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ONSOZ

Su iriinleri yetistiriciliginde 1990’lara kadar baliklar i¢in 15 - 20 bakteri tiiri
patojen olarak degerlendirilirken, giliniimiizde ise 70’e yakin bakteri tiirliniin patojen

olarak izole edildigi rapor edilmistir.

Lactococcus garvieae, dzellikle yaz aylarinda su sicakliklarinin artmasiyla, deniz
ve tatli su baliklarinda septisemi ile meningoensefalitis etkeni olan ve isletmelerde ciddi

ekonomik kayiplara yol agan Gram pozitif bir patojendir.

Hastaligin meydana geldigi bolgelerde hastaligin sagaltimi i¢in antimikrobiyal
maddelerin kullanilmas1 gerektigi ve 6zellikle porsiyonluk baliklarda bu enfeksiyonun
goriilmesi halinde dnemli ekonomik kayiplarin dnlenmesi amaciyla zamaninda uygun

antibiyotik ve doz kullanim1 6nem tasimaktadir.

Arastirmamizda 2 farkli ¢iftlikten toplanan 100 adet 80 - 200 gr agirligindaki
Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) 6rneginin 34 adedinden (%
34) biyokimyasal testler PCR kullanilarak L. garvieae izole edilmistir.

Calismamizda elde edilen 34 izolata Penisilin G, Florfenikol, Amoksisilin -
Klavulonik asit, Ampisilin, Sefoperazon, Eritromisin, Metisilin, Gentamisin, Oksasilin
ve Kloksasilin etken maddelerini igeren antibiyotik diskleri kullanilarak disk diffiizyon
yontemi ile antibiyogram testi uygulanmigtir. Calismada identifiye edilen L. garvieae
suslarimin Amoksisilin - Klavulanik asit’e % 90 oraninda duyarli, Florfenikol’e % 65
oraninda orta derecede duyarli, kullanilan diger antibiyotiklere karsi diren¢li oldugu

sonucuna ulasilmistir.

Yapilan bu calismada bolgemiz de bulunan alabalik ¢iftliklerinde goriilen
Lactococcosis hastaliginda rol alan en dnemli etkenlerden biri olan L. garvieae bakterisi
gerek konvansiyonal gerekse de molekiiler yontemler araciligi ile tespit edilmis ve de
ticari olarak kullanimda olan bir ¢ok antibiyotige karsi olan duyarliliklar1 saptanmis

olup, hem yetistiricilige hem de literatiir bilgiye bir katkida bulunulmustur.

Arastirmamiz, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

(Proje No: VTF-15005) tarafindan desteklenmistir.
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1. GIRIS

Su tirtinleri yetistiriciligi, Diinya besin ihtiyacini biiyiik 6l¢iide karsilayan dnemli
sektorlerden biridir. FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) su
tiriinleri sektoriiniin en hizl gelisen gida sektorii oldugunu bildirmistir. Diinya’da su {iriinleri
tretimi 1950’11 yillarda 1 milyon tonun altinda iken, 1980°lerde 7 milyon tona, 2013 yilinda
ise 70 milyon tona ulasmistir (FAO 2015).

Tiirkiye’de alabalik yetistiriciligi 1970’li yillardan itibaren ¢esitli kiiltiir sistemleriyle
yapilmaya baslanmis olup giliniimiize kadar 6nemli gelismeler gostermistir. Gilinlimiizde
deniz ve i¢ sularda kafes sistemlerinde yetistiricilige izin verilmesiyle ve devlet destegiyle
birgok isletme su iiriinleri yetistiriciliginde faaliyet gostermektedir. Ag kafes sistemlerinin
teknolojik olarak ilerlemesi sektorel biiylimeye katki saglamistir (Emre ve ark 2008) (Sekil
1.1.). TUIK (2015) verilerine gére 2013 yilinda i¢ sularda yapilan alabalik yetistiriciligi
miktar1 122.823 tondur. FAO’ya gore Diinya’da su triinleri yetistiriciligi iiretiminde Cin
birinci sirada yer almakta olup bu iilkeyi Hindistan, Vietnam, Tayland gibi tilkeler takip

etmektedir. Tiirkiye ise bu siralamada 26. sirada bulunmaktadir (Anonim 1).

Sekil 1.1. Keban Baraji’nda faaliyet gosteren alabalik tesislerinden drnekler (Anonim 2)



http://www.fao.org/

Alabaliklar Salmonidae familyasina ait baliklardir. Soguk, berrak ve bol oksijenli
akarsu, kaynak sular1 ve gollerde yasarlar. Genellikle ince uzun, igne seklinde olurlar. En
karakteristik Ozellikleri sirt yiizgeci ve kuyruk yiizgeci arasinda yag ylizgeci (adipoz)
tagimalaridir (Celikkale 2002) (Sekil 1.2.). Karnivor baliklardir ve tiirlere gére degisen
sayida disleri vardir (Ozdemir 1996, Tekelioglu 2005). Alabaliklar tamamen i¢ sularda
yasayanlar ve hayatlarinin bir kismini tatli sularda, diger kismimi denizlerde gegirenler
(anadrom) olmak tizere iki biiyiik grup altinda toplanirlar (Celikkale 2002). Alabalik tiirleri
cografik olarak Avrupa kokenli ve Kuzey Amerika kokenli olarak iki gruba ayrilirlar.
Ulkemizde yetistiriciligi yapilan en yaygin tiir Kuzey Amerika kokenli olan Gokkusag
alabalig: (Oncorhyncus mykiss Walbaum, 1792)’dir (TUIK 2015).

Gokkusagi alabaliginin kuyruk yiizgeci catallidir. Agiz yarig1 goziin arka kismina
kadar uzanir. Renkleri degisken olup yan hat boyunca gékkusagi renginde bir bant bulunur.
Ureme dénemlerinde bu bant iyice belirginlesir. Cinsi olgunluk 2 - 3 yasinda gerceklesir ve
tireme Mayis - Aralik aylart arasinda olur. 100 yili askin bir siiredir yetistiriciligi
yapilmaktadir. Ulkemizde 1969 yilindan beri kiiltiirii yapilan bu baligin uygun kosullarda 1
yilda 250-300 gram ortalama agirliga ulastigr bildirilmistir. Cevre kosullarina ¢ok iyi uyum
saglamasi, aktif yem almasi sayesinde iyi gelisme gostermesi, sagim, dol alimi, yavrularin
yapay yemlerle beslenme islemlerinin daha kolay olmas1 ve bu sayede ekonomik olmasi bu

baligin kiiltiiriiniin tercih edilmesinin baslica nedenleri oldugu sdylenebilir (Celikkale 2002).

Sekil 1.2. Gokkusagi alabaligi (Oncorhynkus mykiss) (Anonim 3)




Su iirtinleri yetistiriciliginde 1990’lara kadar baliklar i¢in 15 - 20 bakteri tiirii patojen
olarak degerlendirilmis (Munro 1982), giiniimiizde ise 70’e yakin bakteri tiiriiniin patojen
olarak izole edildigi bildirilmistir (Woo ve Bruno 2003). Gokkusagi alabaliklarinda farkli
cografik bolgelerde yapilan arastirmalara gore Aeromonas spp., Pseudomonas spp., Vibrio
spp., Streptococcus spp., Flexibacter spp., Yersinia spp. gibi etkenlerin enfeksiyona neden
olan bakteriyel patojenler oldugu rapor edilmistir. Ozellikle Yersinia ruckeri, Aeromonas
salmonicida, Vibrio anguillarum ve Lactococcous garvieae tiirlerinin baliklarda ciddi
mortaliteye sebep oldugu yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (Burka ve ark 1997, Schmidt ve
ark 2000, Kum ve ark 2004, Akinbowale ve ark 2006).

Yersinia ruckeri, salmonidlerde enterik kizil agiz hastaligina neden olan 6nemli bir
patojendir. Ciftliklerde bu hastalik nedeniyle biiylik ekonomik kayiplarin meydana geldigi
rapor edilmistir (Austin ve ark 2003, Wiens ve ark 2010, Deshmukh ve ark 2012).

Aeromonas salmonicida, kiiltiir balik¢iliginda frunkulozis hastaligi etkeni olarak
bilinen ve yiiksek mortaliteye yol agan 6nemli patojenlerden biridir (Rattanachaikunsopon

ve ark 2012). Hastalik deride nekrotik lezyonlara ve i¢ organlarda hemorajilere yol agar
(Burr ve ark 2005).

Vibrio anguillarum’un baliklarda vibriosis hastaligi etkeni oldugu bildirilmistir
(Norqvist ve ark 1989). Zorunlu bir patojen olmasada baligin g¢evresinde bulunmasi

durumunda er ya da geg hastaliga neden oldugu bildirilmistir (Post 1987).

Lactococcus garvieae, ozellikle yaz aylarinda su sicakliklarinin artmasiyla, deniz ve
tatli su baliklarinda septisemi ile meningoensefalitis etkeni olan ve ciddi ekonomik kayiplara
yol agan Gram pozitif bir patojendir (Barnes ve ark 2002, Vendrell ve ark 2006). Ayni etkene
meme i¢i enfeksiyonlu ineklerde (Devriese ve ark 1999) ve mastitisli su buffalolarinda da
duyarlilik goriiliirken (Carvalho ve ark 1997), ¢ig inek siitlerinden (Villani ve ark 2001), et
tirtinlerinden (Rantsiou ve ark 2005), kiimes hayvanlarinin etlerinden (Barakat ve ark 2000)
ve kedi ve kopek tonsillerinden de (Eldar ve ark 1996) izole edilmistir. Etken Amerika’da
insanlarda solunum sisteminde, iiriner kanalda, deride ve kanda tespit edilmis ayrica Uzak
Dogu’da birkag vakada da insandan izole edildigi bildirilmis ve bdylece potansiyel zoonoz

olabilecegi diigtiniilmiistiir (Elliot ve ark 1991).

