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ONSOZ

Bu arastirma, Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Su
Uriinleri Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans Tezi olarak iiretilmistir. Bu tez ¢aligmasiin
konusu “Gokkusagi Alabaligindan (Oncorhynchus mykiss) Izole Edilen Lactococcus
garvieae Izolatlarinin Antimikrobiyal Profillerinin Belirlenmesi” {izerine olup Dogu
Karadeniz Bolgesi’nde kiltiirii yapilan gokkusagi alabalik (Oncorhynchus mykiss)
ciftliklerinde yaz aylarinda suyun sicakligina bagli olarak termal stres sonucu ortaya ¢ikan
enfeksiyonlardan izole edilen kok etkenlerinin farkli yontemler ile tanimlanmasi
yapildiktan sonra, hastaligin tedavisinde kullanilabilecek antimikrobiyel maddelerin tespiti

icin disk diffiizyon yontemi ile antimikrobiyal hassasiyetinin belirlenmesi amaclanilmastir.

Kiiltiir balik¢iliginda tiretimi sinirlandiran en 6nemli etkenlerden bir hastalik
problemleridir. Baliklarda goriilen enfeksiyonlarin ¢ogunlugunu g¢evresel sartlara bagh
strese nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Cevresel sartlarda meydana gelen olumsuzluklar
ozellikle yaz aylarinda su sicaklifinda meydana gelen artis sonucu olusan stres nedeniyle
yetistiriciligi yapilan havuz ve kafes sistemlerinde toplu Oliimler ¢ogunlukla kok
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu da siirdiiriilebilir tretimde diislislere neden
olmaktadir. Bu ¢aligmada yaz aylarinda kitlesel dliimlere neden olan hastalik etkeni
Lactococcus garvieae etkenin varligi tespit edilmeye galisilmis ve hastaligin bertaraf
edilmesi i¢in uygun antibiyotiklerin kullanilmasi i¢in antibiyogram testleri yapilmistir. En

etkili oldugu tespit edilen antibiyotikler {ireticiye tavsiye edilmistir.

Yiiksek lisans tez calismalarim esnasinda yardim ve bilgi birikimini benden
esirgemeyen hocam Sayin Prof. Dr. Fikri BALTAya, Zeynep DENGIZ BALTAya ve bu
siiregte manevi desteklerinden dolayr annem Nuriye KARATAY ve babam Siileyman
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OZET

GOKKUSAGI ALABALIGINDAN (Oncorhynchus mykiss) iZOLE EDILEN Lactococcus
garvieae IZOLATLARININ ANTIMiKROBiYAL PROFILLERININ BELIRLENMESI

ismail KARATAY

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi

Damismani: Prof. Dr. Fikri BALTA

Bu ¢alismada, 2014 Ocak ve 2017 Eyliil tarihleri arasinda Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki 12 farkl
gokkusagi alabalik c¢iftliklerinden baliklar toplanmigtir. Hastaliklt gokkusagi alabaliklarindan
(Oncorhynchus mykiss) 100 adet bakteri susu izole edilmistir. Tiim izolatlarin tanimlanmasi
geleneksel testler, API 20 strep testi ve PZR testi kullanilarak gerceklestirilerek yapilmistir. Pozitif
kontrol olarak ATCC 43921 referans susu kullamlmistir. API 20 strep test sonuglarina gére izole
edilen 100 bakteriden 65 tanesi Lactococcus garvieae oldugu belirlenmistir. PZR testi L. garvieae
tiirii icin spesifik olan pLG-1 ve pLG-2 referans genleri (16S rRNA) kullanilarak belirlenmistir.
Calismanin sonucunda, gokkusagi alabaliklardan izole edilen 100 sustan 68 adet L. garvieae oldugu
teyit edilmigtir. Lactococcus garvieae suslarina yapilan antibiyogram test sonuglarina gore
sulfamethoksazol, streptomisin ve sulfametoksazol+trimetoprim’e %100, ampisilin’e % 94.2,
oksitetrasiklin %72.5, eritromisin’e % 55.07 ve oksolinik asit % 43.5 direngli oldugu, fakat
enrofloksasin % 26.09, doksisikline %20,3, amoksiklin ve florfenikol % 8.7 daha az diizeyde direng
tespit edilmistir. Hastaligin tedavisinde tireticiye antibiyogram test sonuglarina gére en etkili olan

antibiyotiklerden florfenikol amoksiklin ve doksisiklinden birinin kullanilmasi 6nerilmistir.

2019, 35 sayfa

Anahtar Kelimeler: Alabalik, L. garvieae’nin tanimlanmasi, antimikrobiyal hassasiyet.



ABSTRACT

ANTIMICROBIAL PROFILES DETERMINATION OF Lactococcus garvieae STRAINS
ISOLATED FROM RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss)

ismail KARATAY

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Fisheries
Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Fikri BALTA

In this study, fish were sampled from 12 different fish farms in Eastern Black Sea Region between
January 2014 and September 2017. It was isolated hundred bacteria isolates from diseased rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss). All isolates identification were carryed out using conventional tests,
API 20 strep tests and PCR tests. ATCC 43921 reference strain was used as a positive control.
According to results of the API 20 strep test, it was determined that 65 isolates from 100 bacterial
isolates were Lactococcus garvieae. The PCR assay was determined using the reference genes pLG-
1 and pLG-2 (16S rRNA) specific for the L. garvieae species. As a result of the study, it was
confirmed that there were 68 L. garvieae from 100 strains isolated from rainbow trout. The antibiotic
susceptibility test results showed that L. garvieae isolates were resistant %100 to streptomycin,
sulfamethoxazole and sulfamethoxazole+trimethoprim, 94.2% to ampicillin, 72.5% to
oxytetracycline, 55.07% to erythromycin and 43.5% to oxolinic acid, 26.09% to enrofloxacin, %
20.3 doxycycline, 8,7% to amoxicillin and florphenicol. According to the antibiogram test results,
one of the most effective antibiotics florfenicol, amoxycline and doxycycline was recommended to

the fish farmers for the treatment of the disease.

2019, 35 pages

Key words: Rainbow trout, identification of L. garvieae, antimicrobial susceptibility.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Ulkemizde niifus artisina paralel olarak hayvansal protein ihtiyaci her gecen giin
artmaktadir. Biiylik bas hayvan iiretiminin bu talebi karsilayamamasi nedeniyle, kanath
tiretimine egilim artmustir. Fakat tiiketici taleplerindeki egilimler nedeniyle bu tiretiminde
protein ihtiyacin1 tamamen karsilayamadig1 bir gercektir. Ulkemizde ozellikle 1980°li
yillardan sonra iireticilerin akuakiiltiire goniil vermesi, bilimsel arastirmalarin artmasi,
akuakiiltiirde stirdiiriilebilirligi saglamak i¢in devlet destegi ve tiiketici taleplerinin siirekli
artmas1 son yillarda akuakiiltiir sektdriiniin hizli biiyiimesine neden olmustur. Ulkemizde
gokkusag alabaligi (Oncorhynchus mykiss; O. mykiss) kiiltiirii yapilan 6nemli bir tiir olup
ozellikle i¢ su balik {iretiminin biiyiik bir kismini olusturmaktadir. Ulkemizde 1970’1i
yillarda yurtdisindan yumurta getirilmesi ile baglayan alabalik {iretimi, son yillarda iilkemiz
geneline yayilmis ve sayilar1 1000°1 agkin isletme ile devam etmektedir. Dogu Karadeniz
Bolgesi’ndeki baraj gollerinde ve denizel ortamda yiizer ag kafeslerde kis aylarinda su
sicakliginin gokkusagi alabaliklarinin bliylimesine uygun olmasi ile 1-2 kg agirliga ulasan
baliklar i¢ piyasadaki talebi karsilamada biiylik 6nem arz etmektedir. Ayrica, son 3-5 yil
icinde 2-5 kg agirligina ulastirilan baliklar ile de dis piyasadaki (Japonya, Rusya, AT
Ulkeleri ve Bazi1 Arap iilkeleri vs.) talepler karsilanmaya calisiimaktadir. Bu bilyiimeye
paralel olarak baliklarin metabolitleri ve gevresel kirleticilerin etkileri, yogun kiltiir
sartlarinda ig¢inde yasayan baliklarda stres faktori ile birlikte immun sistemin

baskilanmasina, dolaysiyla hastalik problemlerini de beraberinde getirmistir.

1.2. Balik Hastahklar:

Baliklar akuatik ortamda yasayan canlilardir. Akuatik ortamda meydana gelen
degisimler, etki eden maddenin miktarina gore baliklarda toplu 6liimlere neden olabilecegi
gibi diisiik dozlarda siirekli maruz kalinan durumlarinda ise baliklarin strese maruz
kalmalarina neden olmaktadir. Baliklar i¢inde bulunduklari sucul ortamin olumsuz
etkilerinden dogal durumlarda kagarak kurtulurken, yetistiricilik sistemlerinde (akvaryum,
havuz veya kafes) hapis edildiklerinden kirleticilerin etkilerinden kagip kurtulamazlar. Bu

durum baliklarda ¢esitli biyokimyasal maddelerin salgilanmasina neden olmaktadir.



Salgilanan en 6nemli Kimyasal maddelerin basinda kortikosteroidler ve katesolaminler
gelmektedir. Bu maddelerin salgilanmasi (stresin primer etkisi) viicuddaki ¢esitli organ ve
doku hiicrelerine etki ederek birgok biyokimyasal olay (stresin ikincil etkisi) meydana
getirmektedir. Buda baliklarda bagigiklik sistemi organlari iizerine etki ederek
immunosupresyona (immun baski) neden olarak baliklarin hastalanmasina sebep
olmaktadir. Bu gibi durumlarda baliklar hastaliklara duyarli hale gelmektedir. Baliklar,
insanlar ve omurgali hayvanlarda oldugu gibi bakteriyel, viral, praziter ve fungal
hastaliklara maruz kalmaktadir. Ayrica, beslenmeye (amino asit, vitamin ve minaral

eksiklikleri) bagl balik hastaliklarida gériilmektedir (Dengiz Balta, 2010).

