2016).

Durmaz ve Kiligoglu (2015) yaptiklar1 ¢aligmada L. garvieae suslarmin
besiyerinde yuvarlak, 1 mm’den kiiglik ¢apli ve beyaz renkli koloniler seklinde gelisme
gosterdigini, Gram pozitif, oval sekilli, 2-9 koktan olusan kisa zincirler olusturdugunu
suslarin hareketsiz, sitokrom oksidaz ve katalaz negatif oldugunu ve %35 koyun kanli
vasatta alfa hemoliz olusum gdsterdigini bildirmistir.

Kurtoglu ve Korun (2018) Fethiye’de yer alan gokkusagr alabalik
isletmelerindeki hasta baliklardan L. garvieae suslarini izole ederek tanimlamustir. izole
edilen suslarin Gram-pozitif, hareketsiz, yuvarlak ve beyaz renkli koloniler olusturdugu,
suslarm fermentatif, arjinin dihidrolaz pozitif iken lizin ve ornitin dekarboksilaz negatif
oldugunu, kanli vasatta alfa hemoliz olusturdugunu rapor etmistir. Suslarm ONPG
pozitif, amilaz1 hidrolize etmedigi, farkli oranda NaCl (%0-8) igeren sivi besiyerinde ve
4°C- 35°C arasi sicakliklarda gelisme gosterdigini bildirmistir.

Ortega vd. (2020) yaptiklar1 ¢alismada Meksika ve Michoacan Eyaletindeki
alabalik isletmelerinden izole ettikleri L. garvieae suslarinin beyaz renkli, diiz yuvarlak
koloni olusturdugunu, suslarn  Gram-pozitif, hareketsiz, katalaz ve oksidaz
reaksiyonlarinin negatif oldugunu, tiyosulfat-sitrat-safra tuzlari-sikroz (TCBS) ve
MacConkey agarda gelisme gostermedigini tespit etmistir.

Korun vd. (2021) 82 tane L. garvieae susunu izole ve identifiye etmistir. Bakteri
kolonilerinin beyaz renkli oldugunu ve suslarin Gram-pozitif, oval-kok seklinde olup,
fermentatif ve sitokrom oksidaz ve katalaz testlerinin ise negatif oldugunu bildirmistir.
Suslarmin farkli sicaklik derecelerinde (4-37°C) ve %0, %2, %4 ve %6.5 NaCl gibi
farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme gosterdigini suslarin metil kirmizis1 (MR) test
sonuglart pozitif iken indol, H.S, amilaz, jelatinaz ve Voges Proskauer (VP) test
sonuglarinin negatif oldugunu bildirmistir.

Caligmada liyofilize durumdaki L. garvieae suslarinin canlandirma islemleri
sonucunda BHIA da 25 £ 2°C de 24-72 saatlik inkiibasyon siresi sonunda 0.5-1 mm
capinda, beyaz renkli ve yuvarlak koloniler olusturdugu tespit edilmistir. L. garvieae
suslart Gram-pozitif kok sekilli, hareketsiz, sitokrom oksidaz ve katalaz negatif,
fermantatif oldugu tespit edilmistir. Suslar kanli vasatta a-hemolitik iken MacConkey
besi ortaminda gelisme gostermedigi bulunmustur. MR ve VP pozitif, nitrat indirgeme
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negatif, H2S negatif, indol liretemedigi, amilaz ve jelatinaz enzimlerini tretmedikleri, 4
ila 37 °C sicakliklarda gelisebildikleri, %0 ila %6 NaCl dahil farkli tuzluluk oranlarinda
gelisme gosterdikleri belirlenmistir. Suslar arjinini dihidrolize ederken lizin ve ornitini
dekarboksile etmedigi, glukoz, galaktoz, mannitol, sorbitol, D-mannoz gibi sekerlerden
asit tiretirken laktoz, siikroz, arabinoz gibi sekerlerden asit iiretmedigi tespit edilmistir.

Mevcut calismada kullanilan bakteri suglarmin morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal test sonu¢larma gore, L. garvieae olarak tanimlanmistir. Suslarin
fenotipik Ozellikleri yukarida belirtilen arastirmacilarn L. garvieae susu igin
bildirdikleri fenotipik 6zelliklere benzerlik gosterdigi anlasilmistir.

Dolgun (2015) ¢alismasinda L. garvieae suslarmin antibiyotik duyarlilik test
sonuglarma gore suslarin amoksisilin-klavulanik asit, florfenikole duyarli oldugunu
ancak oksasilin, sefaperazon, ampisilin, penisilin G, gentamisin, kloksasilin, eritromisin
ve metisiline direng gosterdiklerini tespit etmistir.