Etken ozellikle su sicakliklarinin 16°C’nin {izerine ¢ikmasiyla birlikte birgok akuatik
tiurti etkileyerek ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. (Austin ve Austin 1999).
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Ozellikle Gokkusag: alabaliklarmda (Oncorhynchus mykiss) Avrupa, Avustralya, Giiney
Afrika, Japonya, Tayvan ve Ingiltere gibi iilkelerde salginlara neden olmustur (Ravelo ve

ark 2006, Vendrell ve ark 2006).

Lactococcus garvieae’nin neden oldugu lactococcosis enfeksiyonu, hemorojik
septisemi ile karakterize sistematik bir enfeksiyondur (Ksuda ve Salati 1999, Austin ve
Austin 1999). Bu hastaligin kontroliinde profilaktif tedbirlerin alinmasi olduk¢a 6nem
tasimaktadir. Hastaligin meydana geldigi bolgelerde hastaligin sagaltimi i¢in antimikrobiyal
maddelerin kullanilmas1 gerektigi ve ozellikle porsiyonluk baliklarda bu enfeksiyonun
goriilmesi halinde 6nemli ekonomik kayiplarin 6nlenmesi amaciyla zamaninda uygun
antibiyotik ve doz kullanim1 6nem tagimaktadir. Balik etinde olusacak rezidii ve bakterinin
direng gelistirebilecegi gbz onilinde bulundurulursa hastaliga kars1 gerek koruyucu amacla
gerekse sagaltim i¢in kullanilacak antimikrobiyal ilaclarin spesifik hastalik etkenine karsi
olan bakteriostatik ve bakterisidal etkisinin ¢ok iyi belirlenmesi ve uygun antibiyotigin

secilerek yeterli stirede ve dozda uygulanmasi gerekmektedir (Kubilay ve ark 2005).

1.1. Tarihge

Lactococcous garvieae ilk olarak Britanya’da sigir mastitislerinden izole edilmistir
(Vendrell ve ark 2006). Daha sonra 1974 yilinda Japonya’da Sarikuyruk (Seriola
quinqueradiata) baligindan izole edildigi bildirilmistir (Ksuda ve ark 1991). 1991 yilinda
yaz aylarindaki salgindan sonra italya ve Ispanya’da Gokkusagi alabaliklarinda yiiksek
mortaliteye neden oldugu rapor edilmistir (Barnes ve ark 2002). Etkenin ilerleyen
zamanlarda Tayvan’daki Tekir baliklarinda (Mullus murmuletus) ve tatli su karideslerinde
(Macrobrachium rosenbergii) salginlara neden oldugu bildirilmistir. (Chen ve ark 2001,
2002, Chang 2002). Tiirkiye’de ise bu hastaligin ilk defa 2001 yilinda Ege Bolgesi’ndeki bir
Gokkusagi alabaligi isletmesinde meydana geldigi rapor edilmis (Diler ve ark 2002) ve 2008
yilindan itibaren bir¢ok bolgedeki Gokkusagi alabaligi iiretim ciftliklerinde goriilmiistiir.

Giliniimlizde i1se Gokkusagi alabaligi ciftliklerinde salginlar halinde Fransa’da,
Balkanlar’da, Israil’de (Eyngor ve ark 2004) ve Ingiltere’de (Bark ve Mc Gregor 2001)
goriilmiistiir. Kore’de deniz tiirlerinde izole edildigi bildirilmistir (Baeck ve ark 2006).
Salginlardan izole edilen patojen Japonya’da 1950 yilinin sonlarina kadar Streptococcus spp.
olarak tanimlandi. Gelisen tekniklerle birlikte 1985 yilindan sonra Streptococcus’lardan
ayrildi (Schleifer ve ark 1985). Patojen sonradan Enterococcus seriolicida ve daha sonrada

Lactococcus garvieae olarak siniflandirilmistir (Ringo ve Gatesoupe 1998, Vendell ve ark
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2006). Onceleri Enterococcus benzeri olarak tanimlanan bu patojen, DNA hibridizasyon,
16S rRNA sekans analizleri, protein profili ve biyokimyasal karakterizasyonu gibi
calismalarin sonunda Enterococcus seriolicida ve Lactococcus garvieae’nin sinonim oldugu
bildirildi (Domenech ve ark 1993, Teixeria ve ark 1996, Eldar ve ark 1996).

Neden oldugu hastalik Laktokokkosis olarak adlandirilmis (Austin ve Austin 1999)
ve Laktokokkosis’in bir gesit Streptokokkosis oldugu bildirilmistir (Vendrell ve ark 2006).
Bu etken intensif kiiltiir balik¢iliginda, tatli ve tuzlu su baliklarinda zoonotik karakterde
Ozellikle yaz aylarinda su sicakliginin artmasiyla infeksiyonlara neden olan bir patojen

olarak bildirilmistir (Sanchez ve ark 2011).
1.2. Genel Ozellikleri ve Kiiltiir

Laktik asit bakterileri (LAB), hekzoz sekerleri fermente eden ve son {iriin olarak
laktik asit lireten, anaerobik solunum yapan, asit toleransi bulunan, spor olusturmayan, Gram
pozitif ve katalaz negatif mikroorganizmalardir (Axelsson 1998, Holzapfel ve ark 2001).
LAB’lar DNA’larinda G+C oranlart %55’in altinda olan bakteri grubu olarak
tanmimlanmislardir. Firmicutes subesinin, Bacilli simifinin, Lactobacillales takimina dahil
edilmekte olup, Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella ve Carnobacterium
cinslerini igermektedirler (Sekil 1.3.). LAB’larin farkli cinsleri arasindaki filogenetik iliski
16S rDNA bolgelerinin karsilastiriimasi temeline dayanarak tespit edilmistir (Schleifer ve
Ludwig 1995, Stiles ve Holzapfel 1997, Holzapfel ve ark. 2001, Endo ve Okada 2005, Y 6ritk
ve Giiner 2011).



Sekil 1.3. Laktik asit bakterilerinin filogrami (Stiles ve Holzapfel 1997)

Oenococcus

Streptococeus

Lactococcus

Leuconostoc
Enterococcus,
Melissococcus S
7 2 Weissella
Tetragenococcus

Vagococcus

Carnobacterium

Lactosphaera Lactobacillus

Aerococcus

Allofococcus

Dolosigranulum

Propionibacterium

Lactococcus cinsi bakteriler kok morfolojisinde olup, 0.5 — 1.5 pm olgiilerinde kok
ciftleri ya da kisa zincirler olusturan mikroorganizmalardir. 10°C ve 45°C arasinda gelisme
gosterdikler1 rapor edilmis, tirleri arasinda 40°C {izerinde ve yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda gelisebilme ve farkli sekerlerden asit olusturma ozellikleri oldugu
bildirilmistir (Schleifer ve ark 1985, Schlegel 1997, Furet ve ark 2002). Sekerleri
hemofermentif yontemle laktik aside doniistiirerek enerji elde eder ve bu 6zellikleri ile
laktokoklar, streptokoklar ve enterokoklardan ayrilirlar (Schleifer ve ark 1985, Schleifer ve
Kilpper-Balz 1987). Lactococcus cinsine ait tir ve alt tiirler Cizelge 1.1.° de

gosterilmektedir.



Cizelge 1.1. Lactococcus cinsinin tiirleri (Odamaki ve ark 2011)

Tiirler Alt tiirler

Lactococcus garvieae -

Lactococcus piscium -

Lactococcus raffinolactis -

Lactococcus plantarum -

Lactococcus chungangensis -

Lactococcus fujiensis -

Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis subsp. hordniae

Lactococcus lactis subsp. tructae

L. garvieae, Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, ¢ift ya da kisa zincirler halinde
goriilen, kanli agar {izerinde alfa-hemolitik bir bakteridir (Sekil 1.4.). Oksidaz ve katalaz
negatiflerdir. Optimum iiremeyi 30°C de 24 saatte gergeklestirir (Ringo ve Gatesoupe 1988,
Vendrell ve ark 2007) (Cizelge 1.2.).

Etkenin Triptik Soy Agar (TSA), Triptik Soy Broth (TSB), Brain heart infizyon agar
(BHIA), Bile Agar (BA) ve Bile Eskulin Agar (BEA) gibi zenginlestirilmis besi yerlerinde
tireyebildigi rapor edilmistir. (Toranzo ve ark 1994). Yapilan ¢alismalara gore Lactococcus
garvieae optimum gelismesini BHIA da 25-30°C de ve pH 7-8 de gerceklestirmektedir
(Cheng ve Chen 1999).