1.2.1. Bakteriyel Balik Hastaliklar1

Akuakiiltiirde birim hacimden kar1 maksimize etmek i¢in havuz ve kafes
sistemlerinde baliklarin yogun bir sekilde stoklamasi hedeflenilmektedir. Bu durum
baliklarin beslenmesi igin kullanilan yemlerin, yenilmeden havuzun dip kisminda veya
kafes dibindeki sedimentte birikmesine, baliklarin yogun yemlenmeye bagl olarak tam
sindirmeden yemleri digkilanmasina ve diger metabolitlerin sucul ortamdaki bakterilerin
iiremesi i¢in uygun ortam hazirlanmasina neden olmaktadir. Akuakiiltiir yapilan ortamin
su sicakhigindaki artis, kafes veya havuzlardaki su sirkiilasyonunun yeterli olmamasi
bakterilerin hizl1 bir sekilde liremesine neden olmaktadir. Boyle ortamlardaki baliklarda su
sicakligina bagl olarak suyun oksijen degerlerindeki diisiis, suyun pH degerlerindeki artis
nedeniyle (alkolozis) veya azalis nedeniyle (asidozis) ani olimler meydana
gelebilmektedir. Bu durum, balik yetistiriciligi siirdiiriilebilirligini etkileyerek biiyiik
ekonomik kayiplara neden oplmasi yiiziinden akuakiiltiirdeki verimliligi disiirmektedir.
Baliklarda bakteriyel primer patojen olarak Aeromonas salmonicida ve Renibacterium
salmoninarum etkenlerinin hastalik yapmis oldugu bildirilmistir. Bunlarin digindaki
bakteriyel balik patojenleri sekunder etkenlerdir ki, cogunlukla proteolitik kabiliyete sahip,
baska bir hastaligin (parazit, mantar, viriis vs) varliginda balikta hastaliga neden olabilen
bakterilerdir. Proteolitik heterotrof bakteriler, 6lmek tizere olan baliklara hiicum eden ve
bazi baliklara ¢ok miktarda enjekte edildiginde konakgida oliimlere sebep olan
bakterilerdir. Baligin igerisinde yasadigi akuatik ortam hemen hemen her tiirlii

mikroorgamizmayi i¢inde barindirdigi, ¢esitli faktdlere bagli baliklarda meydana gelen



stresle birlikte fakiiltatif veya oprtunistik patojenlerin baliklarda hastalik salginlariin
ortaya ¢ikmasina sebep oldugu bildirilmistir (Sindermann, 1990).

1.2.2. Gokkusag1 Alabahg Ciftliklerinde Lactococcocus garvieae Enfeksiyonu

Diinyada ve iilkemizde son yillarda 6zellikle su sicakliginin yiikseldigi yaz aylarinda
baliklarda kok enfeksiyonunun hastalik olusturdugu ve Kitlesel 6liimlere neden oldugu
cesitli kaynaklarda rapor edilmistir. Hastalik ilk defa 1974 yilinda Japonya’da kiiltiirii
yapilan sarikuyruk (Seriola quinqueradiat) baliklarinda en 6nemli hastalik etkenlerinden
biri olarak bildirilmistir (Kusuda vd., 1991; Cagirgan ve Tanrikul, 1997; Kusuda ve Salati,
1999). Baliklarda kok hastaligi etkeni olan Lactococcocus garvieae (=Synonim
Enterecoccus seriolicida)’nin neden oldugu enfeksiyonlar (Streptococcozis veya
Lactococcozis) diinyanin farkli cografik bolgelerindeki tatli su ve tuzlu su deniz balik
tiirlerinde yaygin olarak hastalik olusturdugu rapor edilmistir (Toranzo vd., 1994; Elder ve
Ghittino, 1999; Muzquiz vd., 1999; Chen vd., 2001). Lactococcocus garvieae (L. garvieae)
enfeksiyonunun Ispanya, Italya, Portekiz, Ingiltere, Fransa, Avustralya, Giiney Afrika ve
Asya ilkelerindeki gokkusagi alabaligi (O. mykiss) ciftliklerinde goriildiigi rapor
edilmistir (Cagirgan ve Tanrikul, 1997; Elder ve Ghittino, 1999; Chang vd., 2002;
Cagirgan, 2004; Tire vd., 2012). Hastalik etkenin zoonoz karekter gosterdigi ve
insanlardaki gesitli hastalik vakalarindan izole edildigi bildirilmistir (Zlotkin vd., 1998;
James vd., 2000; Mofredj vd., 2000; Vela vd., 2000; Yiu vd., 2007). Onceden
Streptococcus garvieae olarak tanimlanan L. garvieae, orjinelinde Ingilterede mastitisli
ineklerden izole edilmistir (Collins vd., 1983). insanlarda L. garvieae ile enfekte ¢ig balik
tiketilmesiyle sporadik vakalar rapor edilmistir (Wang vd., 2007). Streptococcozis
enfeksiyonlarmin iilkemizde ise 2001 yilinda Ege Bolgesindeki gokkusagi alabaligi
isletmelerinde ortaya ¢iktig1 ve yliksek mortaliteye neden oldugu bildirilmistir (Cagirgan
ve Tanrikul, 1997; Diler vd., 2002; Altun vd., 2004). Ulkemizde gokkusag: alabaligi
isletmelerinde son yillarda ortaya ¢ikan L. garvieae enfeksiyonlart hizli bir yayilim
gostermis ve biiylik ekonomik kayiplara neden olmustur. Bolgemizde, ozellikle yaz
aylarinda su sicakligindaki artis1 ile birlikte dere ve baraj gollerinde kiiltiirii yapilan her
boy gokkusagi alabaliklarinda kok (L. garvieae) enfeksiyonlarina rastlanilmaktadir (Tiire
vd., 2012; Balta, 2017; Balta ve Dengiz Balta, 2018; Balta ve Dengiz Balta, 2019). Bu

arastirma ile hastalik etkeninin izolasyonu, idendifikasyonu, antimikrobiyel hassasiyet testi



ve kontamine ciftliklerin belirlenmesi amag¢lanmustir. Hastalik etkeni olan bakterinin
tanimlamasinda klasik biyokimyasal testler yan1 sira API 20 strep Kitleri ve PZR test ile

tanimlanmas1 planlanmistir.

Ulkemizde kiiltiirii yapilan gokkusagi alabalik yavru ve porsiyonluk boydaki
baliklarda 6zellikle su sicakligina bagli olarak yaz aylarinda ortaya ¢ikan ve toplu 6liimlere
neden olan kok enfeksiyonu etkeni L. garvieae, yiiksek su sicakligi yani sira yogun
stoklama, diisiik su kalitesi (pH, amonyak, nitrit, vs) ve strese bagli olarak ortaya
cikmaktadir. Bazi enfeksiyonlarda yogun stoklamaya ve suyun organik yiikiine bagli olarak
%90’a varan Oliimler nedeni ile biiyiikk ekonomik kayiplar goriilmektedir. Gokkusagi
alabalig ciftliklerindeki hastalik vakalarindan %35 koyun kani ilave edilmis Kanli Agarda
izole edilen izolatlar API strep test kitleri ile biyokimyasal testleri yapilmistir. PZR metodu
ile dogrulugu teyit edilmistir. Hangi ciftliklerin kok enfeksiyonu yoniinden kontamine

oldugu bu ¢alisma ile ortaya konulmustur.

Bu tez calismasinda, 6 aylik proje siiresince Trabzon, Rize, Artvin, Glimiishane,
Ordu, Sivas ve Erzurum il sinirlari igerisinde bulunan gokkusagi alabalig ciftliklerinde her
boy baliklarda hastalik etkeni izole edilmistir. Izole edilen etkenlerinin kok etkeni olan L.
garvieae olup olmadigi tespit edilmeye ¢alisilmistir. Enfeksiyonun patlak verdigi
ciftliklerde baliklarin tedavisi ve meydana gelen Oliimleri durdurularak ekonomik
kayiplarin asgari dlgiide tutulmast i¢in antibiyogram testleri yapilmigtir. Antibiyogram test
sonucuna gore tedavide kullanilmas1 gereken antibiyotikler belirlenmistir. Bununla birlikte
bolgedeki ¢iftliklerde kok enfeksiyonunun tedavisinde kullanilan antibiyotiklere karsi ne
olgiide direng gelisip gelismedigi tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasi ile birlikte Trabzon,
Rize, Artvin, Glimiishane, Ordu ve Erzurum il sinirlari i¢erisindeki alabalik ¢iftliklerindeki
kiiltliri yapilan her boy gokkusagi alabaliklarinin 6 aylik siire igerisinde meydana gelen

kok enfeksiyonlarinin varhigi tespit edilmeye c¢alisiimistir.

Ulkemizde bu giine kadar; Kubilay vd. (2005), L. garvieae suslarinda antimikrobiyal
duyarhiliklarinin belirlenmesi, Tiire vd. (2012), Pulsed-Field Jel Elektroforez (PFGE)
metodu kullanilarak L. garvieae’nin genetik ¢esitliliginin ve yayiliminin belirlenmesi,
Oztiirk vd., (26) Orta Karadeniz Boélgesinde gdkkusag: alabaliklarinda antimikrobiyal
hassasiyeti ve hastalik etkenini, Tiire vd. (2012), Dogu Karadeniz Bolgesindeki gokkusagi



alabaliklarinda L. garvieae etkeni ve antimikrobiyal duyarliligi, Cagirgan (2004),
Tiirkiye’den izole edilen L. garvieae 'larin biyotiplendirilmesi, Kav ve Erganis, (2007) ise
Konya Bolgesinde bulunan gokkusagi alabaligi (O. mykiss) ciftliklerinden L. garvieae
izolasyonu, identifikasyonu ve fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesi, Aksit ve Kum, (2008)
gokkusagi alabaliklarinda sik goriilen patojen mikroorganizmalarin tespiti ve antibiyotik
duyarhlik diizeylerinin belirlenmesi gibi ¢alismalarin yapilmis olmasina ragmen hastalik
etkeninin antibiyotiklere karsi ¢ok cabuk direng¢ kazanmasi ve hizli yayilim gostermesi

nedeniyle yeni arastirmalarin yapilmasini zorunlu hale getirmektedir.