Hanci ve Onuk (2018) ¢alismalarinda tiim L. garvieae suslarinin flumekuin,
oksolonik asit, gentamisin, neomisine direncli oldugunu florfenikol, sefoperazon,
amoksisiline ise duyarli oldugunu bildirmistir.

Korun vd. (2018) calismalarinda izole ettikleri 55 L. garvieae Susunun
trimetoprim, flumekuin, kanamisin, streptomisin, basitrasin, ampisilin, oksitetrasiklin ve
furazolidona kars1 direncgli oldugunu tespit etmistir.

Altan ve Korun (2021) 75 L. garvieae susunun antibiyotik duyarlilik testi
sonuclarma gore ampisiline direncli iken tetrasiklin ve basitrasine ise duyarli oldugunu
rapor etmistir.

Korun vd. (2021) yaptiklar1 bir galismada izole ettikleri L. garvieae suslarinin
ampisilin, nalidiksik asit, nitrofurantoin, oksolinik asit ve siilfametoksazole kars1
diren¢li oldugunu ancak suslarin hepsinin amoksisilin, enrofloksasin, florfenikol ve
kloramfenikole duyarli oldugunu bildirmistir.

Mevcut ¢aligmada L. garvieae suslarmin antibiyotik duyarlilik test sonuglari
degerlendirildiginde, tim suslarin oksasilline direngli oldugu anca enrofloksasine diyarli
oldugu tespit edilmistir. Suslarin oksasillin ve enrofloksasin disindaki diger
antibiyotiklere duyarliliklar1 susa bagli olarak degisiklik gostermistir.

Dolgun (2015) tarafindan bildirilen bulgulara benzerlik gdsterdigi anlasilmistir.
Hanc1 ve Onuk (2018), Korun vd. (2018), Korun vd. (2021), Altan ve Korun (2021)
arafindan bildirilen bulgulardan farkli oldugu tespit edilmistir.

Baliklar i¢in patojen bakterilerin varhigi, enfekte olan baliklarm i¢ ve dis
organlarindan ya da dokularindan besiyeri ylizeyine ekim yapilarak tespit edilir. Ekim
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sonrasi birka¢ giinii bulan inkiibasyon sonunda gelisme gosteren bakterilerin fenotipik
ozelliklerine gore smiflandirilir. Bu yontem yogun is giicii ve zaman almakla birlikte
sonuclarin elde edilmesi uzun siireli olmaktadir. Mikroorganizmalarin genetik
ozelliklerini belirleyen teknikler gelistirilmistir. PZR teknigi bu yontemler arasida hizl
sonu¢ vermektedir. PZR yontemi patojenik bakterilerin belirlenmesinde kullanilan
yontemler arasinda yer almaktadir (Altan 2019).

Dolgun (2015) ¢alismasinda gokkusagi alabaligindan L. garvieae suslarini izole
etmistir. PLG-1 ve PLG-2 primer c¢iftinin kullanildig1 PZR caligmas1 sonucunda 100
baligm 34’tinde L. garvieae susunu identifiye edildigini bildrmistir.

Hanc1 ve Onuk (2018) ¢alismasinda Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan gokkusagi
alabalig1 isletmelerinden 25 L. garvieae susunu identifiye etmistir. Suslar1 identifiye
etmek amaci ile PLG-1 ve PLG-2 primer ¢iftini kullanarak L. garvieae i¢cin PZR
yontemini kullanmiglardir. PZR sonuglarina gore suslarin 1100 bg¢’lik amplifikasyon
verdigini tespit etmistir.

Altan ve Korun (2021) yaptiklar1 c¢alismada 47 bakteri susunu Klasik
biyokimyasal testleri kullanarak L. garvieae olarak tanimlamistir. Biyokimyasal
testlerin dogrulugunu teyit etmek icin PLG-1 ve PLG-2 primer ¢iftini kullanmistir.
Yapilan PZR calismasi sonucunda 1100 bg’lik tek bir bant olusumu gézlenmistir.

Ayni arastirmacilar, L. garvieae suslarmin tanimlanmasinda PLG-1 ve PLG-2
primer ¢iftinin tanimlamadaki dogrulugunu ortaya koymak amaci ile 25 susa SA1B10-F
ve SA1B10-R primerlerini kullanarak PZR teknigini uygulamistir. Yapilan PZR
calisgmasinda 3’i negatif 22’si pozitif sonug elde edilmistir. Calismada negatif sonug
veren suslarin PLG-1 ve PLG-2 primer ¢iftinin kullanildigi PZR ¢alismasinda ise pozitif
sonug verdigini bildirmistir.