Sekil 1.4. Lactococcus garvieae’nin kanli agar iizerinde ve Gram boyama sonrasi

goriinimii (Aubin ve ark 2011)

A

e,

A: Kanli agarda aerobik kosullarda 48 saat inkiibasyondan sonra goriilen kii¢lik gri

L. garvieae kolonileri.

B: Gram boyama sonra goriilen kisa zincirler halindeki goriiniim



Cizelge 1.2. L. garvieae’nin biyokimyasal, kiiltiirel ve fizyolojik karakterizasyonu
(Vendrell ve ark 2006)

Karakter Reaksiyon Karakter Reaksiyon
Hiicre morfolojisi Oval kok
Gram + Arjinin +
Motilite - Ornitin -
Ureme Lizin -
4°C + Asit liretimi;
20°C + Giliserol -
37°C + Rafinoz -
45°C + Arabinoz -
pH 9.6 + Sorbitol +
6.5% NaCl + Mannitol +
Hemoliz a Sellobioz +
Katalaz - Galaktoz +
Oksidaz - D-glukoz +
TSI AIA- Maltoz +
Oksidativ/fermentativ Fermentatif Trehaloz +
Nitrat Indirgenmesi - D-mannoz +
Sitrat - Inositol -
Ure - Lactoz +
Indol Uretimi - Riboz \%
Eskulin + Sukroz \Y
VP (Voges Prouskar) + Adonitol -
H2S tiretimi - Gilikojen -
Arjinin dihidrolizi + Melibiyoz -
PYR (Pirolidonil arilamidaz) + Melezitoz -
Alkalin posfataz - Starch -
3 -Glukuronidaz \Y Tagatoz \Y/
Loysin arilamidaz + L-ramnoz -
Sodyum hippurat hidroliz - D-ksiloz -
Salisin +

A/A—: TSI medyum asidifikasyonu ve H2S iiretmez,

V: Degisken



1.3. Epidemiyoloji

Lactoccoccus garvieae, Gokkusagi alabaligi (Oncorhynkus mykiss), Sarikuyruk
(Seriola quinqueradiata), Tilapya (Oreochromis sp.), Japon Yilan baligi (Anguilla
japonica), Pisi (Paralichthys olivaceous), Kefal (Mugil cephalus), Siyah Kayabaligi
(Sebastes schlegeli), Kral balig: (Seriola lalandi) ve dev tatli su karidesi (Macrobrachium
rosenbergii) gibi tiirlerde hastaliga neden olan etken olarak tespit edilmistir. (Kusuda ve ark
1991, Prieta ve ark 1993, Chen ve ark 2001, Lee ve ark 2001, Chen ve ark 2002, Ravelo ve
ark 2003, Colorni ve ark 2003, Kang ve ark 2004, Kawanishi ve ark 2005). Gokkusagi
alabaliklarinda mortalitenin diger tiirlere gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Ghittino ve
Muzquiz 1998). Yapilan ¢alismalarda etkenin geng baliklarda (50 gr) eriskin baliklara (100
gr) oranla daha yiiksek mortaliteye neden oldugu ve akut formun daha uzun siire devam
ettigi bildirilmistir (Muzquiz ve ark 1999). Giiniimiizde Lactococcosis’in Gokkusagi
alabalig1 isletmelerindeki dogal enfeksiyonlarda 5 gr’lik baliklardan 1 kg ve tizeri tiim

baliklara etki ettigi rapor edilmistir (Diler ve ark 2002, Pereira ve ark 2004).

Su sicakliginin artis1 hastaligin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Su
sicakliklarin 14-15°C’yi astig1 yaz aylarinda akut salginlarin meydana geldigi bildirilmistir
(Prieta ve ark 1993, Ghittino ve Muzquiz 1998). Olumsuz ¢evre kosullari, koti bakim
sartlari, yem kalitesi ve yetersiz oksijen gibi faktorler etkenin yayilmasina ve virulansin

artmasina neden olmaktadir (Fukuda ve ark 1997).

Hastaligin nakli horizontal yol ile olmaktadir. Baliklar arasinda dogrudan nakil
onemli olmaktadir. Vertikal nakil ise bildirilmemistir (Vendrell ve ark 2006). Ozellikle
hastaligin yayilmasi ayni kafeslerdeki yarali baliklarin birbiriyle olan temasiyla ya da fekal-
oral yol ile olmaktadir (Afonso ve ark 2003). Enfeksiyonun olusmasindaki en biiyiik
faktoriin enfekte baliklarin ¢iftlige transferi oldugu, hastalik semptomu gortermeyen tastyici
baliklarin digki yolu ile havuzu kontamine ettikleri ve bu yolla saglikli baliklarda
enfeksiyonun meydana geldigi, ayrica etkenin hastaligi gegirmis baliklar tarafindan belirli
araliklarla yayildigi belirtilmistir (Ghittino ve Muzquiz 1998). Isletmelerdeki hastalik
semptomu gostermeyen baliklar PCR metodu ile tespit edilmis ve kotii akuatik gevre
kosullari ile birlikte bakteri i¢in optimum ortam olustugunda hastaligin meydana geldigi
goriilmiistiir (Cheng ve ark 2002). Ayrica etken hastalikli baliklarin ve diger gidalarin yem

olarak kullanilmasi durumunda isletmelere bulasabilir (Yasunaga 1982). Etkenin

10



isletmelerde balik disinda suda, sedimentte ve akuatik ekipmanlarda da tespit edildigi rapor
edilmistir (Kitao ve ark 1979, Kusuda ve ark 1991).

Hastaligin seyri akuatik ¢evre faktorlerine, baligin bakim kosullarma, suyun
sicakligina ve bakteriyel yiikiine bagl olarak degisim gostermektedir (Prieta ve ark 1993).
Etkenin inkiibasyon periyodunun oldukga kisa, virulansinin ¢ok yiiksek oldugu, yapilan
deneysel enfeksiyonlarda mortalite oraninin iki giin icerisinde % 100’e kadar ¢ikabildigi

goriilmiistiir (Chen ve ark 2001).

1.4. Semptomlar

Laktokokkozis, hiperakut ve hemorajik septisemi olarak belirtilmistir (Eldar ve ark
1996) (Cizelge 1.5.). Enfekte baliklarda istahsizlik, uyusukluk, koyulasmis bir deri ve
dengesiz yiizme gibi genel semptomlar goriiliir. Hastaligin ilerlemesiyle birlikte basta ve
periokiiler alanda, anal bolgede ve ylizgeg kaidelerinde hemorojiler, karinda sislik, cift ya
da tek tarafli ekzoftalmus ve aniiste prolapsus gozlenir (Prieta ve ark 1993, Eldar ve ark
1999, Muzquiz ve ark 1999, Vendrell ve ark 2004). Enfeksiyon damar endotelinde
lezyonlara ve i¢ organlarin yiizeyinde kanamalara sebep olur. Nekropside peritonel boslukta
hemorojiler ve purulent eksudatlar goriiliir (Vendrell ve ark 2007). Etkilenen baliktaki
makroskopik lezyonlar herhangi bir sistemik akut hastaliktaki gibidir ve yiizme kesesi,
karaciger, beyin, bobrek, bagirsak, kalp ve periton gibi dokularda degisen diizeylerde
hemorajiler gozlemlenmistir (Prieta ve ark 1993, Aizpurua ve Esnault 1999, Austin ve
Austin 1999, Afonso ve ark 2003, Pereira ve ark 2004).

Histopatolojik olarak gozde iltihapli hiicre birikimi gozlenir. G6ziin 6n ve arka
bolimlerinde irinli alanlar, goz igi kas ve yag dokusunda kanli irin g6zlenebilir. Enfekte
baliklarda genelde meningitis mevcuttur. Kalp, karaciger ve karin zarnda bol fibroblast

makrofaj ve lenfosit infiltrasyonu goriilebilir (Eldar ve ark 1999, Chang ve ark 2002).
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Sekil 1.5. Pilorik kese serozal yiizeyinde petesiyal kanamalar (oklar) (Avci ve ark
2010)

1.5. Tedavi

Streptococcus cinsi  etkenlerden dolayr baliklarda olusan enfeksiyonlarda
antibiyotikler eskiden beri tedavi amagh kullanilmaktadir. Ancak diizensiz ve bilingsiz
antibiyotik kullanimi baliklarda antibiyotige karsi olan direnci arttirmistir (Robinson ve
Meyer 1966, Katao 1982). Bercovier ve ark (1997) L. garvieae’ye kars1 antibiyotiklerin in
vitro sartlarda etkili olmalarina ragmen, direngli suslarin olugmasi ve baliklarda meydana
gelen istahsizligin antibiyotik alimina olumsuz yonde etki etmesinden dolayir in vivo
sartlarda etkisiz oldugunu bildirmislerdir. Gokkusagi alabaliklarinda Lactococcosis
salginlarin1  kontrol altinda tutmak amaciyla genellikle Eritromisin, Amoksisilin,
Oksitetrasiklin ve Doksisiklin kullanildigi rapor edilmistir (Munday ve ark 1994). Farkli
cografik kokenli L. garvieae suslar1 ile yapilan arastimalarda suslarin Enrofloksasin ve
Nitrofurantoine karsi duyarli, Oksolinik asit ve Sulfametoksazol-Trimetoprim’e karsi ise
direngli oldugu bildirilmistir. Yapilan c¢alismalarda Kloramfenikol, Oksitetrasiklin,
Eritromisin ve Ampisilin’e karsi ise suslarin kokenine gore farklilik gosterdigi rapor
edilmistir (Ravelo ve ark 2001).

Tiirkiye’de ki salginlarda L. garvieae suslarimin Eritromisin, Ofloksasin, Ampisilin
ve Kloramfenikole karsi duyarli oldugu gozlemlenirken, Penisilin ve Klindamisine kars1

direngli olduklar1 bildirilmistir (Diler ve ark 2002).

Son yillarda Lactococcosis ve Streptococcosis enfeksiyonlarinda probiyotiklerin,

16kosit sayisinin arttirilmast ve fagositik aktivitenin artmasi sayesinde enfeksiyonu
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engelledigi tespit edilmistir (Brunt ve Austin 2005). L. garvieae’nin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde bakteriyofajlarla da ¢alismalar yapilmis fajlarin 6zellikle oral
yolla alindiklarinda mortalitede azalmaya yardimci olduklar1 bildirilmistir (Nakai ve ark
1999). Antiserumlar pasif bagisiklik yolu ile korumada kullanilmaktadir. Koyunlardan elde
edilen serumlar suslara karsi asilamayla benzer sonuglar gostermesine ragmen koruma

stiresinin daha kisa oldugu bildirilmistir (Akhlaghi ve Munday 1996).