Kok enfeksiyonun tedavisinde en etkili ve ucuz olan antibiyotigin belirlenebilmesi
icin antibiyogram test sonug¢larinin yapilmast ve bu sonuglara gore uygun kemoterapotik
maddelerin kullanilmasinin 6nerilmesi gereklidir. Eger hastalik etkeni erken teshis edilip
uygun tedavi yapilmaz, gerekli Onlemler alinmaz ve dogru antibiyotik etkin dozda
kullanilmaz ise direngli suslar ortaya ¢ikabilir ve buna bagh olarak biiyiikk ekonomik
kayiplar goriilebilir. Kok etkeninin baliklarda hastalik olusturmasi yani sira siit ineklerinde
mastitiste neden oldugu bildirilmis ve kontamine ¢ig balik et yemekle insanlarda L.
garvieae nin enfeksiyon yaptig1 6zellikle kemik dokuda ve kalp gibi organlarda hastalik

olusturmasinin bildirilmesi patojenin 6nemini bir kez daha 6n plana ¢ikarmaktadir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Balik Ornekleri

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde karasal havuzlarda ve baraj gollerinde yilizer ag
kafeslerde yetistiriciligi yapilan 12 farkli gokkusagi alabaligi isletmesinden 2012-217
yillar1 arasinda toplandi. Orneklemeler su sicakligmin 18°C’nin iizerine ¢iktig1 yaz
aylarinda haftalik peryotlar halinde yapildi. Ornekleme esnsainda makroskopik olarak
ozellikle renkte kararma ve ekzofthalmus gibi semptomlar gosteren baliklarin se¢ilmesine
ozen gosterildi. Her bir 6rnekleme esnasinda hastalik olan havuzlardan 5’er adet balik
alindi. Bir Orneklemede bir c¢iftlikten en az 10 balik ayda 4 Ornekleme
yapildi(12x10x4=480 balik) yapildi. Baliklar 2-phenoxy ethanol ile derin anestezi altinda
alinmis ve soguk zincir altinda 8-12 saat i¢inde laboratuvara getirildi. Yapilan nekroskopi
sonucunda bagirsaklarin boylu boyuna hemorajik olmasi, yine hava kesesi lizerinde yaygin
kanamalarin bulunmasi, karacigerde farkli derecede goriilen renk degisimleri, karaciger ve
plorik ¢ekumda goriilen petesiyel kanamalar baliklarda kok enfeksiyonu olabilecegini
gosteren bulgular olarak kayit altina alindi. Bununla birlikte isletmelerde goriilen mortalite

oranlari ve tedavi siiresince uygulanmis olan protokoller kayit edildi.

2.2. Hastalik Etkenin izolasyonu

Nekroskopi sonrasi baliklarin boreginden almman 6rnekler lam tizerinde bir damla
steril FTS ile karistirilarak mikroskop altinda 40°lik objektif altinda incelendi. Hareketsiz
ve kok olarak goriilen bakteriler Gram boyama yontemiyle boyandi. Boyanan preparatlar
kurutulup tiizerine bir damla immersiyon yagi damlatildiktan sonra 100’liik objektifte
muayene edildi. Mikroskobik bakida tek, ikili ve kisa zincirler (5-7 kok) halinde mor rekte
Gram pozitif olan bakterilerin L. garvieae olabilecegi diistiniildii. Dogu Karadeniz
Bolgesindeki kiiltiirii yapilan gékkusagi alabalik isletmelerinden yapilan érneklemelerin
bulundugu yer (sehir), drneklemenin yapildigi tarih, izole edilen organa (orjin) ve hastalikli
gokkusagi alabaliklarin farkli organlarindan izole edilen herbir izolata ait ait bilgilere i¢in

verilen kodlar Tablo 1’de verildi.



Tablo 1. Gokkusagi alabaliklarindan izole edilen bakteriyel izolatlara ait bilgiler.

No IK Orijin  Yer Tarih No IK Orijin Yer Tarih

1 PY1 Bobrek  Trabzon 16.08.17 34 Y338 Bobrek Rize 21.07.13
2 FH20 Bobrek Rize 14.09.14 35 Y449  Bobrek Trabzon 04.08.13
3 B116  Bobrek Trabzon 13.08.17 36 Bo64 Goz Rize 24.07.17
4 B157  Bobrek Trabzon 23.08.17 37  B29 Bobrek Artvin 01.07.17
5 B173  Goz Sivas 03.09.17 38 B67 Dalak Rize 24.07.17
6 B176  Goz Sivas 03.09.17 39 B66 Bobrek Rize 24.07.17
7 B185  Bobrek Trabzon 08.09.17 40 Y380  Bobrek Artvin 18.07.13
8 B186  Bobrek Trabzon 08.09.17 41  B36 Bobrek Rize 02.07.17
9 B187  Bobrek Trabzon 08.09.17 42  B69 Bobrek Rize 24.07.17
10 B188 Bobrek Trabzon 08.09.17 43 B70 Dalak Rize 24.07.17
11 B193 Bobrek Rize 09.09.17 44 B71 Goz Rize 24.07.17
12 B197 Bobrek Rize 09.09.17 45 B82 Bobrek Trabzon 31.07.17
13 B201 Bobrek Rize 14.09.17 46 B84 Bobrek Trabzon 31.07.17
14 Y73 Bobrek  Trabzon 21.07.14 47 B85 Bobrek Trabzon 31.07.17
15 Y126 Dalak  Trabzon 28.08.14 48 B86 Dalak Trabzon 31.07.17
16 Y127 Bobrek Trabzon 28.08.14 49  B87 Bobrek Trabzon 31.07.17
17 Y180 Goz Trabzon 13.09.14 50 B88 Bobrek Trabzon 31.07.17
18 Y182 Bobrek Trabzon 13.09.14 51 B89 Goz Trabzon 31.07.17
19 Y183 Goz Trabzon 13.09.14 52 B90 Goz Trabzon 31.07.17
20 Y184 Bobrek Trabzon 13.09.14 53 B114  Goz Trabzon 13.08.17
21 Y185 Bobrek Trabzon 13.09.14 54 B115 Goz Trabzon 31.07.17
22 Y196 Bobrek Trabzon 20.10.14 55 B116  Goz Erzurum 13.08.17
23 RT39 Bobrek Rize 19.05.12 56 B133  Bobrek Erzurum 13.08.17
24 R83 Bobrek  Rize 18.06.12 57 B134  Bobrek Rize 13.08.17
25 R103 Bobrek Trabzon 25.06.12 58 B135  Bobrek Rize 13.08.17
26 R151  Bobrek Trabzon 06.07.12 59  B137  Karaciger Rize 13.08.17
27 R164  Bobrek Rize 21.07.12 60 B149  Bobrek Trabzon 23.08.17
28 R165 Bobrek Rize 21.07.12 61 B150  Dalakk Trabzon 23.08.17
29 R197 Bobrek Trabzon 04.08.12 62 B151  Bobrek Trabzon 23.08.17
30 R198 Goz Trabzon 17.07.13 63 B152  Bobrek Trabzon 23.08.17
31 R648 Bobrek Rize 03.10.15 64 B154  Bobrek Ordu 23.08.17
32 R656  Bobrek Rize 03.10.15 65 B158 Goz Giimiighane  23.08.17
33 B159 Goz Trabzon 23.08.17 66  Ref. Meme ATCC 1984-86

IK: izolat kodu, Ref.: L. garviae (ATCC 43921) referans sus (Collins et.al 1984/Schleifer et. al. 1986).

Yapilan mikroskobik muayene sonuglarina gore baliklarin 6zelikle bébrek ve dalak

ve nadiren karacigerlerinden ve eger mevcutsa deri lezyonlarindan Tryptone Soy Agara



(TSA) ve Broth (TSB), Brain Heart Infusion Agar (BHIA) ve Broth (BHIB)’a steril bir ze
yardimu ile ekimler yapildi. Ayrica, bu ¢alisma kapsaminda ilk kez intraokuler kanama ve
ekzoftalmus semptomu gosteren ve biitiinliigiinii koruyan (patlamamis) gézler 6nce alkol
sonra alev yardimi ile sterile edildikten sonra 6ze veya steril swap yardimi ile goz ici
stvisindan TSB’a ve TSA’ya aseptik olarak ekimler yapildi. Bu besi yerleri 20+1°C
sogutmali etiivde 48 saat inkiibasyona birakildi. TSA’da 24 ve 48 saat sonunda iireyen
kiigiik beyaz kolonilerin degerlendirilmeye alindi. Bu amagcla izole edilen bakterilere
hareket muayenesi, Gram boyama, katalaz ve oksidaz testleri yapildi. Hareketsiz, Gram
pozitif, katalaz ve oksidaz testi negatif olan izolatlar se¢ildi. Bu ¢alisma esnasinda izole
edilen 100 bakteri izolatlar1 TSA’da saf kiiltiirler halinde tretildi. Bakterilere yapilan
hareket muayenesinde hareketsiz, katalaz ve oksidaz testi negatif olan Gram boyamada
mikroskobik sahada tek, ikili ve kisa zincir tarzinda mor renkde olan toplam 65 adet izolat1
bu ¢alismada kullanilmak iizere belirlendi. Bu izolatlarin TSB’deki taze kiiltiirleri sonraki
caligmalarda kullanilmak iizere %20 gliserol igeren 1,5 ml’lik epondorf tiiplerde 1 ml

hacimde homojenize edildikten sonra etiketlenerek -80°C’de derin dondurucuda stokland.

