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Oz: Bu caligma, 2012 Ocak ve 2017 Eyliil tarihleri arasinda Dogu Karadeniz Bélgesi’ndeki 12

*%: https://orcid.org/0000-0002-1823-5823 farkli Gokkusag alabalik ciftliklerinden balik drnekleri toplandi. Bu érneklerden toplam 100 adet
- it UL 20 bakteri izole edildi. Tiim izolatlarin tanimlanmasi geleneksel biyokimyasal testler, API 20 strep
testi ve PZR testi kullanilarak yapildi. Pozitif kontrol olarak ATCC 43921 referans izolati

kullanildi. API 20 strep test sonuglarina gore izole edilen 100 bakteri izolatindan 65 izolatin

Lactococcus garvieae oldugu belirlendi. Bu izolatlar1 molekiiler olarak L. garvieae izolatina 6zel

pLG-1 ve pLG-2 (16S rRNA) referans genleri kullanilarak PCR testi ile dogrulandi. Caligmanin

sonucunda, Gokkusagi alabaliklarindan izole edilen 100 izolattan 65’inin L. garvieae oldugu teyit

edildi. Antibiyogram test sonuglarina gore izolatlarin sulfamethoksazol, streptomisin ve

sulfametoksazol+trimetoprim’e %100, ampisiline %94,2, oksitetrasiklin %72,5, eritromisine

et e %55,07 ve oksolinik asit %43,5 oraninda direngli oldugu tespit edildi. Ek olarak enrofloksasin
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Lactococcus garvieae Infection and Treatment Observed in Rainbow Trout
(Oncorhynchus mykiss)

Abstract: In this study, fish samples were collected from 12 different Rainbow trout farms in the
Eastern Black Sea Region between January 2012 and September 2017. A total of 100 bacteria
were isolated from these samples. Identification of all isolates were carried out by using
conventional biochemical tests, API 20 strep tests and PCR tests. ATCC 43921 reference isolate
was used as a positive control. According to API 20 strep test results, 65 isolates from 100
bacterial isolates were determined to be Lactococcus garvieae. These isolates were molecularly
confirmed by PCR testing using the pLG-1 and pLG-2 (16S rRNA) reference genes specific to L.
garvieae isolate. It was confirmed by PCR testing using the reference genes pLG-1 and pLG-2
(16S rRNA) specific to the L. garvieae isolate. As a result of this study, 65 isolates out of 100
bacterial isolates isolated from diseased rainbow trout were confirmed to be L. garvieae.
According to the antibiogram test results, the isolates were 100% resistant to sulfamethoxazole,
*Sorumlu yazar: streptomycin  and  sulfamethoxazole+trimethoprim, 94.2% to ampicillin, 72.5% to

Fikri BALTA o oxytetracycline, 55.07% to erythromycin and 43.5% to oxolinic acid. In addition, lower levels of
Recep Tayyip Erdogan University, Faculty

of Fisheries, Department of Diseases, Rize, resistance were detected with enrofloxacin 26.09%, doxycycline 20.3%, amoxicillin and
Turkey florfenicol 8.7%. In the treatment of the disease, the fish producer was advised to use one of the
B<: fikri.balta@erdogan.edu.tr most effective antibiotics, florfenicol, amoxicillin and doxycycline, according to the antibiogram