1.6. Koruma

Sihhi 6nlemler patojenlerin balik ¢iftliklerine girigini nlemede en 6nemli faktordiir.
Olii baliklarm ortamdan hemen uzaklastirilmasi, hasta baliklarin stok yogunlugu diisiik
kafeslerde veya havuzlarda bakimi, baliklara elle miidahalenin en aza indirilmesi, tanklarin
periyodik olarak temizlenmesi, kullanilan alet ve ekipmanlarin formaldehit, kloramin-T,
hidrojen peroksit gibi dezenfektanlar ile dezenfeksiyonu etkenin yayilmasini engelleyecek
onemli tedbirlerdir. Ayrica etkenin ciftliklere girigini engellemek i¢in girisi yapilan yavru
balik ya da yumurtalarin hastaliktan arinmis oldugunun tespiti etkenin yayilmasini énlemede
onemli bir tedbirdir (De Kinkelin ve ark 1991, Romalde 2004). Su ve sedimentlerin sihhi
durumunun kontrolii ve tim {iretim birimlerinin diizenli olarak dezenfeksiyonu balik

ciftliklerinin mikrobiyolojik kalitesinin kontroliinde faydalidir (Brown 1993).

Etkenin olusturacagi hastaligi 6nlemede fiziksel ve kimyasal parametrelerin kontrolii
cok onemlidir. Sudaki oksijen miktarinin azalmasi, amonyum konsantrasyonunun artmasi
ve su sicakligimin 15°C’nin lizerine ¢ikmasi hastaligin ortaya ¢ikmasinda baslica 6nemli
sebeplerdir (Fukuda ve ark 1997, Hurtviz ve ark 1997). Balik¢il kuslarin ¢iftliklere girisini

engellemek etkenin yayilmasini engellemede diger bir nemli husustur (Romalde 2004).

Bazi1 kemoterap6tik maddeler L. garvieae’ye karsi aktiviteye sahip olmasina ragmen,
saha kosullarinda terap6tik onlemlerin genellikle etkisiz kaldig: bildirilmistir. Bu nedenle
astlamanin Lactococcosis’e karst duyarli populasyonun kontroliinde en iyi segenek oldugu
belirtilmistir (Vendrell ve ark 2006).

Antiserumlar pasif bagisiklik yolu ile korumada kullanilmaktadir. Koyunlardan elde
edilen serumlar suslara karsi asilamayla benzer sonuclar gostermesine ragmen koruma

sliresinin daha kisa oldugu bildirilmistir (Akhlaghi ve Munday 1996).

Lactococcosis salginlarinin meydana geldigi isletmelerden elde edilen L. gariveae
suslari ile inaktive agilar gelistirilmis (Eldar ve ark 1995, Eldar ve ark 1997) ve Ispanya’daki
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isletmelerde yapilan galismalarda asilanmis baliklardaki mortalite oraninin, eritromisin ile
tedavi edilen ve asilanmamig baliklardaki mortalite oranina gore daha diisiik oldugunu

bildirmislerdir.

Asilama, su sicakligl 15°C’nin iizerine ¢ikmadan 1 ay once intraperitonal yol ile
yapilmalidir. Balig1 stresten uzak tutmak ve immun sistemi uyaran bir beslenme saglamak

balig1 saglikli kosullarda korumak i¢in 6nemlidir (Aizpurua ve Esnault 2000).

Son yillarda farkli minerallerle adjuvant asilar gelistirilmistir. Anestezi altindaki
baliklara intraperitonal yontemlerle uygulanan bu asilar laboratuvar ve saha ortaminda test
edilmistir. Asilama genellikle basit bakterinlerle yapildiginda 3 hafta sonra, yagl adjuvanth
ast ile yapildiginda 4-5 hafta sonra tam korumaya ulasilir. Koruma bakterinlerle
gerceklestirildiginde 3-4 ay, adjuvant asilarla yapildiginda 4-5 ay kadar siirer (Ghittino 1999,
Vendrell ve ark 2004). Asilama igin en uygun zamanin balik agirliginin 50 gr ve su
sicakliginin 12-14°C civarinda seyrettigi donem oldugu bildirilmistir. (Ghittino ve Muzquiz
1998).

Aragtirmamizda,  kiiltir Gokkusagi alabaliklarinda goriilen Laktokokkozis’in
fenotipik ve genotipik yontemlerle tespiti, hastalik etkeni bakteri suslarinin antibiyotik

duyarliligiin ortaya koyulmasi amaglanmustir.

Bu calismada baliklarda o©liime neden olarak ekonomik kayiplara yol agan
Lactococcus garvieae tiirlerinin molekiiler bazda PCR yontemi ile tanisinin konabilmesi
hedeflenmektedir. Boylece epidemiyolojik olarak balik dliimlerine ve ekonomik kayiplara
neden olan Lactococcus garvieae etkenlerinin etkili ve giivenli bir yontemle hizl bir sekilde
ortaya konmasi ve bu etkenlere bagli kayiplarin erkenden Onlenmesi, antibiyotik
duyarlhiliklarinin belirlenmesi ile koruma ve kontrol ¢alismalarinin etkinligi siirecini de

hizlandiracaktir.

Bu konu iizerinde konvansiyonel yontemlerin disinda yapilan ¢aligmalarin rutin
olarak yapilamamasi nedeniyle, arastirmamizin balik yetistiriciligine ve iilke ekonomisine

katkis1 agisindan faydali bir ¢alisma olacagi diistiniilmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. izolasyon Ornekleri

Aragtirma i¢in Aydin ili ve ¢evresinde bulunan alabalik yetistiriciligi yapilan 2 farkli
ciftlikten alinan 100 adet 80 - 200 gr agirligindaki Gokkusagi alabaliklari (Oncorhynchus

mykiss Walbaum, 1792) &rnekleri soguk zincirde Adnan Menderes Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvarina getirilmistir.

Arastrmamiz  icin  ADU HADYEK’undan 12 Agustos 2014 tarih ve
64583101/2014/093 sayil1 yazilar ile etik kurul izni alinmstir.
2.1.2. Kullanilan Besiyerleri, Solusyonlar, Aywraclar
2.1.2.1. Besiyerleri
2.1.2.1.1. izolasyon Besiyerleri

2.1.2.1.1.1. Tryptic Soy Agar (TSA) (Merck 1.05458)

Kazeinden Pepton 15 gr
Soymealden Peton 59r
Sodyum Kloriir Sgr
Agar agar 15gr
Distile su 1000 ml

Karisimin pH’s17,1 —7,5’e ayarlanarak, 121°C’de 15 dakika otoklav edildikten sonra
50 °C’ye kadar sogutulup i¢ine aseptik kosullarda %7 oraninda steril defibrine koyun kani
ilave edildi ve 12,5 ml olacak sekilde steril petri kaplarina dokiildi (Holt ve ark 1994,

Koneman ve ark 1997).
2.1.2.1.1.2. Gliserollii Buyyon

%1611k gliserollii buyyon

TSB (glikoz igermeyen) 1gr
Gliserol 10 ml
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Distile su 10 ml

Manyetik karistiricida karistirilir, eritilir. pH 6lgiiliir ve 7.2’ ye ayarlanir. 115°C’de 10 dakika

otoklavlanir.

2.1.2.1.1.3. Tripticase Soy Broth (TSB) (Oxoid)

Pancreatic digest of caseing USB 17 gr
Pancreatic digest soybean meal 3gr
NaCl 5gr
K2HPOA4 25qr
D-Glucose 2.5¢r
Distile su 1000 ml

Karisim hazirlanip tiiplere dagitildi ve otoklavlandi. Antibiyotiklere duyarlilig

belirlenecek L. garvieae kolonilerinin homojen hale getirilmesinde kullanildi.

2.1.2.1.1.4. Mueller Hinton Medium (Difco)

Beef infusion 300 gr
Bacto-Casamino Acits Tecnical 17.5gr
Starch 1.5¢r
Bacto-Agar 17 gr
Distile su 1000 ml

1000 ml distile suda 38 gr besiyeri ¢ozdiiriilerek hazirlandi ve 121°C’de 15 dakika

otoklavlandi.

2.1.2.2. Solusyonlar

2.1.2.2.1. TBE (Tris, Borik asit, EDTA, pH:8.0) Buffer

10X TBE Stok Solusyonu

Tris Base 1211 gr
Borik asit 61,83 gr
EDTA 5,84 gr
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Solusyon hacmi distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi ve 121°C’de 15 dakika otoklav
edilip, pH’s1 8’e ayarlanarak + 4°C’de buzdolabina kaldirildu.

0,5X TBE Kullanma Solusyonu

10X TBE 50 ml
Distile su 950 ml

Karistirilarak solusyon hazirlandi.
2.1.2.2.2. Tris (1M)
Tris Base 121 gr

800 ml distile suda 121 gr Tris Base ¢ozdiiriillip, yaklasik olarak 60 ml hidroklorik
asit ilave edilerek pH’s1 7.6’ya ayarlanarak karigim 1000 ml’ye tamamlandi. 121 °C’de 15
dakika otoklav edildi.

2.1.2.2.3. Gel Loading Buffer (6X)

Bromfenol Mavisi 25 mg
Siikroz 4 gr
H20 10 ml

Karistirilarak solusyon hazirlandi.
2.1.2.2.4. NaCl (1M)

NaCl 58,44 gr
Distile Su 800 ml

NaCl distile suda ¢oziildiikten sonra son hacim 1000 ml’ ye tamamlanda.