Bu calismada 10 susa PZR teknigi uygulanarak c¢ogaltilan DNA &rnekleri jel
elektroforez de yiritilmistir. PLG-1 ve PLG-2 primer c¢iftinin kullanildigi PZR
calismasi sonucunda agaroz jel de 10 sus 1100 bg’lik amplifikasyon vermistir. SA1B10-
F ve SA1B10-R primerleri ile yapilan PZR sonuglarina gére 3 sus i¢in negatif 7 sus i¢in
pozitif sonug¢ elde edilmistir. Mevcut ¢alismada L. garvieae’nin PLG-1 ve PLG-2
primer ¢ifti ile SA1B10-F ve SA1B10-R primerleri kullanilarak yapilan PZR ¢alismasi
sonuglart Aoki vd. (2000) ve Altan ve Korun (2021) tarafindan bildirilen bulgularina
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Virtlanstan sorumlu genler, hastalik olusturma ve patojeniteyi etkilemektedir.
Hemolizinler bakterilerin viriilansinda etkilidir. Hyll, hylll, hyllll genleri hemolitik
etkinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Miyauchi vd. 2012; Tiire ve Altinok 2016).
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Tire ve Altinok (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada farkli kaynaklardan ve
lokasyonlardan izole ettikleri toplam 34 L. garvieae susunda hlyl, hlyll ve hlylll
genlerinin tagidigmi bildirmistir.

Teker vd. (2018) ¢alismasinda toplam 21 L. garvieae susu kullanmistir. Daha
onceki caligmalardan hasta gokkusagi alabaliginin kalp, karaciger, bobrek, kan ve dalak
orneklerinden 19 sus ve enfekte bir insandan 1 sus izole edip kemdi tez ¢alismasinda
kullanmistir. Subklinik mastitisli mandalardan izole edilen L. garvieae susu ile
Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC 43921)’'ndan temin edilen 1 susu
caligmalarina dahil etmistir. Calismada 20 L. garvieae susundan 522 bg biiytikligiinde
hlyl genini amplifiye etmistir. Ayrica tiim suglarin 796 b¢ uzunlugunda hlyll genini
tagidig1 tespit etmistir. Bes sus disindaki 16 susun 549 b¢ uzunlugunda olan hlylll
genini tagidigini bildirmistir.

Yapilan bu ¢aligmada 10 L. garvieae susunun hlyll ve hlylll genlerini tasidigi
belirlenmistir. 8 L. garvieae susunun hlyl genini tasidig1 belirlenmistir. iki susun hlyl
genini tagimasi bos alel (null allele) eldesinden ya da primer baglanma bdlgesindeki
varyasyon nedeniyle PZR iiriiniiniin olmadigini1 diisiindiirmektedir. Calisma sonuglari
Tiire ve Altinok (2016) ve Teker vd. (2018) tarafindan bildirilen bulgulara benzerlik
gosterdigi anlagilmistir. Hemolizden sorumlu hyll geninin Tiire ve Altinok (2016)
tarafindan bakteri virulansi ile iligkili olabilecegi bildirilmis olup mevcut ¢alismada da
onceden laktokokkozisden etkilenen baliklardan izole edilen ve ¢alisma mataryelini
olusturan 10 L. garvieae susunun 8’inden bu viriilans geninin tespiti Tiire ve Altinok
(2016) tarafindan bildirilen bulguyla destekledigi anlagilmistir.

Gram-pozitif bakteriler, ¢ok katmanli peptidoglikan yapida kalin bir hicre
duvarina sahiptir. Bu yap1 peptidoglikana dogrudan bagli olan teikoik ve lipoteikoik
asitlerden olusur (Marraffini vd. 2006; Tiire ve Altinok 2016). LPXTG genleri Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae ve L. garvieae gibi
bircok Gram-pozitif bakteriden izole edilen peptidoglikana kovalent olarak baglanan bir
ylzey proteinidir. Bakteriyel virilansta LPXTG proteinlerinin 6nemli etkileri vardir
(Mariscotti vd. 2012; Miyauchi vd. 2012; Perez-Dorado vd 2012).

Tiire ve Altmok (2016) yaptiklar1 ¢alismada 34 L. garvieae susunun adhPav,
adhCl, adhCll ve adhPsaA genlerine sahip oldugunu ancak 3 susun adh genini
tagimadigini  bildirmistir. Ayrica arastirmacilar ¢alismalarinda suslarin %37'sinde
LPXTG-1 ve LPXTG-4 genlerinin bulundugunu, tim suslarda ise LPXTG-2 ve LPXTG-
3 genlerinin bulundugunu belirterek 4 tip LPXTG genini tanimlamustir.