test results.
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GIRiS

Laktokokozis hastaligi ilk defa 1974 yilinda
Japonya’da  kiiltiiri  yapilan  sarikuyruk  (Seriola
quinqueradiat) baliklarinda goriilen 6énemli bir bakteriyel
hastalik etkeni olarak rapor edilmistir (Kusuda vd., 1991;
Cagirgan & Tanrikul, 1997; Kusuda & Salati, 1999).
Hastalik etkeni, Lactococcocus garvieae
(Synonim=Enterecoccus seriolicida)’nin diinyanin farkli
cografik bolgelerindeki tatli ve tuzlu su balik tiirlerinde
hastalik meydana getirdigi bildirilmistir (Toranzo vd., 1994;
Elder & Ghittino, 1999; Muzquiz vd., 1999; Chen vd., 2001).
L. garvieae enfeksiyonunun Ispanya, italya, Portekiz,
Ingiltere, Fransa, Avustralya, Giiney Afrika ve Asya
iilkelerinde kiiltiirii yapilan gokkusagi alabaligi (O. mykiss)
ciftliklerinde goriildiigii rapor edilmistir (Cagirgan &
Tanrikul, 1997; Elder & Ghittino, 1999; Chang vd., 2002;
Cagirgan, 2004; Tire vd., 2012, Balta & Dengiz Balta,
2019). L. garvieae ile enfekte ¢ig balik tiiketilmesiyle
insanlarda sporadik vakalar rapor edilmistir (Wang vd.,
2007). Dolaysiyla insanlardaki hastalik olgularindan etkenin
izole edilmisi etkenin zoonoz karakterini ortaya koymaktadir
(Zlotkin vd., 1998; James vd., 2000; Mofredj vd., 2000; Vela
vd., 2000; Yiu vd., 2007). Onceden Streptococcus garvieae
olarak tanimlanan L. garvieae, ilk olarak Ingiltere’deki
mastitisli ineklerden izole edilmistir (Collins vd., 1983). L.
garvieae ile enfekte ¢ig balik tiiketilmesiyle insanlarda
sporadik vakalar rapor edilmistir (Wang vd., 2007).
Ulkemizde ise 2001 yilinda Ege Boélgesinde Gokkusagi
alabalig1 isletmelerinde streptokokozis enfeksiyonun ortaya
ciktigr ve yiiksek mortaliteye neden oldugu bildirilmistir
(Cagirgan & Tanrikul, 1997; Diler vd., 2002; Altun vd.,
2004). Ulkemizde Gokkusagi alabaligi isletmelerinde son
yillarda ortaya ¢ikan L. garvieae enfeksiyonlar1 hizli bir
yayillim gostermis ve %90’a varan Oliimler yiiziinden
stirdiiriilebilir engelleyerek biiylik ekonomik
kayiplara neden olmustur. Karadeniz bélgesinde, 6zellikle
yaz aylarinda dere ve baraj gollerinde kiiltiirii yapilan her
boy Gokkusagr alabaliklarinda yiiksek su sicakligmin yani
sira yogun stoklama, diisiikk su kalitesi (pH, amonyak, nitrit,

uretimi

vs) ve strese bagli olarak ortaya ¢ikan hastalik vakalarinda
olimlerin %50-90a ulastig1 ve biiyiik ekonomik kayiplara
neden oldugu rapor edilmistir (Tiire vd., 2012; Balta &
Dengiz Balta, 2019).
Ulkemizde giiniimiize kadar; Kubilay vd. (2005), L.
izolatlarinda antimikrobiyal duyarhiliklarinin
belirlenmesi, Tire vd. (2012), Pulsed Field Gel
Electrophoresis  (PFGE) yontemi  kullanilarak L.
garvieae’nin genetik varliginin ve yayiliminin belirlenmesi,
Oztiirk vd. (2013), Orta Karadeniz Bolgesi’nde Gokkusagi
alabaliklarinda antimikrobiyal hassasiyeti

garvieae

ve hastalik

etkeninin tespit edilmesi, Tiire vd. (2012), Dogu Karadeniz
Bolgesi’ndeki Gokkusagi alabaliklarinda L. garvieae etkeni
ve antimikrobiyal duyarliligi ortaya konulmasi, Cagirgan
(2004), Turkiye’den izole edilen L. garvieae izolatlariin
biyotiplendirilmesi, Kav ve Erganis, (2007) ise Konya
Bolgesi’'ndeki  Gokkusagi  alabaligi  (O.  mykiss)
ciftliklerinden toplanan hastalikli baliklarin i¢ organlarindan
L. garvieae’'nin izolasyonu, identifikasyonu ve fenotipik
Ozelliklerinin tespit edilmesi, Aksit ve Kum, (2008)
gokkusagi alabaliklarinda oldukca sik rastlanilan patojen
mikroorganizmalarin varliginin belirlenmesi ve
antimikrobiyallere karsi hassasiyet diizeylerinin tespit
edilmesi gibi bir¢ok ¢aligma yapilmustir.