2.1.2.2.5. TE Buffer (10mM Tris+ 1ImM EDTA)
Tris (M) 10 ml

EDTA (0,5 M) 2 ml

Karisim hazirlanip distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.
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2.1.2.3. Ayiraclar

2.1.2.3.1. Katalaz Testi
H>0, % 3

Katalaz, aerobik metabolizmalarin hiicrelerinde bulunan bir enzimdir. Koenzim
olarak demir ve protoporfin (hemin) igerir. Bu enzim, metabolik proseslerin ortaya ¢ikardigi
toksik hidrojen peroksidi pargalar. incelenecek kolonin bir kismu steril ze ile kuru bir lam
iizerine almir. Uzerine katalaz ayracindan 0,1 ml kadar bir damla damlatilir. Pozitif sonugta
bakteri kiitlesi lizerinde gaz (oksijen) olusumu gozlenirken, negatif reaksiyonda gaz ¢ikisi

gozlenmez (Bilgehan 1995).
2.1.2.3.2. Oksidaz Testi
NNN’N’ tetramethyl -p- phenylene-diamine dihydrochloride

Gram boyama sonrasi pozitif goriinen bakterilerin oksidaz aktiviteleri, oksidaz
cubuklar1 (Oxoid) ile bakildi. Siipheli bakterinin 18-24 saatlik saf kiiltiiriine oksidaz
cubugunu daldirmak ve 25-30 saniye bekleyip, ¢gubugun eflatun mor renk almasi pozitif,
renk degisikligi olmamasi da negatif reaksiyon olarak degerlendirilir (Bilgehan 1995).

2.1.3. PCR

2.1.3.1. Kullanilan cihazlar

PCR islemi 96 6rnek kapasiteli Bio-Rad T 100 marka termal dongiileme cihazinda

gerceklestirilmistir.
2.1.3.2. MgClz, Taq DNA Polymerase, 10X Taq Buffer, dNTP Set

25 mM MgClz, Tag DNA polimeraz (5U), 10X Taq Buffer 1 (100 mM (Tris-HCI,
pH 8,3, 500 mM KCI), 10X Taq Buffer 2 ((NHs)2 SO4 -MgCl,), 100mM deoksiniikleotid
trifosfat (ANTP) set (AATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Fermentas®) kullanildu.

2.1.3.3. Primerler
PCR yotemiyle L. garvieae’nin tespit edilmesinde kullanilan primerler Cizelge

2.1.”de verilmistir.
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Cizelge 2.1. PCR amplifikasyonlarinda kullanilan primer giftleri ve beklenen
amplifikasyon boyutlar1 (Mata ve ark 2004)

Primer Oligoniikleotiddizisi ( 5°-3°) Target Gen Biiyiikliik Patojen
Cifti (bp)

pLG-1 CATAACAATGAGAATCGC

pLG-2 GCACCCTCGCGGGTTG

16S rRNA 1.150 L. garvieae

2.1.4. Elektroforez Cihazi

Elektroforez islemi Thermo marka elektroforez cihazinda, goriintiileme islemi ise

Vilber Lourmat marka goriintiilleme cihazinda gergeklestirildi.
2.1.4.1. Agarose Jel Hazirlamisi

Agarose (Sigma) 290
TBE (0,5X) 100 ml

Sise igerisindeki agarozun iizerine buffer ilave edildi ve karistirildi. Sonra
mikrodalga firinda 3-5 dakika kadar kaynatilan karisim, 40-50°C’ye kadar sogutuldu.
Karisim sivi haldeyken jel kalibinin igerisine kabarcik birakmayacak sekilde dokiilerek
igerisine yiikkleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar yerlestirildi. 15-20 dakika oda
1sisinda sogumaya birakilan jel donduktan sonra kaliptan ¢ikarilarak, elektroforez tankina

yerlestirildi.
2.1.4.2. Etidium Bromiir

Elektroforez isleminden sonra goriintiileme igin jelin boyanmasinda Sigma marka %
1’lik Ethidium Bromiir 500 ml 0,5X TBE ile hazirlanan %2’lik agaroz jelin igerisine 5 pl

miktarinda eklenerek kullanildi.
2.1.4.3. Marker

Marker olarak 100 bp’lik DNA ladder (Fermentas) kullanildi.
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2.1.4.4. Pozitif Kontrol

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ¢alismalarinda kullanilan Lactococcus garvieae
tiirliniin standart suslarindan purifiye edilen pozitif kontrol DNA’lar1, Jose F. Fernandez-
Garayzabal (Departamento de Sanidad Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad

Complutense, 28040 Madrid, Spain)’den temin edilmistir.
2.1.5. DNA Ekstraksiyon Kiti

DNA ekstraksiyonu isleminde bir¢ok mikroorganizmadan yiiksek kaliteli genomik
DNA’nin izolasyonu igin dizayn edilmis genomik DNA ekstraksiyon kiti (Fermentas®)

kullanilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Orneklerin Alinmasi

Aragtirma igin alabalik yetistiriciligi yapilan 2 farkli ¢iftlikten alinan 100 adet 80 -
200 gr agirhigindaki Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) 6rnekleri
soguk zincirde Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim

Dal1 Rutin Teshis Laboratuvarina getirildi.
2.2.2. Lactococcus spp. izolasyonu

Laboratuvara getirilen Gokkusagr Alabaliklarindan (Oncorhynchus — mykiss
Walbaum, 1792) nekropsi yapilarak, karaciger bobrek ve dalaktan %5 defibrine koyun kanli
Tyriptic Soy Agara (TSA) aseptik kosullarda ekimler yapildi ve agar plaklari 25°C’de 72
saat slireyle aerobik kosullarda inkiibasyona birakildi (Mata ve ark 2004). Siire sonunda
tireme sekillenen besiyerlerinden tipik o hemoliz yapan koloniler se¢ilerek Gram boyama
yapildi. Gram boyama sonucunda belirlenen Gram pozitif koklarin goriildiigi kolonilere
oksidaz ve katalaz testi uygulanarak, oksidaz ve katalaz negatif reaksiyon veren suslar
Lactococcus spp. agisindan siipheli kabul edilerek, genotipik olarak identifiye edilmek tizere

saklama besiyerine gecildi ve PCR c¢alismalari i¢in -20°C deep freeze’de saklandi.
2.2.3. DNA Izolasyonu

100 adet Gokkusagi alabaligi 6rneklerinin i¢ organlarindan yapilan ekimlerde elde

edilen bakteri kolonileri toplandi ve Lactococcus garvieae olarak identifiye edilen suslar igin
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DNA ekstraksiyonu asamasina gecildi (Mata ve ark 2004). Izole edilen suslarin DNA
izolasyonu genomik DNA ekstraksiyon kiti (Fermentas®) ile prosediire uygun olarak
yapilmistir. Izolasyonu yapilan DNA’lar PCR calismalarinin yapilacagi zamana kadar cryo

tiiplerde -20°C derin dondurucuda saklanmaistir.
Fermentas® DNA Isolation Kit Prosediirii:

- Bir 6ze dolusu laktokok kiiltiirti 400 pl lizis solusyonu ile siispanse edildi. 65°C’de
5 dakika inkiibe edildi.

- 600 pl kloroform ilave edildikten sonra 10.000 devirde 2 dakika santrifiij yapildi.

Stipernatant atildu.

- 800 ul presipitasyon solusyonu pelet tizerine ilave edildikten sonra oda sicakliginda

1-2 dakika karistirildi.

- 10.000 devirde 2 dakika santrifiij edildikten sonra DNA igeren pelet 1.2 M NaCl

solusyonunda ¢ozdiiriildii.

- 300 pl etanol eklendikten sonra 10 dakika -20°C’de bekletildi. 10.000 devirde 3
dakika santrifiij edildikten sonra %70’lik etanol ile yikandi. Daha sonra 100 pl steril distile
suda ¢oziildii. Her bir PCR reaksiyonu i¢in 5 pl template DNA kullanildi.

2.2.3.1. PCR islemi

Mastermiks  hazirlanisi:  Arastirmamizda  Lactococcus garvieae tiiriiniin
identifikasyonu i¢in yapilan PCR reaksiyonlarinda bir 6rnek i¢in PCR amplifikasyonu 50 pl
toplam hacimde, son konsantrasyon 10X Taq enzimi tampon ¢ozeltisi 1X, 2 mM MgClo,
primerden 1 uM, her bir deoxynucleoside triphosphate’dan 0.25 mM ve 2 U of Taq DNA
polymerase, 2 ul bakteriyel slispansiyondan ekstrakte edilmis template DNA olacak sekilde
gerceklestirildi (Mata ve ark 2004). Kullanilan malzemeler ve miktarlar1 Cizelge 2.2’de

belirtilmistir.
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Cizelge 2.2. Mastermiks hazirlanma miktarlar1 (Mata ve ark 2004)

Malzeme (Ticari) Istenen Son Miktar (ul)
Taq Buffer 1(+KClI,- MgCl2) (10X) 3pul

Taq Buffer 2 (+(NH4)2 SOs- MgClo)

(10X) 3l
MgCl2 (25mM) 4l
dNTP (2mM) 1 ul
Primer 1 (pLG-1) 1 ul
Primer 2 (pLG-2) 1 ul
Pfu DNA Polimeraz (5U) 0.4 ul
ddH-0 34.6 ul
Template DNA (200 nM) 2 ul
TOPLAM 50 ul

Mastermiks hazirlandiktan sonra 6rnek adedi kadar numaralandirilan 0,2 pl’lik
tiiplerin iglerine 48’er ul mastermiks ilave edildi. Daha sonra, ekstraksiyonu yapilan
DNA’lardan ilgili tiiplerin igerisine 2’ser pl eklenip agizlar sikica kapatildi. Hazirlanan
tiipler daha sonra 1s1l dongiileme cihazina yiiklendi ve pLG-1 ve pLG-2 primerlerine 6zgi
hazirlanan mastermiks PCR analizlerinde kullanilan 1s1l dongii ve siire diyagramina gore
programlandi. PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami (Mata ve ark 2004) Cizelge

2.3.”de gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. PCR islemine ait 1511 dongii ve siire diyagrami (Mata ve ark 2004)

Basamak Dongii Sayisi Sicakhk Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94°C 5 dk
Denatiirasyon 92°C 1dk
Baglanma 30 57°C 1dk
Uzama 72°C 1,5dk
Son Uzama 1 72°C 7 dk
Bekletme 1 4°C o dk

2.2.3.2. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi

0,2 mL tiiplerde olusturulan 50 pl’ lik PCR iiriinleri pipet ile 10’ar pl alinip, 3 pl 6x
gel loading buffer ile karistirildi. Olusturulan karisimin tamami alinarak, % 2’lik agaroz

jeldeki kuyucuklara sirayla yiiklendi.
2.2.3.3. Jelde Yiiriitme

Hazirlanan jele markerlarin ve 6rneklerin sirayla yiiklenmesinden sonra elektroforez
tankinin kapagi kapatildi ve elektrotlar cihaza baglandiktan sonra 80V 500A akimda 40
dakika ytriitiildii.