Teker vd. (2020) L. garvieae suslarinda adhPsaA, LPXTG-2, LPXTG-3 ve
LPXTG-4 genlerinin varligmni arastirdiklar1 ¢aligmalarinda 21 sustan 15’inin adhPsaA
genini, 6’sinin LPXTG-2 genini, 20’sinin LPXTG-3 genini tagidigini ve tiim suslarda
LPXTG-4 geninin bulundugunu bildirmistir.
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Bakteriler tarafindan iiretilen adezin genleri konak-patojen iliskisini etkileyen
virulans faktorlerinden birisidir. L. garvieae’nin adezyon ile iliskili alt1 geni (adhPsaA,
adhPav, LPxTG-1, LPxTG-2, LPxTG-3, LPXTG-4) mevcut calismada kullanilmistir.
Calisma sonuglarina 10 susun adhPsaA ve adhPav virllans genlerini tasidig1 ancak bazi
suslarin ise LPXTG-1 ve LPXTG-3 genlerini tasimadiklar1 belirlenmistir. LPXTG-2 ve
LPXTG-4 ise tim suslarda ¢ogaltilamamistir. Calisma sonuglar1 Tiire ve Altinok (2016)
ve Teker vd. (2020) tarafindan bildirilen bulgular ile benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir.

Slperoksit dismutazlar (SOD); superoksit radikallerinin oksijen ve hidrojen
peroksite donilistimiinii katalize eden enzimlerdir (Tire ve Altinok 2016). Ture ve
Altmok (2016) yaptiklar1 ¢calismada 34 L. garvieae susunda SOD virlilans geninin
varhigmi arastirmistir. Arastirma sonucuna gore 34 susun hepsinde SOD geninin
bulundugunu tespit edilmistir.

Bu calismada L. garvieae suslarmda SOD geninin varhigi ¢aligilmis olup toplam
10 izolatin 9’unun bu geni tasidig1 ancak 1 tanesinin ise tasimadigi tespit edilmistir.
Elde edilen bulgular Tiire ve Altinok (2016)’un bulgulari ile benzerlik gostermektedir.

Fibronektin baglayici proteinler (fbp), esas olarak Gram-pozitif kok yiizeyinde
bulunan hiicre dis1 matrisin (ECM) ylizey reseptorleri olarak tanimlanir (Abdelfatah vd.
2015; Eraclio vd. 2018). Abdelfatah vd. (2015) ¢aligmalarinda siit ve siit {irinlerinden
izole ettikleri L. garvieae suslarinda fbp geninin varligini arastrmustir. Calisma
sonuglarina gore 6 L. garvieae susundan 4 susun bu geni tasidigini tespit edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda 10 L. garvieae susundan 8’inin fbp genini tasidigi ancak 4
susun bu genden yoksun oldugu bulunmustur. Elde edilen sonuclar Abdelfatah vd.
(2015)’in bulgularina benzerlik géstermektedir.
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6. SONUCLAR

L. garvieae’de bazi viriilans genlerinin tespitinin amaglandigi bu tez
calismasinda asagida yer alan sonuglar elde edilmistir.

1- Calismada kullanilan 10 sus fenotipik yonden homojenlik gostermistir.

2- Calismada kullanilan 10 L. garvieae suslarima PLG-1 ve PLG-2 primer cifti
kullanilarak PZR teknigi uygulanmistir. Suslarm hepsi pozitif sonu¢ vermistir.

3- SA1B10-1-F ve SA1B10-1-R primer ¢iftinin kullanildig1 PZR tekniginde 10 sustan
4’1 negatif, 6’s1 pozitif amplifikasyon vermistir.

4- Suslarin antibiyotik duyarhliklar1 degerlendirildiginde tiim suslar oksasilline direncli
oldugu, enrofloksasine duyarli oldugu, bunlarin digindaki antibiyotiklere ise duyarlik ve
direng durumlarinin degistigi sonuglari elde edilmistir.

5- Adezyon gen kiimesi incelendiginde tiim suslarin adhPav (adhesinPav) ve adhPsaA
(adhesinPsaA) genlerini tasidigi tespit edilmistir.

6- LPXTG-1 geni i¢in 9’u pozitif 1’i negatif, LPXTG-2 ve LPXTG-4 igin tum sular
negatif, LPXTG-3 i¢inse 8 sus pozitif iken 2 sus negatif oldugu bulunmustur.

7- Hemolizin virtlans genleri icin 8 L. garvieae susunda hlyl pozitif iken 2 susta hlyl
viriilans geninin bulunmadig tespit edilmistir. Calismada kullanilan tiim suslarmn ise
hlyll ve hlylll virtilans genlerini tasidig belirlenmistir.

8- Calismada kullanilan 10 L. garvieae susundan 8’inde fibronektin baglayici protein
(fbp) genini tasidigi tespit edilmistir.

9- Coklu virtilans faktorlerinin kombinasyonu L. garvieae izolatlarinin belki de daha
yuksek patojenite gdstermesine olanak vermektedir.
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