Bu c¢alisma ile Dogu Karadeniz Bolgesindeki
Trabzon, Rize, Artvin, Glimiishane, Ordu ve Erzurum il
sinirlart igerisinde yer alan ticari Gokkusagi alabaligi
isletmelerinde 6 yil boyunca meydana gelen kok
enfeksiyonlarmin varliginin tespit edilmesi ¢aligilmigtir. L.
garvieae ile kontamine isletmelerin belirlenmmesi ve
hastaligin antibiyotiklerin
etkinliklerinin belirlenmesi amaglanmustir.

tedavisinde kullanilan

MATERIAL AND METHOD

Balik Ornekleri: Dogu Karadeniz Bélgesi’nde
2012-2017 yillarmin 12 farkli Gokkusagr alabalig
ciftliginden o&zellikle su sicakliginin 18°C’nin {izerine
yiikseldigi yaz mevsiminde hastalik semptomu gosteren ve
6lmek tizere olan baliklardan her seferinde en az 10 balik
laboratuvara laboratuvara getirildi. Orneklemede, rengi
kararmis ve ¢ift tarafli ekzoftalmus goriilen baliklarin
secilmesine Ozen gosterildi. Bu c¢alisma esnasinda
laboratuvara toplam 4320 adet (6 ay x 6 yil x 10 balik x 12
ciftlik) gokkusagi alabaligi analiz edildi. Laboratuvara
getirilen baliklar oncelikle 2-phenoxy etanol ile derin
anestezi altina alind1. Nekroskopide sonucunda bagirsaklarin
boylu boyuna hemorajik olan, ayni zamanda hava kesesi
tizerinde yaygin kanama alanlarin bulunan, karacigerinde
farkli derecede renk degisimleri goriilen, karaciger ve plorik
sekanin iizerinde nokta seklindeki kanamalar gozlenen
baliklar kok enfeksiyonu yoniinden siipheli olarak ele alind1.
Baliklarda goriilen makroskopik bulgular, isletmelerde
goriilen mortalite oranlar1 ve tedavi siiresince uygulanan
protokoller kayit altina alind1.

Hastalik Etkenin izolasyonu: Baliklarin 06n
boreginden 6ze yardimi ile alinan 6rnekler lam iizerinde bir
damla steril FTS (%0,85 NaCl) ile karigtirilarak
mikroskobun 40°lik objektif altinda incelendi. Hareketsiz ve
kok olarak goriilen bakteriler Gram boyama yontemiyle
boyandi. Boyanan preparatlar 100’liik objektifte muayene
edildi. Mikroskobik bakida tek, ikili ve kisa zincirler (5-7
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kok) halinde mor renkte Gram pozitif olan bakterilerin L.
garvieae olabilecegi diisiiniildii. Ornekleme yapilan
Gokkusagr alabalik igletmelerinin cografik yerlesimleri,
ornekleme tarihi, izolasyonun yapildigi organlar ve izolat
numaralarina ait bilgiler Tablo 1’de verildi.

Mikroskobik kontrol sonrasi baliklarin 6zelikle
bobrek, dalak, nadiren karacigerlerinden ve eger mevcutsa
deri lezyonlarindan Triptik Soy Agar (TSA) ve Broth (TSB),
Brain Heart Infusion Agar (BHIA) ve Broth (BHIB)’a steril
bir 6ze yardimi ile ekimler yapildi. Ekzoftalmus semptomu
gosteren ve biitiinliigiinii koruyan (patlamamis) goézlerden
steril 6ze ve swap yardimu ile g6z i¢i sivisindan TSB’a ve
TSA’ya aseptik olarak ekimler yapildi. Bu besi yerleri
20+1°C 48 saat inkiibasyona birakildi. TSA’da 24 ve 48 saat