2.2.1. Gram Boyama Testi

Mikroorganizmalarin anatomik yapist geregi Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikan ve lipopolisakkarit yapisinin farkh
miktarlarda bulundurmasi nedeniyle Gram boyama testi bakterileri ayirt etmek amaciyla
yapildi. Gram boyama testi, TSA’da iireyen 24 saatlik saf kolonilerden 6rnek alinarak
yapildi. Bu amagla; temiz bir lam iizerine steril bir 6ze yardimiyla bir loop steril %0,85°1ik
fizyolojik tuzlu su (FTS) konulmus ve TSA’da saf olarak iireyen bakteri kolonilerinden
steril bir 6ze yardimiyla alinarak lam tizerindeki FTS ile karistirildi. Hazirlanan preparatlar

oda sicakliginda kurutulmus ve kuruyan preparat alev tizerinden ii¢ kez gecirilmekle fiske
edildi.

Hazirlanan preparatin sogumasi beklendikten sonra iizerine sirasiyla; kristal viyole
soliisyonu damlatildi ve bir dakika bekletildikten sonra saf sudan gegirildi. Hemen ardindan
liigol soliisyonu damlatildive bir dakika bekletildikten sonra tekrar saf sudan gegirildi.
Daha sonra absolut alkolde dekolere edildi ve sonrasinda saf sudan gegirildi. En son safran

soliisyonu damlatild1 ve bir dakika bektetildikten sonra saf sudan gecirilerek kurutmaya



birakildi. Bu islemde 6nemli olan basamaklardan biri de kimyasallarin hazirlanan
preparattaki O6rneklerin her yerine esit olarak dagitilmasidir. Kuruyan ornekler 1sik
mikroskobu altinda immersiyon yagi damlatilarak 100’liik objektifde incelendi ve sonuglar
kaydedildi. Gram boyama testinde kullanilan soliisyonlar ticari bir firmadan gram boyama
Kiti (bioM¢érieux, Fransa) olarak satin alindi. Test sonuglarina ait veriler Tablo 7°da

gosterildi.

2.2.2. Oksidaz Testi

Oksidaz testi mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve intraseliiler olan oksidaz
enziminin (sitokrom-C-oksidaz) varligini ortaya koymak i¢in kullanilmaktadir. Testte 6nce
beyaz filtre kagidi tizerine oksidaz ayraci (bioMérieux, Fransa) damlatildi. Daha sonra
TSA’da saf olarak tlireyen bakteri kolonilerinden steril pasteur pipeti yardimiyla bir miktar
taze kiiltirden alinarak filtre kagidina yayilarak test sonuglari degerlendirildi. Renk
degisimi goriilmeyen koloniler negatif, 5-10 sn igerisinde mavi renk olusturdugu saptanan
kolonilerin test sonuglar1 pozitif olarak degerlendirildi. Uygulamadan 10 sn’den sonra
olusan renk degisimi negatif olarak degerlendirildi. Test sonucunda negatif olan izolatlarin

izolat numaralari kayit edildi ve oksidaz testi negatif olanlar izolatlar Tablo 6’da verildi.

2.2.3. Katalaz Testi

Katalaz testi mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen katalaz enzimini (Hidrojen
peroksit oksidorediiktaz) saptamak amaciyla yapilmaktadir. Katalaz enzimi sahip olan

bakteriler hidrojen peroksidi (H20.), su (H20) ve serbest oksijene (O2) ayirabilmektedirler.

Bu test temiz bir lam {izerine bir damla %3’liikk H,O2 damlatildiktan sonra TSA’da
saf olarak tlireyen taze kiiltiirdeki kolonilerinden steril pasteur pipeti yardimiyla bir miktar
alinan bakteri %3’liikk H2O> karistirildi. Bu islem sonucunda serbest kalan oksijenin (O2
gazi) kabarcik olusturmasi bakterinin katalaz enzimine sahip oldugunu ve dolaysiyla
katalaz testinin pozitif oldugunun gostergesi olarak kabul edildi. Kabarcik olusumunun
goriilmemesidurumunda test negatif olarak degerlendirildi. Test sonucunda O: gazi
olusturmayan izolatlar i¢in katalaz testi negatif olarak degerlendirildi kabarcik olusup

olusmamasina gore degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 6’de verilmistir.


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwikg_-Y89TPAhVCuBoKHfQJBVkQFggvMAI&url=http%3A%2F%2Fwww.biomerieux-usa.com%2Fclinical%2Fapi&usg=AFQjCNHEBTwKuZggxk_Uwvta5X32MjoooA&sig2=WNqrGNdsta5N4T6Py_m54g&bvm=bv.135475266,d.bGg
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwikg_-Y89TPAhVCuBoKHfQJBVkQFggvMAI&url=http%3A%2F%2Fwww.biomerieux-usa.com%2Fclinical%2Fapi&usg=AFQjCNHEBTwKuZggxk_Uwvta5X32MjoooA&sig2=WNqrGNdsta5N4T6Py_m54g&bvm=bv.135475266,d.bGg

2.3. Hastalik Etkenin Tanimlanmasi

Daha 6nceden izole edilip -80°C’de stoklanan izolatlarin hepsi ¢ikarilip 6nce TSB’de
tekrar canlandirildi. Bu izolatlar TSA’ya ekilerek saflik kontrolleri yapildi. Kontamine
olanlar suslar saflastirildi. Saflastirildiktan sonra suglarin hepsi hareket, gram boyama,
katalaz ve oksidaz testleri yapildiktan sonra %35 koyun kani ilave edilmis kanli agara
gecildi. Kanli agara ekimler yapildi ve 25 £1°C’de 24-48 saat inkubasyona birakildi.
Izolatlarnin kanl agarda alfa hemoliz olusturup olusturmadiklar1 kontrol edildi. Kanl
agarda iireyen bakteriler API 20 strep test kitlerine (bioMérieux, Fransa) talimatlara uygun
olarak inokiile edildi ve 25+1°C’de sogutmal1 inkiibatérde 24 ve 48 saat inkiibasyona
birakildi. API 20 strep test kitlerine 24 saat sonunda ayira¢ dokiilerek degerlendirme
yapildi. Seker testleri igin 48 saat sonunda son okuma yapilarak izolatlara ait biyokimyasal
testlerin sonuglar1 degerlendirildi. inokulasyondan hemen sonraki API 20 strep kitlerine ait

resimlerin goriniimi Sekil 1°de verildi.

PO p—

ol i

Sekil 1. L. garweae nin API 20 strep kitine 1nokulasyonundan hemen sonraki goriinlimii.

2.4. Bakteri Genomik DNA’larin Elde Edilmesi
Gokkusagi alabaliklardan izole edilen bakteri izolatlarin DNA’sin1 ekstrakte etmek

icin TSA’daki saf kolonilerden steril 3 ml TSB’ye ekim yapildi. Bakterilerin {iremesi i¢in
besiyerleri 20+1°C’de sogutmali inkiibatorde 18 saat inkiibe edildi.
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Pelet hiicreler:;

Ureyen bakteriler 1,5 ml eppendorf tiipe aktarildi ve 16000 x g’de 3 dk. santrafiij
edildi ve bakteriler coktiiriilerek pelet hiicreler elde edildi. Bu islem tekrarlanarak
bakterilerin tamami ¢oktiiriilerek pelet haline getirildi. Bakterilerin DNA’s1 promega mini

genomik DNA saflastirma kiti kullanilarak talimata uygun olarak ¢ikartildu.

Hiicre duvarimin eritilmesi;

1. Pelet haline getirilen bakteri hiicrelerinin tizerine 480 ul 50 mM EDTA ilave edilerek
pipetle karistirilarak homojenize edildi.

2. Onceden 100 6rnek igin hazirlanmis ve -20°C’de stoklanan litik enzimden (lizozim) 120
pl ilave edilerek nazikce karistirildi.

3. Eppendorf tiipler 37 °C’de 45 dk. (30-60 dk.) inkiibasyona birakildi.

4. Ornekler 16000 x g’de 3 dk. santrifiij edildi ve siipernatnat dokiildii. Sonra hiicreleri

parcalama asamasina gecildi.

Hiicreleri par¢alamasi;

1. Pelet tizerine 600 pl Nuclei Lizis soliisyonu ilave edildi. Pipetle nazik bir sekilde
karistirildi.

2. Eppendorf tiipler 80 °C’de 5 dk. inkiibe edildi. Daha sonra oda sicakligina sogutuldu.
3. Her bir tiipe 3 ul RNase soliisyonu eklendi ve Kkaristirildi, 37 °C’de 30 dk. (15-60 dk.)

inkiibe edildi. Daha sonra oda sicakligina sogutuldu.

Proteinleri ¢oktiirme;
4. Tiplere 200 ul protein presipitasyon soliisyonu ilave edildi. Sonrasinda 10-20 sn
vortekslendi.