2.2.3.4. Goriintiilleme ve Degerlendirme

Elektroforez isleminin tamamlandiktan sonra dikkatli bir sekilde elektroforez
tankindan c¢ikarilan jel, bilgisayara bagli durumdaki goriintiileme cihazindaki odaciga
yerlestirildi. UV 15181 altinda fotograflandiktan sonra, bant uzunluklar1 her PCR i¢in ayr1
degerlendirildi.

Degerlendirme daha oOnce bildirilen sekilde, PCR analizinde pLG-1 ve pLG-2

primeri i¢in 1.150 bp uzunlugundaki bant olusumlari aranacak sekilde gergeklestirildi.
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2.2.4. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Calismada izole edilen suslara yapilacak antibiyotik duyarlilik testlerinde Penisilin
G, Florfenikol, Amoksisilin-Klavulonik asit, Ampisilin, Sefoperazon, Eritromisin, Metisilin,
Gentamisin, Oksasilin ve Kloksasilin etken maddelerini igeren antibiyotik diskleri
kullanild.

Antibiyotik duyarlilik testleri Kirby Bauer Disk Diffiizyon yontemine gore yapildi.
Izole edilen suslar icinde 1 ml TSB bulunan tiiplere McFarland No:1 yogunlugunda ekilerek
37°C’de 24 saat inkube edildi. Elde edilen buyyon kiiltiirlerinden pipet yardimiyla 0.1 ml
alinarak Mueller Hinton agar petrilerine cam bagetle yayildi ve kurumaya birakildi. Standart
antibiyotik diskleri (Oxoid) 8 kartuslu antibiyotik disk dispenser cihazi yardimiyla petri
lizerine yerlestirildi. Petriler 37°C’de 18 saat inkube edildikten sonra her diskin ¢evresindeki
inhibisyon zon ¢aplar1 milimetrik olarak Slgiilerek, standartlari ile karsilastirildi (Bilgehan
1995). Calismada kullanilan antibiyotiklerin standart zon ¢aplar1 Cizelge 2.4.’de verilmistir
(CLSI 2002, 2003).

Cizelge 2.4. Standart zon ¢aplar1 (CLSI 2002, 2003)

Disk Icerigi Inhibisyon Zon Caplar1/ mm
Antimikrobik Madde
(ng) Direncli Orta Duyarh Duyarh
Penisilin G 10 <14 - >15
Amoksisilin-Klavulonik asit 20/10 <13 14 -17 >18
Ampisilin 10 <16 - > 17
Sefoperazon 30 <14 15-17 >18
Eritromisin 15 <13 14 - 22 >23
Metisilin 5 <9 10-13 >14
Gentamisin 10 <12 13-14 >15
Oksasilin 1 <10 11-12 >13
Kloksasilin 5 <10 11-13 >14
Florfenikol 30 <14 15-18 >19
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon Bulgular

Arastirma i¢in Aydin ili ve ¢evresinde bulunan alabalik yetistiriciligi yapilan 2 farkl
ciftlikten alinan 100 adet 80 - 200 gr agirligindaki Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus
mykiss Walbaum, 1792) &rnekleri soguk zincirde Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Rutin Teshis Laboratuvarina getirilmistir. Gelen
orneklere nekropsi yapilarak %7 defibrine koyun kanli TSA agara karaciger bobrek ve
dalaktan ekimler yapilmistir. Inkubasyon siiresi sonunda ekim yapilan agarda sekillenen o
hemoliz yapan koloniler, Gram boyama yontemi ile boyanip, morfolojik olarak mikroskop
altinda incelenmistir. Gram boyama sonucunda mikroskopta Gram pozitif olarak belirlenen
koklara ait olan kolonilere katalaz ve oksidaz testi uygulanmistir (Holt ve ark 1994,
Koneman ve ark 1997). Katalaz ve oksidaz negatif olan koloniler, Lactococcus spp. siipheli

koloniler olarak identifiye edilmistir.

Aragtirmamizda 2 farkli ciftlikten toplanan 100 adet 80 - 200 gr agirhigindaki
Gokkusagi  Alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) 6rnegin 34’{inden
Lactococcus spp. izole edilmistir.

3.2. PCR Bulgular

Bu tez ¢aligmasi alabalik yetistiriciligi yapilan 2 farkli ¢iftlikten toplanan 100 adet
80 - 200 gr agirligindaki Gokkusagr Alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792)
orneklerinde yapilan PCR ¢aligsmalarindan toplam 34 adet Lactococcus garvieae identifiye

edilmistir.

PCR c¢aligmas1 sonucunda identifiye edilen hedef patojenlerin toplam 6rneklerin %

34’tinden Lactococcus spp. identifikasyonu gergeklestirilmistir.

PCR ile elde edilen elektroforez gortintiileri Sekil 3.1.”de gosterilmektedir.
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Sekil 3.1. PCR pozitif 6rneklerin elektroforez goriintiisii M:100 bp DNA ladder, P: L.
garvieae pozitif kontrol, N: Negatif kontrol, 1-11: L. garvieae PCR pozitif 6rnekler

TN S AESEN 6N 78 M OS1 08 11 M

PCR ile yapilan identifikasyonlarda hedef patojen tiirlerinin ¢iftlik bazindaki
dagilimlar1 incelendiginde, 1. ciftlikten alinan 45 alabalik orneginden L. garvieae
identifikasyonu yapilamamis olup, 2. ciftlikten alinan 55 alabalik 6rneginin 34’tinden L.

garvieae identifiye edilmistir.
3.3. Antibiyotik Duyarhhik Bulgular:

Izole ve identifiye edilen L. garvieae suslarina yapilan antibiyotik duyarlilik testleri
sonucunda Amoksisilin - Klavulanik asit’e % 90 oraninda duyarli, Florfenikol’e % 65
oraninda orta derecede duyarli, Oksasilin’e % 94, Sefaperazon’a % 62, Ampisilin’e % 76,
Penisilin G’ye % 88, Gentamisin’e % 50, Kloksasilin’e % 44, Eritromisin’e % 80 ve

Metisilin’e kars1 ise % 88 oranlarinda direngli olarak tespit edilmistir.

Elde edilen antibiyogram sonuglari Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. izole ve identifiye edilen L. garvieae suslarmnin disk difiizyon test sonuglar

MET | FFC

E

OB

CN

CFP |AMP |P

AMC | OX

L. garvieae

Suslari

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

28
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L. garvieae
Suslar: AMC |OX |CFP |AMP |P CN |OB |E MET | FFC

29 S R R R R I I R R I

30 S R I S R R R R R R

31 S R R R R | I R R S

32 S R I S R I I R I I

33 S R R S R R I R S

34 S R S S S R I

AMC: Amoksisilin - Klavulanik asit, OX: Oksasilin, CFP: Sefaperazon, AMP: Ampisilin,
P: Penisilin G, CN: Gentamisin, OB: Kloksasilin, E: Eritromisin, MET: Metisilin, FFC:

Florfenikol
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4. TARTISMA

Gram pozitif koklardan Streptokok ve Laktokoklar tiim Diinya iizerinde balik
patojenleri olarak tanimlanmaktadir. Gram pozitif koklar Streptococcus parauberis,
Streptococcus iniae, Streptococcus difficilis, Lactococcus garvieae gibi birkag farkl tiirii
igerir. Bu tlirler Gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792)
streptokokkosis ve laktokokkosisin major etkenleri olarak bilinmektedir (Sudheesh ve ark
2012).

Lactoccoccus garvieae, Gokkusagi alabaligi (Oncorhynkus mykiss), Sarikuyruk
(Seriola quinqueradiata), Tilapya (Oreochromis sp.), Japon Yilan baligi (Anguilla
japonica), Pisi (Paralichthys olivaceous), Kefal (Mugil cephalus), Siyah Kayabaligi
(Sebastes schlegeli), Kral baligi (Seriola lalandi) ve dev tatli su karidesi (Macrobrachium
rosenbergii) gibi tiirlerden hastaliga neden olan etken olarak izole edilmistir (Kusuda ve ark
1991, Prieta ve ark 1993, Chen ve ark 2001, Lee ve ark 2001, Chen ve ark 2002, Ravelo ve
ark 2003, Colorni ve ark 2003, Kang ve ark 2004, Kawanishi ve ark 2005).