sonunda iireyen kii¢iik beyaz kolonilerin degerlendirilmeye
alindi. Bu amagla izole edilen bakterilere hareket muayenesi,
Gram boyama, katalaz ve oksidaz testleri yapild1 ve
hareketsiz, Gram pozitif, katalaz ve oksidaz testi negatif olan
izolatlar secildi. Caligma esnasinda izole edilen 100 bakteri
izolatinin TSA’da saf kiiltiirleri iiretildi. Bakterilere yapilan
hareket muayenesinde hareketsiz, katalaz ve oksidaz testi
negatif olan Gram boyamada mikroskobik sahada tek, ikili
ve kisa zincir tarzinda mor renkte olan toplam 65 adet izolat
calismanin ilerleyen asamalarinda kullanilmak {izere secildi.
TSB’de iiretilen bu izolatlarin taze kiiltiirleri %20 gliserol
iceren 1,5 ml’lik epondorf tiiplerde 1 ml hacimde
homaojenize edilip etiketlenerek -80°C’de derin dondurucuda
calisilmak iizere stoklandi.

Tablo 1. Gokkusag alabaliklarindan izole edilen L. garvieae izolatlarina ait veriler.

Table 1. Data of L. garvieae isolates isolated from rainbow trout.

No IN 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 B64 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 Glimiighane 23.08.17
33 B159 Goz Trabzon 23.08.17 66 Ref. Meme ATCC 1984-86

IN: Izolat numarasi. Ref.: L. garviae (ATCC 43921) referans susu (Collins et.al 1984/Schleifer vd,. 1986).
IN: Isolate number. Ref.: L. garviae (ATCC 43921) reference strain (Collins et.al 1984/Schleifer vd., 1986).

Hastalik Etkenin Tanimlanmasi: L. garvieae
izolatlar1 -80°C’den ¢ikarilip 6nce TSB’de iiretildi. Bu
izolatlar TSA’ya ekilerek saflik kontrolleri yapildi.
Kontamine olanlar izolatlar yeniden saflastirildi.
Saflastirilan izolatlarin tamamina hareket, gram boyama,
katalaz ve oksidaz testleri yapildi ve %5 koyun kani ilave

edilmis kanl agara ekildi. Kanli agarda 25+1°C’de 24-48
saat inkiibasyona birakildi.

izolatlarmin kanli agarda hemoliz olusturup
olusturmadiklar1 kontrol edildi. Kanli agarda iireyen
izolatlar API 20 strep test kitine (bioMérieux, Fransa)
talimatlarina uygun olarak inokiile edildi ve 25+1°C’de
sogutmali inkiibatdrde 24 ve 48 saat inkiibasyona birakildi.
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API 20 strep test kitlerine 24 saat sonunda ayira¢ dokiilerek
degerlendirme yapildi. Seker testleri icin 48 saat sonunda
son okuma yapilarak izolatlara ait biyokimyasal testlerin
sonuglart degerlendirildi. API 20 strep kitlerine L. garvieae
izolatlarin inokiilasyon sonrasi ilk goriintimi Sekil 1°de
verildi.

Bakteri Genomik DNA’larin Elde Edilmesi: L.
garvieae izolatlarinin genomik DNA’s1 promega mini
genomik DNA saflastirma kiti kullanilarak iretici firma
talimata uygun olarak gergeklestirildi.

Izolatlarimin PZR’la Dogrulanmasi: L. garvieae
izolatlarinin  tanimlanmasinda 16S rRNA  geninden
yararlanildi. Molekiiler identifikasyonda L. garvieae igin
spesifik olan oligoniikleotid primerleri pLG-1 (5'-
CATAACAATGAGAATCGC-3") ve  pLG-2  (§5'-
GCACCCTCGCGGGTTG-3") kullanildi  (Zlotkin vd.,
1998). API 20 strep test kitleri ile tanimlanan tiim izolatlarin
L. garvieae olup olmadigmin dogrulanmasi amaciyla bu
primerler yardimiyla PZR testleri yapildi ve test sonucunda
1100 bp biiytikliigiinde PZR {iriiniin gortiilmesi pozitif sonug
olarak kabul edildi. Caligmada L. garvieae ATCC 43921
referans susupozitif ve Vibrio anguillarum genomik
DNA’lar1 ise negatif kontrol olarak kullanildi. PZR
reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari
ait bilgiler Tablo 2’de verildi. Bu ¢alismada uygulanan PZR
dongii kosullarina ait bilgiler Tablo 3’°de verildi.