5. Tiipler 5 dk. i¢in buzda inkiibe edildi.
6. Ornekler 16000 x g’de 3 dk. santrifiij edildi (s1v1 kisimda DNA var)
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DNA 'yt ¢oktiirme ve rehidrasyon;

7. Siipernatant temiz tiiplere aktarildi ve iizerine oda sicakliginda 600 ul isopropanol ilave
edilip karistirildi.

8. Ornekler 16000 x g’de 3 dk. santrifiij edildi ve siipernatant dikkatlice bosaltild.

9. Tiiplere oda sicakliginda 600 pl %70 etanol ilave edilip karistirildi.

10. Eppendorf tiipler 16000 x g’de 3 dk. santrifiij edildi.

11. Etanol dokiildii ve 37 °C’de 15 dk. etiivde kurutuldu.

12. DNA peleti 100 pl rehidrasyon soliisyon i¢inde 4°C’de bir gece ¢6ziindiiriildii.

11. Elde deilen DNA 6rnekleri tekrar kullanilcaya kadar -20 °C’de sakland.

2.5. Lactococcus garvieae izolatlarimin PZR’la Dogrulanmasi

L. garvieae suslarmin tanimlanmasinda 16S rRNA geninden yararlanildi. Bu amagla
izolatlarin molekiiler identifikasyonunda L. garvieae oligonukleotid primerleri ile pLG-1
(5'-CATAACAATGAGAATCGC-3) ve pLG-2 (5-GCACCCTCGCGGGTTG-3") L.
garvieae icin spesifik olan primerler kullanildi (Zlotkin vd., 1998). Bu ¢alismanin ilk
basamaginda yapilan klasik geneleksel yontem ve API 20 strep test kitleri kullanilarak
tamimlanmaya c¢aligilan tiim izolatlarin L. garvieae olup olmadigimin dogrulanmasi
amaciyla yukarida belirtilen primerler yardimiyla PZR testleri yapildi. Bu test sonucunda
1100 bp biiytikliigiinde PZR {iriiniin goriilmesi pozitif sonug olarak degerlendirildi. PZR
reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari ait bilgiler Tablo 2’de verildi.
Primerlerin erime sicakliginin (Tm) 6nceden yapilan benzer ¢alismalar degerlendirildi ve
erime sicaklig1 46 °C olarak belirlendi. Bu ¢alismada da ayni baglanma sicakligi kullanilda.

Bu ¢alismada uygulanan PZR dongii kosullarina ait bilgiler Tablo 3’de verildi.

Tablo 2. PZR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari

Kimyasallar Konsantasyon 16S rRNA

5X Go Taq Buffer S5ul
MgCl; 25 mM 3ul
dNTP karigim 10 mM 4 ul
Primer R 10 pmol 0,5 ul
Primer F 10 pmol 0,5 ul
Total DNA 50 (ng/ml) 2 ul
Taq DNA Polimeraz 5 (U/ul) 0,25 ul
ddH20 9,75 ul
Toplam 25 pl
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Tablo 3. Kullanilan primerler i¢in uygulanan PZR dongii kosullari

PZR Basamaklari Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi
ik Ayrilma 94 3dk 1
Ayrilma 94 1dk 40
Yapisma 43 45 sn
Uzama 72 1dk
Son Uzama 72 10 dk 1
Bekleme 4 0

PZR iiriinleri etidiyum bromit igeren % 1°lik agaroz jelde yiiriitiildii ve sonra UV
transilliiminator kullanilarak goriintiilendi. Bu nedenle PZR {iriinleri 100-3000 bp’lik DNA
Leader (Promega) ile belirlendi. L. garvieae ATCC 43921 referans susu pozitif kontrol
olarak kullanildi. Aeromanas hydrophila ve Vibrio anguillarum genomik DNA’lar1 ise

negatif kontrol olarak kullanildi.

2.6. Disk Difiizyon Testi

Kok enfeksiyonlarindan izole edilen ve TSA’da saf olarak firetilen L. garvieae
izolatlarinin 24 saatlik taze kiltiirlerinden steril bir 6ze yardimi ile alinan bir miktar bakteri
% 0,85 NaCl igeren 2 ml’lik burgu kapakli tiiplerde McFarland No: 0,5 bulanikliginda
vorteks yardimi ile homojenize edilerek ayarlandi. Bu bakteri siispansiyonundan 0,1 ml
alinarak 35°C’deki etiivde 30 dk. bekletilerek nemi alinmig Miiller Hilton agar’in (MHA)
iizerine yayma tarzinda inokiile edildi ve sonrasi agar iizerine dispenser yardimi ile
antibiyotik diskleri yerlestirildi. Sonrasinda petri kutular1 25°C’de 18 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi1 antibiyotik disklerinin etrafinda olusan zon caplari dijital
kumpas yardimu ile 6l¢iildii. Miiller Hilton agarda olusan zon ¢aplarina ait sonuc Sekil 2°de
verildi. Antibiyogram test sonuglar1 Tablo 4’de verilen standart inhibisyon zon c¢ap1
araliklart ile karsilastirilarak degerlendirildi. (NCCLS, 1997)
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Sekil 2. Inhibisyon zon ¢aplarinin dijital kumpasla dlgiimii.

Antimikrobiyal hassasiyet deneyleri National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS, 1997) o6l¢iitlerine uygun olarak standart disk difiizyon yontemi ile
yapildi ve degerlendirildi. Bu tez ¢alismasinda, Ampisilin (10 pg), Oksitetrasiklin (30 pg),
Gentamisin (10 pg), Sulfadiazin-Trimetoprim (25 pg), Eritromisin (15 pg),
Sulfametoksazol (25 ug), Enrofloksasin (5 pg), Florfenikol (30 pg), Oksolinik Asit (2 ug),
Amoksiklin (10 pg) ve Streptomisin (10 pg) antibiyotik diskleri (Bioanalyse, Turkiye)
kullanildi.

Tablo 4. Antibiyotik disk konsantrasyonlari ve standart inhibisyon zon caplari.

Antimikrobiyel ajanlar Disk Standart inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
Konsantrasyonu  p o H Referanslar

Tetrasiklin T-30 pg <14 15-18 >19  NCCLS (1997)
Oksolinik asit OA-2 nug <10 1112 =>13 NCCLS (1997)
Siilfametoksazol SMZ 100 pg <12 13-16 >17  NCCLS (1997)
Ampisilin AM-10 ng <13 14-16 =17  NCCLS (1997)
Amoksisilin AX <13 14-17 >18 NCCLS (1997)
Florfenicol FFC-30 pug <14 1518 =>19 NCCLS (1997)
Streptomisin S-10 ug <11 12-14 =>15 NCCLS (1997)
Enrofloksasin ENR-5 ug <16 17-20 =21 NCCLS (1997)
Eritromisin E-15 ug <13 14-22 >23 NCCLS (1997)
Trimethoprim+Sulfamethaksazol SXT-25 g <10 11-15 =>16 NCCLS (1997)

T: Oksitetrasiklin, OA: Oksolinik asit, SMZ: Sulfamethoksazol, AM: Ampisillin, FFC: Florfenikol, S:
Streptomisin, ENR: Enrofloksasin, E: Eritromisin, SXT: Trimethoprim+Sulfamethaksazol.
D: Direngli, O: Orta hassas, H: Hassas.
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3. BULGULAR

Dogu Karadeniz Bolgesindeki Trabzon, Rize, Artvin, Glimiishane, Ordu, Sivas ve
Erzurum illerindeki 12 farkli gokkusagi alabaligr ciftliklerindeki karasal havuzlardan ve
baraj gollerinde yiizer ag kafeslerdeki hastalikli baliklardan mevsimlik Orneklemeler
sonucu toplam 100 izolat elde edildi. Bu 100 izolattan geleneksel biyokimyasal test (Gram
pozitif, katalaz ve oksidaz testi negatif) sonuglarma gore 65 izolata API 20 strep testi
yapildi ve referans sus ile karsilastirilarak L garvieae olarak identifiye edildi. Bu izolatlarin
degerlendirilmesinde L. garvieae ATCC 43921 referans susu pozitif kontrol olarak

kullanildi. Bu ¢calismadaki bulgular asagidaki basliklar altinda toplanadi.

Klinik semptomlar ve otopsi bulgulart;

Bu calismada, alabalik ¢iftliklerindeki havuzlardan 6rnekleme yapilirken 6zellikle
kok hastaligin tipik makroskobik bulgu (renkte kararma ve exoftalmus) gosteren hasta
baliklar toplandi. Hasta baliklarin su ylizeyinde halsiz bir sekilde ylizdiigii gozlemlendi.
Bazi baliklarin havuz ¢ikis suyuna toplandigi belirlendi. Bazi baliklarin stresli ve su i¢inde
hizl1 hareket ettigi goriildii. Hasta gdkkusag: alabaliklarinda 6zellikle renkte kararma ve
gozlerde ekzoftalmus goriildii. Hastaligin ileri vakalarinda ozellikle her iki goziinde
ekzoftalmusun yani sira goziin etrafinda beyaz bir halka teskil ettigi goriildii. Hastaligin
kronik safasinda baliklarin gozlerinde tek veya cift tarafli matlik gortildii. Bazi baliklarda
gozlerin yerinden ¢iktig1 ve goz ¢ukurunun bos oldugu goriildii. Baliklarda aniis etrafinda
hafif kizariklik oldugu tespit edildi. Kok enfeksiyonu goriilen baliklara ait tipik

makroskobik semptom gdsteren baliklarin resmi asagidaki Sekil 3’de verilmistir.

Hastalikl1 gokkusagi baliklaria yapilan nekropside karacigerin solgun oldugu ve
bazen iizerinde petesial kanamalarin varlig: tespit edildi. Bu petesial kanamalar pilorik
cekumlarda da tespit edildi. Bagirsaklarin boylu boyuna siskin ve hemorajik oldugu
goriildii. Bagirsaklarin i¢inde beyaz bir igerik oldugu belirlendi. Hava kesesi {izerinde
yaygin kanamalarin varligina rastlanildi. Kok enfeksiyonuna neden olan L. garvieae’nin
gokkusag1 alabaliklarinda olusturdugu hastaligin i¢ belirtilerine ait septomlar 6zellikle
hava kesesi lizerinde ve bagirsaklarda boylu boyunca olusan hemorajik goriiniim Sekil 4’de

sunulmustur.
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Sekil 3. Gokkusagi alabahklalrlnda goriilen akroskobik semptomlar; renkte kararma ¢ift
tarafli ekzoftalmus, goz etrafinda beyaz bir halka goriiniimii.

: - L .
P N 9

Hastalikli baliklarin deri, goz ve i¢ organlarindaki makroskopik bulgular. 7
Renkte kararma ve gozde ekzoftalmus (a), hava kesesinde petesiyel kanama (b,c,d) ve bagirsakta
boylu boyunca yaygin kanama (c).