Gokkusag alabaliklarinda hastaliga bagli 6liim oranlarinin diger baliklarla gére daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (Ghittino ve Muzquiz 1998). L. garvieae ile yapilan patojenite
calismalarinda geng baliklarda (50 gr) eriskin baliklara (100 gr) gore akut formun daha uzun
slire devam edip mortalitenin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Muzquiz ve ark 1999).
Gilintimiizde Gokkusagr alabalig ciftliklerinde ki dogal enfeksiyonlarda 5 gr’ lik baliktan 1
kg. ve tizeri baliklarin tiimiiniin Lactococcosis’ten etkilendigi goriilmistiir (Diler ve ark
2002, Pereira ve ark 2004).

L. garvieae Tiirkiye’de sadece tatli su ve deniz ortamindaki alabalik ¢iftliklerinden
izole edilmistir (Diler ve ark 2002, Kav ve Erganis 2007, Tanrikul ve Giiltepe 2011). Ancak
varligi Karadeniz alabaligi (Salmo trutta labrax), Levrek (Dicentrarchus labrax), Kalkan
(Psetta maxima) gibi diger balik tiirleri i¢in rapor edilmemistir. Aeromonas salmonicida
(Ewart ve ark 2008), Vibrio anguillarum (Munro ve ark 1995), viral hemorrhagic septicemia
virus (Isidan ve Bolat 2011), ve Scuticociliate spp. (Iglesias ve ark 2001) gibi bir ¢ok bakteri,
viriis ve parazit yetistiriciligi yapilan Kalkan (Psetta maxima) i¢in rapor edilmis olsada L.
garvieae heniiz rapor edilmemistir (Tire ve ark 2014). Tire ve ark (2014) yaptiklari
calismada L.garvieae’nin Karadeniz alabaliklart i¢in 6nemli bir patojen oldugunu ancak

Levrek ve Kalkanin L.garvieae 'ye kars1 direngli oldugunu rapor etmislerdir.
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Su sicakliginin artis1 hastaligin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Su
sicakliklarin 14-15°C’yi agtig1 yaz aylarinda akut salginlarin meydana geldigi bildirilmistir
(Prieta ve ark 1993, Ghittino ve Muzquiz 1998). Olumsuz ¢evre kosullar1, koti bakim
sartlar1, yem Kkalitesi ve yetersiz oksijen gibi faktorler etkenin yayilmasina ve virulansin
artmasina neden olmaktadir (Fukuda ve ark 1997). Marmara Bolgesi’nde bir igletmede su
sicakliginin arttigi Haziran ayinda yapilan ¢alismada isletmedeki alabaliklarda hastaligin
goriildiigii ve yiiksek mortaliteye sebep oldugu rapor edilmistir. Enfekte baliklarda tek veya
cift tarafli ekzoftalmus, korneada opaklagma yani1 sira gézlerde hemoraji, erime ve géz kaybi,
viseral organlarda ve yag dokuda hiperemi, karin boslugunda kanli sivi birikimi tespit

edildigi bildirilmistir (Timur ve ark 2011).

Diler ve ark (2002), %80’e varan mortalite goriilen ii¢ farkli alabalik ¢iftligindeki
baliklarin degisik organlarindan besi yerlerine ekim sonucu L. garvieae'yi izole etmisler ve
alabaliklarda bilateral ekzoftalmus, deri renginin koyulagsmasi, aniiste hemorajiler, kuyruk
ve pektoral ylizgeclerde kanamalar, karinda kanli asites, karaciger, dalak, bobrek ve

bagirsaklarda hemoraji gérmiislerdir.

Kav ve Erganis (2007) Konya ili ve ¢evresindeki ciftliklerde yaptiklari arastirmalarda
pop eye sendromu ile seyreden Streptococosis hastaliginin etkeninin L. garvieae oldugunu,
suglarin fenotipik 6zelliklerinin homojen oldugunu, saha suslarinin fenotipik 6zellikleri ile
referans suslarin fenotipik 6zellikleri arasinda farkliliklar oldugunu, L. garvieae'nin API 20
Strep ile idetifikasyonda %66.4 oraninda L. lactis subsp lactis, %29.1 oraninda E. feacalis,
%3.7 oraninda E. faecium, %0.9 oraninda da E. durans olarak identifiye edildigini ve
identifikasyonda bunlarin gbz 6niinde bulundurulmasi gerektigini bildirmislerdir. Yapmis
olduklar1 arastirmada 2002-2004 yillar1 arasinda Konya ili ve cevresindeki alabalik
ciftliklerinden180 adet hasta baliktan 30 adet Lactococcus garvieae susu izole etmislerdir.
Bu izolatlarin 32’sinde pLG-1 ve pLG-2 primerleri ile PCR’da 1100 bp’de tiir spesifik

bantlar1 gérmiislerdir.

Timur ve ark (2011), 2010 yilinda Marmara bolgesindeki bir gokkusagi alabaligi
isletmesinden 150-180 gram agirligindaki 5 adet baliktan API 20 Strep Kiti ile L. garvieae

izole ettiklerini bildirmiglerdir (Timur ve ark. 2011).

Italya’da 10 adet alabalik 6rneginden yapilan bir ¢alismada (Zlotkin ve ark 1998), 7

adet ornekte, patojen L. garviae izole edilmistir. Yine bu ¢alismada, L. lactis ile L. garviae
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arasinda fenotipik benzerlikler oldugu ortaya konmustur. Italya’da yapilan bir diger
calismada ise (Eldar ve ark 1999), alabaliklarda farkli zamanlarda goriilen 100°den fazla
salginda 71 adet L. garviae izole edilmistir. Ulkemizde ilk kez 2001 yilinda Ege bdlgesindeki

gokkusag alabalig ¢iftliklerinde L. garvieae izole edilmistir.

Ozer ve ark (2008), Ocak - Aralik 2005 yilinda Mersin ili ve gevresinden 260
gokkusagi alabalik 6rnegi toplamislardir. Bu gokkusagi alabaliklardan 63 (%24,23)’linde
Gram pozitif, katalaz ve oksidaz negatif kok izole etmislerdir. Calismada 1 sus
canlandirilamamis ve 62 adet alabaligin 24 (%38,7) tiinden L. garviae izole ettiklerini
bildirmektedirler.

Baeck ve arkadaslar1 (2006), Mayis 2005 yilinda yaptiklari bir caligmada 22 alabalik
ornegi toplamislar ve multipleks PCR ile S. Iniae, S. parauberis, L. garvieae varhigin

incelemislerdir. 3 izolat L.garvieae identifiye etmislerdir.

Ege bolgesinde L. garviae’nin ilk kez 2001 yilinda izole edildigi bilinmektedir. Ege
bolgesinde en son yapilan ¢alismalar incelendiginde L. garviae’nin goriilme oraninin %
52’ye kadar ¢iktig bildirilmektedir (Giirpinar 2013). Calismamizda elde edilen izolasyon
oranimizin daha diisiik (%36) ¢ikmasinin nedeninin ¢iftliklerde ki bakim kosullarindan

dolayi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda elde edilen 34 izolata Penisilin G, Florfenikol, Amoksisilin-
Klavulonik asit, Ampisilin, Sefoperazon, Eritromisin, Metisilin, Gentamisin, Oksasilin ve
Kloksasilin etken maddelerini igeren antibiyotik diskleri kullanilarak disk diffiizyon yontemi
ile antibiyogram testi uygulanmistir. Test sonucunda suslar Amoksisilin - Klavulanik asit’e
% 90 oraninda duyarli, Florfenikol’e % 65 oraninda orta derecede duyarli, Oksasilin’e % 94,
Sefaperazon’a % 62, Ampisilin’e % 76, Penisilin G’ye % 88, Gentamisin’e % 50,
Kloksasilin’e % 44, Eritromisin’e % 80 ve Metisilin’e kars1 ise % 88 oranlarinda direngli

olarak tespit edilmistir.

Kuzey Italya’da klinik izolatlarindan yaptilan ¢alismalarda L. garvieae suslarinin
Ampisilin, Amoksisilin, Oksitetrasiklin ve Eritromisine kars1 duyarli oldugu belirtilirken,
Oksolinik asit, Streptomisin, Trimethoprim ve Sulfadiazine karsi direngli oldugunu
saptamistir (Mazzolini ve ark 2003). Kubilay ve ark (2005) yaptiklar1 ¢aligmada L. garvieae
suslarmin  Amoksisilin - - Klavulanik asit, Enrofloksasin, Tetrasiklin, Doksisiklin,

Kloramfenikol, Eritromisin ve Nitrofrantoin gibi antibiyotiklere kars1 duyarli olduklarini,
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Kanamisin, Penisilin, Sefuroksim, Siprofloksasin, Klindamisin, Trimetoprim -

Sulfametoksazol gibi antibiyotiklere karsi direngli olduklarini bildirmislerdir.

Farkli cografik kokenli L. garvieae suslari ile yapilan ¢calismalarda suslarin tiimiiniin
Enrofloksasin ve Nitrofurantoin’e duyarli oldugu, Oksolinik asit ve Trimetoprim —
Sulfametoksazol’e karsi ise diregli oldugu gozlemlenirken, Eritromisin, Kloramfenikol,
Oksitetrasiklin ve Ampisiline Karsi ise sonuglarin suslarin kdkenine gére degisken oldugu

goriilmiistiir (Ravelo ve ark 2001).

Altun ve ark (2012)’de yaptiklar ¢alismada L. garvieae suslarinin Oksitetrasiklin,
Eritromisin, Amoksisilin ve Florfenikol’e kars1 direng gelistirdiklerini rapor etmislerdir.
Yapilan bagka bir ¢alismada ise L. garvieae suslarinin ayni sekilde Oksitetrasiklin’e karsi
direngli oldugunu ancak Amoksisilin’e kars1 duyarli, Florfenikol ve Eritromisin’e kars1 orta

seviyede duyarli oldugunu bildirilmistir (Didinen ve ark 2014).