Tablo 2. PZR
konsantrasyonlari.
Table 2. Chemicals used
concentrations.

reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve

in the PCR reaction and their

Kimyasallar Konsantasyon

5X Go Taq Buffer 5ul
MgCl 25 mM 3l
dNTP karigimi 10 mM 4ul
Primer R 10 pmol 0,5 ul
Primer F 10 pmol 0,5 pl
Total DNA 50 (ng/ml) 2 ul
Taq DNA Polimeraz 5 (U/ul) 0,25 pl
ddH20 9,75 ul
Toplam 25 pl

Tablo 3. Kullanilan primerler i¢in PZR dongii sartlari.
Table 3. PCR cycling conditions for the primers used.

PZR Basamaklari Sicaklik (°C) Zaman Ddéngii Sayisi
Tk Ayrilma 94 3dk 1
Ayrilma 94 1dk

Yapisma 43 45sn 40
Uzama 72 1dk

Son Uzama 72 10 dk 1
Bekleme 4 0

Tablo 5. Tetrasiklin’e direngli gen primerleri ve PZR dongii sartlari.

Disk  Difiizyon Testi: izolatlarin  National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS,
1997) tarafindan bildirilen standart disk difiizyon yontemi
ile  antimikrobiyel duyarlilik testleri yapildi ve
degerlendirildi. Bu amagla L. garvieae izolatlarmin 18-24
saatlik taze kiiltiirleri steril 1,5 ml’lik fizyolojik tuzlu su
(%0,9 NaCl) iceren tiiplerde McFarland No: 0,5
bulanikligina ayarlandi. .Her bir izolattan hazirlanmis olan
siispansiyondan 0,1 ml alinarak Miiller Hilton Agar’a
(MHA) yayma tarzinda ekim yapildi. Manual bir dispenser
(Bioanalyse) yardimu ile antibiyotik diskleri MHA {izerine
yerlestirildi. Calismada, ampisilin (10 pg), oksitetrasiklin
(30 pg), gentamisin (10 pg), sulfadiazin-trimetoprim (25
pg), eritromisin (15 pg), sulfametoksazol (25 pg),
enrofloksasin (5 pg), florfenikol (30 pg), oksolinik Asit (2
ng), amoksiklin (10 pg) ve streptomisin (10 pg) antibiyotik
diskleri (Bioanalyse, Tiirkiye) kullanildi. Petri kutulan
25°C’de 18 saat siiresince inkiibasyona birakildi. Ureme
sonrasi antibiyotik disklerinin etrafinda olusan zon caplar1
dijital kumpas yardimi ile Olgiildi. Antibiyogram
hassasiyetine ait test sonuglar1 Tablo 4’de verilen inhibisyon
capt  standart karsilastirilarak
degerlendirildi.

Tetrasiklin Diren¢ Genlerinin Tespiti: L. garvieae
izolatlarin antibiyotik direng genleri PZR testi kullanilarak
tespit edildi. Spesifik primerler kullanilarak bakteri
izolatlarin ilgili gen bdlgeleri ayr1 ayr1 c¢ogaltilarak
tetrasikline direncli kilan hedef gen bolgeleri (tetA, tetB,
tetC, tetD ve tetE) varligi belirlendi. Tetrasikline direngli
genlerinin tespiti i¢in kullanilan primerlerin baz dizilimleri,
gen bolgeleri, {irlin boylar1 ve baglanma sicakliklar1 Tablo
5’de verildi.

zon araliklar1  ile

Tablo 4. Antibiyotik disk konsantrasyonlari ve standart inhibisyon
zon ¢aplari.

Table 4. Antibiotic disc concentrations and standard inhibition
zone diameters.