-
Sekil 4.
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Fiziksel ve Biyokimyasal Test Sonuglari;

Gokkusag1 alabaliklarindaki ortaya ¢ikan kok enfeksiyonlarindan elde edilen
izolatlara yapilan testlerde etkenin hareketsiz oldugu, mikroskobik bakida bakterilerin
Gram pozitif, yuvarlak (kok), ikili oval veya 6-7 koktan olusan kisa zincirler tarzinda
gortiildiigi tespit edildi (Sekil 5). Bu tez ¢alismasinda elde edilen izolatlara ait fiziksel ve

biyokimyasal test sonuglar1 Tablo 5’de verildi.

-
>
$

. - 2 3 " . - b ‘
Sekil 5. Bobrekten izole edilen L. garvieae’nin Gram boyoma sonucu mikroskobik
gorinimi.
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Tablo 5. L. garvieae izolatlarina ait geleneksel fiziksel ve biyokimyasal test sonuglari.

Baliklardan izole Edilen izolatlarin Sira No

Karakter

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
Sekli K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K
Hareket - 2 3 - - - & - = - - - - - - - - - - - - - - -
Gram + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Katalaz - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Oksidaz S e oo e e e e e e e e e
OF F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F
H,S - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Indol - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lysin - - - - - - - - - . . . . ° - - - - - - - - - -
Ornitin - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Arjinin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Nitrat - - - - - - - - - B B B B - - - - - - B B B B B
MR testi + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
VP testi - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
SS testi - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Eskulin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Hemoliz o o o o o o o o a o« o o o o o o o o o o o o o o
%0 Tuz + + +
%6,5 Tuz + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
+10°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
+20°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
+25°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
+45°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

K: Kok, F: Fermantatif, MR: Metil Red, VVP: Voges-Proskver, SS: Simon-Sitrat, Tuz: NaCl tireme testi. 1 Nolu izolat L. garviae (ATCC 43921) referans sus
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Tablo 5. L. garvieae izolatlarina ait geleneksel fiziksel ve biyokimyasal test sonuglari.

Baliklardan izole Edilen izolatlarin Sira No

Karakter

S B8 8 5 &8 8 2 F £ LT T L 8 5 2 2 RB8B 3 6B IF B8 8 B B 8 8 & L3 I3 88
Sekli K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K
Hareket - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Gram + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + o+
Katalaz - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Oksidaz - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
OF F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F
HZS = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
indol - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lysin - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ornitin - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Avrjinin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 4+
Nitrat - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
MR testi + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + o+
VP testi - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
SS testi - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Eskulin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + o+
Hemoliz o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o a
%0 NaCl + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + o+
%6,5 NaCl + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + o+
+10°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + o+
+20°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + o+
+25°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + o+
+45°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + o+

K: Kok, F: Fermantatif, MR: Metil Red, VVP: Voges-Proskver, SS: Simon-Sitrat, Tuz: NaCl iireme testi.



API 20 strep test sonuglari;

L. garvieae referans susu (ATCC 43921) ile yapilan API 20 strep test sonuglarina ait
verilerin goriinimii Sekil 6°da verildi. Hastalikli gokkusagi alabaliklardan elde edilen
deilen L. garvieae izolatlarin API 20 strep test kitlerine inokiile edildikten 24 saat sonra
ayira¢ dokiilmeden 6nceki goriiniim Sekil 7°de, ayiraglar dokiildiikten sonraki goriiniimii
ise Sekil 8°de verildi. API 20 strep test kitine ait biyokimyasal verileri L. garvieae referans
susuna ait API 20 strep test kitinin biyokimyasal test sonuglari ile karsilastirilarak
degerlendirildi. L. garvieae referans susunun API 20 strep test kitinde; Voges Proskuer
(VP), Hippurat hidroliz (HP), Eskulin hidroliz (ESC), Pirrolidonil arilamidaz (PYRA),
16sin arilamidaz (LAP) ve Arjinin dihidrolaz (ADH) pozitif iken a Galaktosidaz (a GAL),
B Glukuronidaz (BGUR) B Galaktosidaz (BGAL) Alkalin fosfataz (PAL) negatif reaksiyon
verdigi belirlendi. Ayrica ayni kitteki karbonhidrat testlerinden asit liretiminde; Riboz
(RIB), Mannitol (MAN), Trehaloz (TRE) ve Amigdalin (AMD) pozitif reaksiyon iken,
Arabinoz (ARA), Sorbitol (SOR), Laktoz (LAC), Inulin (INU), Rafinoz (RAF) ve Glikojen
(GLYG) negatif reaksiyonlar verdigi tespit edildi. API 20 sterp testi sonuglarma gére
gokkusag alabaliklarin farkli organlarindan izole edilen bakteri izolatlarin ¢ogu 7143115
profili gosterdigi espit edildi.

-

Sekil 6. L. garvieae’nin referans susu (ATCC43921) ile yapilan API 20 strep testkltlnin
24 saat sonra ayiraglar dokiilmeden onceki ve dokiildiikten sonraki biyokimyasal

testlerin sonuglari. (VP: Voges Proskuer, HP: Hippurat hidroliz, ESC: Eskulin hidroliz, PYRA:
Pirrolidonil arilamidaz, aGAL: a Galaktosidaz, fGUR: B Glukuronidaz, fGAL: p Galaktosidaz,
PAL: Alkalin fosfataz, LAP: Lésin arilamidaz, ADH: Arjinin dihidrolaz, RIB: Riboz, ARA:
Arabinoz, MAN: Mannitol, SOR: Sorbitol, LAC: Laktoz, TRE: Trehaloz, INU: Inulin, RAF
Rafinoz, AMD: Amigdalin ve GLYG: Glikojen.)

L. garvieae nin referans susu (ATCC43921) ile yapilan API 20 strep test kitinin 24

saat sonra ayiraglar dokiilmeden eskulin hidroliz ve arjinin dihidrolaz testlerin pozitif
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reaksiyon verdigi, seker testlerinden riboz, mannitol, trehaloz ve amigdalin renk
degistirerek sariya dondiigii tespit edildi. Ayrica test ayiraclart dokiildiikten sonra voges
proskuer, hippurat hidroliz, pirrolidonil arilamidaz ve 16sin arilamidaz testerinin pozitif

sonug verdigi belirlendi. Renk degistirmeyen kirmizi renk ise negatif olarak kayit edildi.

Q@ eugeevoene @l

SEERG e EGE i

el GRQOGCEEEE N 5’

Sekil 7. API 20 strep test kitinde 24 saat sonra ayiraglar dokiilmeden 6nceki L. garvieae’nin
olusturdugu biyokimyasal testlerin goriiniimii.

Sekil 8. API 20 strep test kitinde 24 saat sonra aywraglar dokiildiikten sonraki L.
garvieae’nin olusturdugu biyokimyasal testlerin gortinimii.

Bu ¢alismadaki izolatlar L. garvieae’nin referans susu (ATCC43921) ile yapilan API
20 strep test Kitinin 24 saat sonraki tesleri ile biiyiik 6lglide benzer oldugu tespit edildi.
Baz1 izolatlarda karbonbhitrat testlerinde (rafinozun sariya dondiigii) farklilik gosterdigi
belirlendi. izolatlara yapilan API 20 strep test kitleri ile yapilan testlerin sonuglar1 Tablo
6’de verildi.
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PCR test Sonuclari;

Klasik yontemle identifiye edilen 100 izolattan 65 izolatin L. garvieae oldugu
diisiiniilerek bu izolatlara API 20 strep testi yapildi. API test sonuglar1 api web sisteminde
L. garvieae olmadigi ve farkli Lactococcus spp., tiirlerine degisik oranda benzerlik
gostermesinden dolayr izolatlarin tanimlanmasinin dogru bir sekilde yapilamadi. Bu
yiizden izole edilen bakterilerden elde edilen genomik DNA’lar1 pLG-1 ve pLG-2
primerleri kullanilarak 16S rRNA gen bolgesi PZR ile ¢ogaltildi. Pozitif kontrol olarak
referans sus (ATCC 43921)’un kullanihidi ve agaroz jelde yiiriitillern izolatlara ait
RNA’larinin biiyiikligi ile karsilastirilarak L. garvieae olup olmadigi tespit edildi. L.
garvieae referans susu (ATCC 43921) 1100 bp ebatinda olan PZR iiriinleri pozitif oldugu
kabul edildi. Negatif kontrol olarak A. hydrophila ve V. anguillarum kullaildi. Bu
calismada sonugta toplam 66 adet izolat L. garvieae oldugu teyit edildi. L. garvieae
izolatlarina ait PZR goriintiileri Sekil 9 ve Sekil 10°da gosterildi.

MBS aS 6 7 8 V 9 10 11 12 1551aN1SSIuantiints

Sekil 9. L. garvieae suslarina ait PZR iiriinlerin agaroz jel gorilintiisii. (M; Markir (100-1500
bp), 1: L. garvieae (ATCC 43921); V: V. anguillarum, 17. Negatif kontrol, 2-8, 9-16,18, L.
garvieae suslar1.)

M 192212 V23 AWM 26228 29 30NK31 32 33 34

Sekil 10. L. garvieae suslarina ait PZR iiriinlerin agaroz jel goriintiisii. (M; Markir (100-1500
bp), 19: L. garvieae (ATCC 43921); V: V. anguillarum, A: A. hydrophila, NK: Negatif kontrol,
20-26, 29-31, 33-34: L. garvieae saha izolatlari, 27,28, 32 DNA tespit edilemedi).
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Tablo 6. izolatlara yapilan AP 20 strep test kitleri ile yapilan testlerin sonuglari.