Yapilan diger bir ¢alismada L.garvieae 'nin Ampisilin’e Eritromisin, Oksitetrasiklin
ve Amoksisilinden daha duyarli oldugunu bildirilmistir (Kum ve ark 2004). Iran’da yapilan
bir ¢alismada Sharifiyazdi ve ark (2010) L. garvieae suslarinin Eritromisin, Kloramfenikol,
Siilfadiazin, Klaritromisin, Enroflaksin’e kars1 duyarli oldugunu rapor etmislerdir. Yine ayni
calismada Oksitetrasiklin gibi antibiyotiklerin yanlis kullanimindan ve giiniimiizde bu
antibiyotigin diren¢ gelistiren genler karsisinda neredeyse tamamen etkisiz oldugundan
bahsedilmistir. Arastirmamizda da diger ¢alismalara benzer olarak Amoksisilin -
Klavulanik asit’e kars yiiksek oranda duyarlilik saptanmasina ragmen, diger antibiyotiklere

kars1 direng gelisimi belirlenmistir.

Kusuda ve Salati (1999) isletmelerde tedavi sirasinda iyi bir besleme, hijyenik sartlar
ve stok yogunlugunun diizenlenmesi gerektigini vurgulamiglar ve suslarda ilag
direngliliginin goriilmesinden dolayr sahada gelisi giizel kemoteropatik kullanimdan

kaginilmas: gerektigini bildirmislerdir.

Ozellikle entansif balik yetistiriciligi {ilkemizde giinden giine artmaktadir. Bu siireg
igerisinde tiim hayvancilik sektoriinde oldugu gibi bilingli yetistiricilik ve uygun tedavi
kosullarinin gelistirilmesi ve ayn1 zamanda da koruyucu hekimliliginde 6n planda tutulmasi
gerekmektedir. Bu dogrultu da yapilan ¢aligmalar ile bakteriyel hastaliklarin tespiti ve dogru

antibiyotik se¢cimine katkida bulunulmasi 6nem arz etmektedir.
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5. SONUC

Tiirkiye’de alabalik yetistiriciligi 1970’11 yillardan itibaren ¢esitli kiiltiir sistemleriyle
yapilmaya baslanmis olup giiniimiiz kadar &nemli gelismeler gostermistir. Ulkemizde
yetistiriciligi yapilan en yaygin tiir Kuzey Amerika kokenli olan Gokkusagi alabaligi
(Oncorhyncus mykiss Walbaum, 1792)’dur.

Lactococcus garvieae, 6zellikle yaz aylarinda su sicakliklarinin artmasiyla, deniz ve
tatli su baliklarinda septisemi ile meningoensefalitis etkeni olan ve ciddi ekonomik kayiplara

yol agan Gram pozitif bir patojendir.

Aragtirmamizda alabalik yetistiriciligi yapilan 2 farkl ¢iftlikten toplanan 100 adet 80
- 200 gr agirlhigindaki Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792)
orneklerinde yapilan PCR ¢aligmalarindan toplam 34 adet Lactococcus garvieae identifiye
edilmistir. Elde edilen 34 izolata Penisilin G, Florfenikol, Amoksisilin-Klavulonik asit,
Ampisilin, Sefoperazon, Eritromisin, Metisilin, Gentamisin, Oksasilin ve Kloksasilin etken
maddelerini i¢eren antibiyotik diskleri kullanilarak disk diffiizyon yontemi ile antibiyogram
testi uygulanmustir. Test sonucunda suslar Amoksisilin - Klavulanik asit’e % 90 oraninda
duyarl, Florfenikol’e % 65 oraninda orta derecede duyarli, Oksasilin’e % 94, Sefaperazon’a
% 62, Ampisilin’e % 76, Penisilin G’ye % 88, Gentamisin’e % 50, Kloksasilin’e % 44,

Eritromisin’e % 80 ve Metisilin’e kars1 ise % 88 oranlarinda direngli olarak tespit edilmistir.

Yapilan bu calismada bolgemizde bulunan alabalik ciftliklerinde goriilen
Lactococcosis hastaliginda rol alan en 6nemli etkenlerden biri olan L. garvieae bakterisi
gerek konvansiyonal gerekse de molekiiler yontemler araciligi ile tespit edilmis ve de ticari
olarak kullanimda olan bir ¢ok antibiyotige karsi olan duyarliliklar1 saptanmig olup, hem

yetistiricilige hem de literatiir bilgiye bir katkida bulunulmustur.
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OZET

Gokkusagi Alabaliklarindan Lactococcus garvieae Identifikasyonu ve Antibiyotiklere

Duyarhhklarimnin Arastirilmasi

Su triinleri yetistiriciliginde hastaliklar, iiretim ve ticareti sinirlayan en 6nemli etken
olarak bilinmektedir. Bilindigi iizere su iirlinleri yetistiriciliginde yaklasik son 20 yilda hizli
bir biliylime gerceklesmistir. Bu hizli biiyiime siirecinde g¢evresel etkilesimlerle birlikte
bakteriyel, viral, fungal ve paraziter hastaliklarda da artis meydana gelmistir. Bu hastalik
etkenleri biyolojik gesitliligi ve dolayistyla siirdiiriilebilir biiyiimeyi 6nemli 6l¢iide etkileyen
ekosistemin ayrilmaz unsurlaridir. Yiiksek stoklama yogunlugu ile birlikte strese yol agan
cevresel faktorler salgin hastaliklarin ortaya ¢ikmasina, kiiltiir ve dogal ortam arasinda su

degisimi yoluyla bu hastaliklarin dogal tiirlere bulagsmasina yol agabilmektedir.

Lactococcus garvieae, Gokkusagi alabaliklarinda laktokokkozisin etiyolojik etkeni
olup en 6nemli Gram pozitif patojenik kok tiirleri arasinda yer almaktadir. Arastirmamizda,
kiiltiir gokkusagi alabaliklarinda goriilen Laktokokkozis’in genotipik yontemlerle tespiti,

hastalik etkeni bakteri suslarinin antibiyotik duyarliliginin ortaya koyulmasi amaglanmastir.

Bu ¢alismada Aydin ili ve ¢evresinde bulunan kiiltiir balik¢ilig1 yapan igletmelerden
rastgele toplanan 100 adet Gokkusagi alabaligi 6rnegi soguk zincirde Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvarmna
getirilmistir. Laboratuvara getirilen balik 6rnekleri teknigine uygun olarak agilip karaciger,
kalp ve bobrek organlarindan Tryptic Soy agara ekimleri yapilarak L. garvieae suslari
genotipik yontemlerle izole edilmistir. PCR asamasi sonrasinda L. garvieae olarak identifiye
edilen etkenlerinin antibiyotik duyarliliklarin belirlenmesi i¢in disk difiizyon yontemi ile
Penisilin G, Florfenikol, Amoksisilin-Klavulonik asit, Ampisilin, Sefoperazon, Eritromisin,

Metisilin, Gentamisin, Oksasilin ve Kloksasilin kullanilmistir.

Calismada identifiye edilen L. garvieae suslarinin Amoksisilin - Klavulanik asit’e %
90 oraninda duyarli, Florfenikol’e % 65 oraninda orta derecede duyarli, kullanilan diger

antibiyotiklere kars1 direngli oldugu sonucuna ulagilmstir.

Anahtar kelimeler: Lactococcus garvieae, Gokkusagi alabaligi, identifikasyon,
antibiyogram, PCR
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SUMMARY

Identification of Lactoccoccus garvieae from Rainbow Trout and Investigation of

Susceptibility to Antibiotics

Diseases in aquaculture are known as the most important factor for limiting
production and trade. As known, it has been a rapid growth in aquaculture for over the last
20 years. During this rapid growth period, there has been an increase in bacterial, viral,
fungal and parasitic illnesses together with environmental interaction. These disease factors
are inseparable elements of the ecosystem largely affecting biodiversity and thus sustainable
growth. Environmental factors causing stress along with high stocking density can bring
about the emergence of epidemics and culture and transmission of these diseases to natural

species through water exchange between cultural and natural environment.

Lactococcus garvieae is an etiological factor of Lactococcosis in Rainbow trouts and
is among the most important pathogenic Gram positive cocci species. In our research, it is
aimed to determine the Lactococcosis encountered in culture Rainbow trouts via genotypic
methods and put forth the antibiotic susceptibility of disease determinant bacterial strains.

In this study, 100 samples of Rainbow trouts gathered from businesses in and around
Aydin city managing culture fishing has been brought to Adnan Menderes University
Veterinary Faculty Department of Microbiology Routine Diagnosis Laboratory through cold
chain. Fish samples which are brought to the laboratory has been technically opened and by
planting Tryptic Soy agar from their livers, hearts and kidneys, their Lactococcus garvieae
strains have been isolated via genotypic methods. After the PCR process, Penicillin G,
Florfenicol, Amoxicillin - Clavulonic acid, Ampicillin, Cefoperazone, Erythromycin,
Methicillin, Gentamicin, Oxacillin and Cloxacillin has been used with disc diffusion method
in order to determine the antibiotic susceptibility of the factors identified as Lactococcus

garvieae.

It’s concluded that L. garvieae strains identified in the study are 90 % susceptable to
Amoxicillin — Clavulanic acid, 65 % intermediate susceptable to Florfenicol and resistant to
other antibiotics used.

Key words: Lactococcus garvieae, Rainbow trout, identification, antibiogram, PCR
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