Antimikrobiyeller ve Standart inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
Disk Konsantrasyonu D OH H Referanslar

T-30 ug <14 1518 =19 NCCLS (1997)
0A-2 g <10 1112 =13 NCCLS (1997)
SMZ 100 pg <12 1316 =17 NCCLS (1997)
AM-10 pg <13 1416 =17 NCCLS (1997)
AX <13 1417 =18 NCCLS (1997)
FFC-30 pg <14 1518 =19 NCCLS (1997)
S-10 pg <1 1214 =15 NCCLS (1997)
ENR-5 ng <16 1720 =21 NCCLS (1997)
E-15 ng <13 1422 >23 NCCLS (1997)
SXT-25 ug <10 1115 >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, OH: Orta hassas, H: Hassas.

Table 5. Tetracycline resistant gene primers and PCR cycling conditions.

Primer Hedef gen Sekans (5’ - 3°) Gen biiyiikliigii (bp) Bag. sicakhig (°C) Literatiirler
tetA-F TetA GCT ACATCCTGC TTG CCTTC 210 bp 56 Ng vd., 2004.
tetA-R CAT AGA TCG CCG TGA AGA GG

tetB-F TetB TTG GTT AGG GGC AAG TTT TG 659 bp 54 Ng vd., 2004.
tetB-R GTA ATG GGC CAA TAA CAC CG

tetC-F Tetc CTT GAG AGC CTT CAA CCC AG 418 bp 56 Ng vd., 2004.
tetCR ATG GTC GTC ATC TAC CTG CC

tetD-F Tet D AAA CCATTA CGG CAT TCT GC 787 bp 55 Ng vd., 2004.
tetD R GAC CGG ATA CAC CAT CCATC
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tetE-F
tetER

CGG CGT GGG CTA CCT GAACG

TetE GCC GAT CGC GTG AAG TTC CG

1180 bp 56 Guardabassi vd., 2000.

BULGULAR

Dogu Karadeniz Bolgesindeki Trabzon, Rize,
Artvin, Giimiishane, Ordu, Sivas ve Erzurum illerindeki 12
farkli  Gokkusagr alabalignr  ciftliginden  (karasal
havuzlardan ve baraj gollerinde bulunan ytiizer ag kafesler)
yaz aylarinda yapilan orneklemeler sonucu toplam 100
bakteri izolat1 elde edildi. Bu izolatlarin tamamina
geleneksel biyokimyasal testler (Gram pozitif, katalaz ve
oksidaz testi negatif) yapildi ve testlerin sonuglarina gore
L. garvieae olabilecegi diistiniilen 65 izolata API 20 strep
testi yapildi. L. garvieae ATCC 43921 referans susuna da
API 20 strep testi yapildi ve pozitif kontrol olarak
kullanildi. Standart susun test sonuglari ile klinik
izolatlarin test sonuglar1 karsilastirilarak izolatlarin L.
garvieae olabilecegine karar verildi. API 20 strep kitlerine
L. garvieae izolatlarinin inokiilasyon sonrasi ilk goriiniimii
Sekil 2°de verildi.

e T, . P (P P P

Sekil 1. APl 20 strep Kkitlerine L. garvieae izolatlarmin
inokiilasyon sonrasi ilk goriintimii.

Figure 1. First appearance of L. garvieae isolates after
inoculation in the API 20 strep kits.

Klinik semptomlar ve nekropsi bulgulari: Bu
calismada, alabalik ¢iftliklerindeki havuzlardan 6rnekleme
yapilirken 6zellikle kok hastaligr i¢in tipik makroskobik
bulgu olarak renkte kararma ve gozlerde cift tarafli
ekzoftalmus gosteren hasta baliklar 6rneklendi. Hasta
baliklarin su yiizeyinde halsiz bir sekilde yiizdiigi
gozlemlendi. ¢ikis  suyuna
toplandig1, bazi baliklarin ise stresli oldugu, hizli bir
sekilde hareket ettigi ve havuz dibine kag¢tigi goruldii.
Hastaligin ileri vakalarinda ozellikle her iki goziinde
ekzoftalmusun ve beraberinde géziin etrafinda beyaz bir
halka teskil ettigi goriildii. Hastaligin kronik sathasinda
baliklarin gézlerinin tek veya ¢ift tarafli matlasarak kor

Bazi1 baliklarin  havuz

oldugu tespit edildi. Baliklarin bazilarinda ise goziin
yerinden ¢ikmis oldugu ve goz cukurunun bos oldugu
goriildii. Ayrica baliklarda aniis etrafinda hafif bir
kizarikligin oldugu tespit edildi.