API 20 Bahklardan izole Edilen Lactococcus garvieae izolatlar

?’tersetllaeri 12 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
VP + + + + + + + + 4+ + 4+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
HIP + + + + + + + + + 4+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
ESC + + + + + 4+ + + + + + + + 4+ 4+ 4+ 4+ o+ o+ o+ O+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+
PYRA + 0+ + 4+ + 4+ + o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
aGAL T T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
BGUR T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
BGAL e T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
PAL T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LAP + 0+ + 4+ + 4+ + + + 4+ o+ 4+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ O+ o+ o+ o+ o+ o+ 0+ o+ o+ o+ 4+ O+ o+ o+ 4
ADH + 0+ + o+ o+ o+ o+ o+ + 4+ + 4+ + + 4+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+
RIB + 0+ + + + 4+ + + + 4+ o+ 4+ o+ 4+ o+ o+ O+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ O+ o+ 4+ 0+ o+ o+ 4
ARA e T - - - - - - - + - -+ - - - - - - - - - - - -
MAN + 0+ + + + 4+ + + + 4+ o+ 4+ o+ 4+ o+ o+ O+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ O+ o+ 4+ 0+ o+ o+ 4
SOR S T T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LAC + + + + + + + + + 4+ + + + + + - - + + - + - + - - + + - + - - + +
TRE + 0+ + + + 4+ + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4 + + + 0+ o+ o+ 4+ + o+ o+ o+
INU T T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RAF - - + o+ 4 + o+ - -+ - -+ - - - -+ o+ -+ - - - -
AMD + + 4+ + o+ o+ + o+ o+ o+ + o+ + + o+ o+ + + 0+ o+ o+
GLYG S T T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
HEM o &0 &d®d®d 0000 0 aO o0 a o a o a o a0 a0 a0 a o a o a o a o

VP: Voges Proskuer, HP: Hippurat hidroliz, ESC: Eskulin hidroliz, PYRA: Pirrolidonil arilamidaz, «GAL: a Galaktosidaz, SGUR: B Glukuronidaz, SGAL: B Galaktosidaz, PAL: Alkalin fosfataz, LAP: Losin
arilamidaz, ADH: Arjinin dihidrolaz, RiB: Riboz, ARA: Arabinoz, MAN: Mannitol, SOR: Sorbitol, LAC: Laktoz, TRE: Trehaloz, INU: inulin, RAF: Rafinoz, AMD: Amigdalin ve GLYG: Glikojen.
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Tablo 6. izolatlara yapilan AP 20 strep test kitleri ile yapilan testlerin sonuglari.

API 20 Bahklardan izole Edilen Lactococcus garvieae izolatlar

i 5 8 858 33I92IYSTLSSENBIBSSEBBEEE 8T8 S
VP + 4+ + 4+ 4+ + + + 4+ + + + + o+ + o+ + o+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ 4+
HIP + 4+ + 4+ 4+ 4+ + + 4+ + + + + o+ + + + o+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+
ESC + 4+ + 4+ + 4+ + + 4+ + + o+ + o+ + o+ o+ o+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ 4+
PYRA + 4+ + 4+ 4+ 4+ 4+ + + + + 4+ 4+ o+ + 4+ + o+ 4+ 4+ + + + + 4+ + + + o+ o+ o+ 4+ o+
aGAL - - e T T T T T S T S e T S B
BGUR - S R S T A R SR S S T TR SR SN S S S T L
BGAL + S R S T A R SR S S T TR SR SN S S S T L
PAL - S R S T A R SR S S T TR SR SN S S S T L
LAP + 4+ + 4+ + + + + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ O+ o+ o+ o+ o+ O+ o+ o+ o+ o+ 4+
ADH + 4+ + 4+ + + + + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ O+ o+ o+ o+ o+ O+ o+ o+ o+ o+ 4+
RIB + + + 4+ 4+ 4+ 4+ + + + 4+ 4+ 4+ o+ + 4+ + + 4+ 4+ + + + + 4+ + o+ + + + o+ 4+ o+
ARA - T T T S S T T I T
MAN + + + 4+ 4+ 4+ 4+ + + + 4+ 4+ 4+ o+ + 4+ + + 4+ 4+ + + + + 4+ + o+ + + + o+ 4+ o+
SOR - T L S S T T S T ST
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VP: Voges Proskuer, HP: Hippurat hidroliz, ESC: Eskulin hidroliz, PYRA: Pirrolidonil arilamidaz, «GAL: a Galaktosidaz, SGUR: B Glukuronidaz, SGAL: B Galaktosidaz, PAL: Alkalin fosfataz, LAP: Losin
arilamidaz, ADH: Arjinin dihidrolaz, RIB: Riboz, ARA: Arabinoz, MAN: Mannitol, SOR: Sorbitol, LAC: Laktoz, TRE: Trehaloz, INU: inulin, RAF: Rafinoz, AMD: Amigdalin ve GLYG: Glikojen.



Antbiyogram test sonuglari;

Bu caligsmada hastalikli gokkusag: alabaliklarin farkli organlarindan izole edilen L.
garvieae izolatlarina yapilan antibiyogram test sonuglarina goére tiim izolatlarin
sulfamethoksazol, streptomisin ve sulfametoksazol+trimetoprim’e %100 direngli oldugu
tespit edildi. Ampisilin’e %94.2, oksitetrasiklin %72.5 oraninda yiiksek diizeyde direngli
oldugu, diger antibiyotiklere karsi sirasiyla; eritromisin’e %55.07, oksolinik asit %43.5,
enrofloksasin %26.09, doksisikline %20,3, amoksiklin ve florfenikol %8.7 diizeyinde
direng gosterdigi tespit edildi. Antibiyotiklere karsi belirlenen hassasiyet ve direng
yiizdeleri ise Sekil 11°da gosterilmistir. L. garvieae izolatlarina karst amoksisilin ve
florfenikol’tiin %91.3, doksikline %79.7 oraninda etkili oldugu tespit edildi. Her bir L.
garvieae susun antimikrobiyellere kars1 gosterdigi antibiyogram hassasiyet profilleri grafik

olarak Sekil 11°de sunulmus ve Tablo 7’°de verilmistir.
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Test edilen antimikrobiyel ajanlar

Sekil 11. L. garvieae suslarinin farkli antibiyotiklere gosterdigi direng profilleri.
T: Oksitetrasiklin, OA: Oksolinik asit, SMZ: Sulfametoksazol, AM: Ampisilin, FFC:
Florfenikol, ENR: Enrofloksasin, E: Eritromisin, STX: Trimetoprim-Sulfametoksazol, S:
Streptomisin.
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismanin sonuglarina gore hastalikli gokkusagi alabaliklardan izole edilen 65 sus
ve 1 adet referans sus (ATCC 43921)’a biyokimyasal olarak yapilan API 20 strep testi
sonuglarina gore ¢ogu 7143115 profili géstermistir. Ayni izolatlarin L. garvieae ait 1100 bp
bliyiikliiglinde olan pLG-1 ve pLG-2 oligonukleotid primerleri ile genetik olarak yapilan
PZR test sonuglarina gore L. garvieae oldugu dogrulanmistir. Bu izolatlarin antimikrobiyel
ajanlara duyarligini belirlemek i¢in diskdiffuzyon yontemi ile yapilan antibiyogram test
sonuclarina goére 3 farkli antimikrobiyel ajana %100 direngli oldugu belirlenmistir.
Gokkusagi alabaliginda L. garvieae su sicakliginin 18°C’nin {izerine ¢iktig1 yaz mevsiminde
gerek tatli su gerek deniz baliklarinda septisemiye neden oldugu, gokkusagi alabaliklarinda
%350’den daha fazla 6liimlere neden oldugu ve bu ylizden 6nemli ekonomik kayiplara neden
olan 6nemli bir bakteriyel hastalik oldugu bildirilmistir (Austin ve Austin, 2012). Etkilenen
baliklarda gozlenen dis bulgular arasinda tek ya da iki tarafli ekzoftalmi, gézde periorbital
ve intraokiiler bolgede, ylizgeclerin taban kisimlarinda, perianal bolgede hemorajiler,
abdominal kisimda siskinlik ve anal prolapsus yer alir (Altun vd., 2004; Kav ve Erganis,
2007; Durmaz ve Kilicoglu, 2015). Nekropside peritoneal asidik sivi birikimi, karaciger,
dalak ve bobrek dahil i¢ organlarda hemoraji, dalak ve karacigerde fokal nekroz ile barsakta
kanl1 s1v1 birikimi gozlenir (Altun vd., 2004; Kav ve Erganis, 2007; Durmaz ve Kiligoglu,
2015). L. garvieae’'nin Dogu Karadeniz Bolgesindeki farkli gokkusagi alabaligi
isletmelerinde gozlenen hastalik ¢ikislarindan sorumlu olup olmadiklarinin arastirildigi bu
tez c¢alismasinda su sicakligimi 18°C oldugu Haziran-Temmuz aylarinda baglayip su
sicakliginin 15°C’nin altina distiigii Ekim ayinda enfeksiyonun hizla bir sekilde azaldigi
tespit edilmistir. Farkli isletmelerden yapilan oOrnekleme c¢aligmalarinda hastaliktan
etkilenen baliklarda genel olarak istahsizlik, durgunluk, renkte kararma, gozlerde bilateral
ekzoftalmusi, hemoraji ve opaklasma, viicutta abdominal siskinlik ve anal bolgede prolapsus
ile solungaglarin ise solgun oldugu tespit edilmistir. Nekropside, viicut kasi ile hava
kesesinde yaygin hemorajiler, dalagin renginde koyulasma, splenomegaly, barsagin boylu
boyunca kizarik oldugu ve sarimsi renkli kanli bir sivi birikimi gozlenmistir. Hasta
baliklarda gdzlenen bu bulgular, diger arastirmacilar (Altun vd., 2004; Kav ve Erganis,
2007; Durmaz ve Kiligoglu, 2015) tarafindan L. garvieae ile enfekte gokkusagi