Hastalikli  semptomu  gosteren  Gokkusagi
baliklarinin nekropsisinde karacigerin solgun oldugu ve
bazen {izerinde nadiren petesial kanamalarin varligi tespit
edildi. Benzer sekilde pilorik sekalar tlizerinde petesial
kanamalar tespit edildi. Bagirsaklarin siskin, hemorajik ve

beyaz bir igerikle dolu oldugu belirlendi. Hava kesesi
lizerinde yaygin kanamalarin varlig1 dikkat ¢ekici bir bulgu
olarak  rastlamldi. L.  garvieae’nin  gokkusagi
alabaliklarinda olusturdugu hastaligin semptomlar1 Sekil
2’de verildi.

;;"?\.‘Z»
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Sekil 2. Lactococcozis’in semptomlar: A) Renkte kararma,
B) Karacigerde solgun goriiniim ve nokta seklinde
kanamalar, C) Hava kesesi lizerinde noktasal kanama ve
bagirsakta yaygin kanama.

Figure 2. Symptoms of Lactococcosis A) Darkening in
color, B) Pale and petechial hemorrhaging on the liver, C)
The congestion in the gut and petechial hemorrhaging on
the air bladder.

Fiziksel ve Biyokimyasal Test Sonuclari:
Gokkusagr  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 goriildiigii belirlendi. Bu
calisgmasinda elde edilen izolatlara ait fiziksel ve
biyokimyasal test sonuglar1 Tablo 6’de verilmistir. L.
garvieae’nin  gokkusagi alabaliklarinda
hastaligin septomlart Sekil 3’de verildi.

API 20 strep test sonuglari: L. garvieae referans
susu (ATCC 43921) ile yapilan APi 20 strep test
sonuglarina ait verilerin goriinimii Sekil 4‘de verilmistir.
Hastalikli  gokkusagi alabaliklardan izole edilen L.
garvieae izolatlarimin API 20 strep test kitlerine inokiile
edildikten 24 saat sonra ayira¢ dokiilmeden Onceki
goriinlim  Sekil 5°’de, ayiraglar dokiildiikten sonraki
goriiniimii ise Sekil 6°de verildi. API 20 strep test kitine ait
biyokimyasal verileri L. garvieae referans susuna ait API
20 strep test kitinin biyokimyasal test sonuglar1 ile

olusturdugu
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kargilastirilarak  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 (o
GAL), B Glukuronidaz (BGUR) B Galaktosidaz (BGAL)
Alkalin fosfataz (PAL) negatif reaksiyon verdigi
belirlendi. Ayrica ayni kitteki karbonhidrat testlerinden asit
iiretiminde; 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
sonuglarina gére cogunun 7143115 profili gosterdigi espit
edildi. izolatlara yapilan API 20 strep test kitleri ile yapilan
testlerin sonuglart Tablo 7’de verilmistir.

Tablo 6. L. garvieae izolatlarina ait geleneksel ve API 20 strep
test sonuglari.

Table 6. Conventional and AP1 20 strep test results of L. garvieae
isolates.

Fenotipik test sonuglar

Api 20 strep testi

Sekil (kok=K) K (66/66) VP + (66/66)
Hareket - (66/66) HIP + (66/66)
Gram + (66/66) ESC + (66/66)
Katalaz - (66/66) PYRA + (66/66)
Oksidaz - (66/66) aGAL - (66/66)
OF F (66/66) BGUR - (66/66)
HS - (66/66) BGAL + (66/66)
indol - (66/66) PAL - (64/66)
Lysin - (66/66) LAP - (66/66)
Ornitin - (66/66) ADH + (66/66)
Arjinin + (66/66) RIB + (66/66)
Nitrat - (66/66) ARA - (66/66)
MR testi + (66/66) MAN + (66/66)
VP testi - (66/66) SOR - (66/66)
SS testi - (66/66) LAC + (40/66)
Eskulin + (66/66) TRE + (66/66)
%0 NaCl + (66/66) INU - (66/66)
%6,5 NaCl + (66/66) RAF - (39/66)
+10°C + (66/66) AMD + (66/66)
+200C + (66/66) GLYG - (66/66)
+45°C + (66/66) *Hemoliz o (66/66)