alabaliklarindan bildirilen bulgulara benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
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L. garvieae fakiiltatif anaerobik, hareketsiz, spor olusturmayan, Gram-pozitif kok
seklindeki bir bakteridir. Mikroskopik goriintimde hiigreler, ¢iftler ve kisa zincirler seklinde
bulunmaktadir. L. garvieae kanli agarda a-hemoliz olustururken, sitokrom oksidaz ve
katalaz negatiftir (Kav ve Erganis, 2007; Austin ve Austin, 2012). Altun vd. (2004)
gokkusagi alabaliklarindan izole edilen 8 L. garvieae susunun sitokrom oksidaz ve katalaz
negatif, VP pozitif oldugunu, 4°C ile 45°C de gelisme gosterdiklerini, glikoz, fruktoz,
galaktoz, mannitol ve sakkarozu fermente ettiklerini bildirmistir. Suslar a-hemolitik olup
MacConkey agarda koloni olusturmustur. 8 L. garvieae susu nisasta ve jelatini hidrolize
edemezken, % 6.5 NaCl de gelisme gostermistir. Kav ve Erganis (2007) ¢alismalarinda 30
L. garvieae susunun glikoz, galaktoz, mannitol, sakkaroz, fruktoz ve arabinoz’dan asit
tiretimlerinin pozitif oldugunu ancak sorbitol ile ksiloz’dan asit {iretimlerinin ise negatif
oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismada L. garvieae susunun Gram-pozitif, fermentatif,
sitokrom oksidaz ve katalaz negatif, VP testin pozitif oldugu tespit edilmistir. Suslar,
Anshary vd. (2014), Altun vd. (2004) ile Kav ve Erganis (2007) tarafindan bildirildigi gibi
a-hemolitik olup, 45°C ve % 6.5 NaCl de gelistigi, glikoz, galaktoz, mannitol ve sakkaroz’u
fermente ettigi bulunmustur. Bu ¢alismada suslarin sorbitol ve ksilozdan asit {iretimlerinin
pozitif olup Kav ve Erganis (2007) ise c¢alistiklar1 L. garvieae suslarinin sorbitol ve

ksilozdan asit tiretimlerinin negatif oldugunu bildirmistir.

Suslarin API 20 strep test sonuglar1 api web sistemnde L. garvieae nin zelliklerine
ait bir veri bulunmadigindan i¢in sisteme girilen suslarin 7143115 kod profili L. lactis subsp.
lactis % 57.9, Enterococcus faecalis %24.1, E. durans %14.5 ve E. faecium %3.3 tiirlerinin
biyokimyasal testlerinin benzerliginden dolay1 bu etkenleri birbirinden kesin olarak ayirt
edilemedigi ve yanlis identifikasyona neden olunabildigi belirlenmistir. Bu neden yanlig
identifikasyonu 6nlemek igin L. garvieae’nin referans susu (ATCC 43921) ile hem API 20
strep testi yapilarak test sonuglar1 degerlendirildigi gibi molekiiler ¢calismada ayni referans
susu genomik DNA’s1 ¢ikartilarak PZR’da pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Kav ve
Erganis (2007) 30 L. garvieae izolatmin API 20 strep testinin 24 saatlik test sonuglarma gore
%390 oraninda L. lactis subsp. lactis ve %6.6 oraninda da E. faecalis’e benzerlik gosterdigini
bildirilmistir. Bu ¢alismada, API 20 strep test sonuglarina gore 65 adet L. garvieae izolatmin,
Kav ve Erganis (2007) tarafindan bildirilen test sonuglarinaa benzerlik gosterdigi

belirlenmistir. Biyokimyasal 6zelliklerdeki farklar, bir organizmanin fizyolojik profili
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lizerine 6nemli bir bilgi vermesine karsin, fenotipik 6zellikler ile tek basina tiir seviyesinde

yeterli tanimlama yapilamamaktadir.

Molekiiler teknikler ile patojenik tiirleri tanimlama ve tiir ile Suglar arasindaki farki
ayirt edebilmek miimkiin oldugu rapor edilmistir (Vale vd., 2000). Ravelo vd. (2003) L.
garvieae suslar1 arasindaki genetik cesitliligi degerlendirmek i¢in RAPD (Rastgele
amplifiye edilmis polimorfik DNA) teknigini kullandiklar1 ¢alismalarinda, suslarin 1100
bp’lik spesifik amplifikasyon iirlinlinii verdigini tespit ettikleri bildirilmistir. Bu ¢alismadaki
65 L. garvieae susunun identifikasyonu i¢in uygulanan PZR teknigi sonuglarina gore suslar
1100 bp’lik amplikasyon iiriiniinii verdigi belirlenmistir. Elde edilen sonuclarin Ravelo vd.
(2003) ve Zlotkin vd. (1998) tarafindan bildirilen sonuglar ile uyumlu oldugu anlasilmstir.
Kav ve Erganis (2007) ¢alismalarinda L. garvieae izolatlarinin ampisilin, oksitetrasiklin ve
eritromisin’e hassas olduklarini, Durmaz ve Kiligoglu (2015), ise izole ettikleri L. garvieae
izolatlarinin ampisilin, eritromisin’e hassas, trimetoprim’e ise direngli olduklarini
bildirmistir. Tiire ve Boran (2015), ampisilin’in L. garvieae izolatlarina karsi en etkili
ajanlardan birisi oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismada suslarin eritromisin’e %45 oraninda
hassas olmalari, Kav ve Erganis (2007), Durmaz ve Kilicoglu (2015), ile Tiire ve Boran
(2015)’mn sonuglarina benzerlik gostermekle birlikte, bu arastiricilardan farkli olarak
izolatlarinlarin  oksitetrasiklin’e %72,5 oraninda yiiksek diizeyde direngli olduklari,

ampisilin’e karsi ise suslarin %100 direncli oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak bu ¢alismanin bulgularina gore, hastalikli gokkusagi alabaliklarindan
izole edilirken bakteriyel etkenlerin gerek fenotipik tani test sonuglarina ve gerekse
molekiiler PZR teknikleri kullanilarak yapilan ¢alismanin sonuglarina goére L. garvieae
olarak izole ve identifiye edilmistir. Bu sonuglar ile su sicakliginin 18°C’nin iizerine ¢iktig1
yaz aylarinda ozellikle L. garvieae’nin bolgede drnekleme galismasi yapilan gokkusagi
alabalik isletmelerindeki goriilen hastalik vakalarindan sorumlu baslica etken oldugu tespit
edilmistir. Bu caligma sonuclarina gore izolatlarin en az {i¢ antimikrobiyal ajana %100
direngli oldugu belirlemistir. Bu durum, isletme sartlarinda yanlis doz ve siirede kullanilan
antimikrobiyal ajanlara kars1 bakterilerde artan direng ile agiklanmasi miimkiindiir. Farkl
calismalarda bakterideki direng gelisimi artmakla oldugu ve bu direng gelisiminin ortamda

bulunan diger bakteri tiirlerine de degisik yollarla aktarilabilecegini diisindiirmektedir.
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Antibiyogram duyarlilik testi sonuglar1 hastaliga karst mevcut asilarin kullanilmasi ve yeni

as1 ¢alismalariin gelistirmesi gerektigini diisiiniilmektedir.

Gokkusagr alabalik ciftliklerinde yaz aylarinda ortaya cikan kok enfeksiyonlarinda
kitleler halinde dliimlere neden olmaktadir. Gokkusagi alabalik ciftliklerinde geregeklesen
toplu oliimler nedeni ile ortaya c¢ikan biiylik ekonomik kayiplarin varhigi akuakiiltiirdeki
stirdiiriilebilir tiertimi kisitlamaktadir. Bu baglamda hastaligin erken tes his ve tedaviye
erken baglanmasi siirdiiriilebilir bir liretim i¢in sarttir. Bunun i¢in yaz aylarinda iiretici
ve/veya su irilinleri mithendisleri su sicakliginin yani sira ¢evresel sartlardaki degisimleri ve
suyun pH degerlerini mutlaka takip etmelidir. Baliklarda goriilen sporadik 6liimler dikkate
alimmali ve en yakin balik hastaliklar1 laboratuvarina gonderilip muayenesi yapildiktan
sonra ekimler yapilarak hastaligin etkeni tespit edilmelidir. Baliklardaki az miktarda goriilen
olumler dikkate alinmayip ge¢ kalindigi vakalarda su sicakliginin yiiksek olmas1 ve sudaki
oksijen baglama kapasitesinin diisiik olmas1 baliklarda olusan istah kaybina bagl olarak
Oliim oranlar1 siddetli bir sekilde artirmaktadir. Hastalik etkeninin 24 saat i¢cinde TSA ve
BHIA gibi besi yerlerinde uygun sicaklikta liremesi ve antibiyogram testlerinin yapilarak
uygun kemoterapotik maddelerin zamaninda ve uygun dozda verilmesi tedavi basarisini
artirmaktadir. Bu amagla bolgemizdeki alabalik ciftliklerinde yapilan arazi ¢aligmalari ile
biitlin ¢iftliklerin kontamine oldugu tespit edilmistir. Yapilan antibiyogram hassasiyet test
sonuclarina gore amoksiklin, florfenikol ve doksiklin gibi antibiyotiklerden birinin uygun
doz ve siirede kullanilmas1 basarili sonuglarin alindig1 gozlenmistir. Ayrica antibiyotiklerle
birlikte poli vitaminler veya su sicakligina bagl stresi azaltmak i¢in 6zellikle vitamin C

kullaniminin faydali oldugu diistiniilmektedir.
Ayrica, Bolgemizdeki balik ciftliklerinde hastaliktan korunmak amaciyla ¢iftlige ait

onceki yillarda izole edilen L. garvieae suslari ile hazirlanan yag bazli otovaksin yerli agilar

yani sira yag bazli ithal agilariin kullanimi son yillarda arttig: tespit edilmistir.
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