K: Kok, F: Fermantatif, MR: Metil Red, VVP: Voges-Proskver, SS: Simon-Sitrat, HP:
Hippurat hidroliz, ESC: Eskulin hidroliz, PYRA: Pirrolidonil arilamidaz, aGAL: a
Galaktosidaz, JGUR: B Glukuronidaz, JGAL: 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. *Hemoliz: %5 koyun
kani ila edilmis standart agarda yapild1.

K: Coc, F: Fermentative, MR: Methyl Red, VP: Voges-Proskauer, SS: Simon-
Citrate, HP: Hippurate hydrolysis, ESC: Esculin hydrolysis, PYRA: Pyrrolidonyl
arylamidase, aGAL: o Galactosidase, PGUR: B, Glucuronidase, PGAL: B
Galactosidase, PAL: Alkaline phosphatase, LAP: Leucine arylamidase, ADH:
Arginine dihydrolase, RIB: Ribose, ARA: Arabinose, MAN: Mannitol, SOR:
Sorbitol, LAC: Lactose, TRE: Trehalose, INU: Inulin, RAF: Raffinose, AMD:
Amygdalin and GLYG: Glycogen. *Hemolysis: It was done on standard agar
supplemented with 5% sheep blood.
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Sekil 3. Gram boyanmus L. garvieae izolatinin mikroskobik goriintimil.
Figure 3. Microscopic appearance of Gram stamed L. garweae |solate

Sekil 4. API 20 strep test kitindeki L. garvieae referans izolatinin
(ATCC43921) ayraglar dokiilmeden onceki ve dokiildiikten
sonraki biyokimyasal testlerin sonuglari.

Figure 4. Results of biochemical tests of the reference isolate
(ATCC43921) of L. garvieae in the API 20 strep test kit before
and after pouring the reagents.
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Sekil 5. L. garvieae izolatlar1 igin API 20 strep testinde
biyokimyasal test sonuglarinin ilk gériiniimdi.

Figure 5. First view of biochemical test results in the API 20 strep
test for L. garvieae isolates.
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Sekil 6. L. garvieae izolatlar i¢in API 20 strep testinde ayiraglar
dokiildiikten 10 dakika sonra biyokimyasal test sonuglarinin
goriniimii.

Figure 6. Appearance of biochemical test results 10 minutes after
pouring reagents in APl 20 strep test for L. garvieae isolates.

VP: Voges Proskuer, HP: Hippurat hidroliz, ESC: Eskulin hidroliz, PYRA:
Pirrolidonil arilamidaz, aGAL: o Galaktosidaz, SGUR: B Glukuronidaz, SGAL:
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.

656



Balta & Karatay, (2021)

Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, Yil:6, No:4, (651-661), 2021

PCR test Sonuclari: Klasik yontemle identifiye
edilen 100 izolattan 65 izolatin L. garvieae oldugu
diistiniilerek bu izolatlara API 20 strep testi yapildi. Test
sonuglart API web sisteminde L. garvieae olmadigi ve
farkli Lactococcus spp., tiirlerine degisik oranda benzerlik
gostermesinden dolayi izolatlarin tanimlanmasi fenotipik
olarak dogru bir sekilde yapilamadig: tespit edildi. Bu
ylizden 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 susu (ATCC 43921) kullamildi. L. garvieae
referans susunun (ATCC 43921) 1100 bp biiytikliigiinde
PZR iiriinii verdigi goriildi. Negatif kontrol olarak V.
anguillarum kullaildi. Bu ¢aligmada sonugta toplam 65
adet izolatin genetik olarak L. garvieae oldugu teyit edildi.
L. garvieae izolatlarma ait PZR goriintiileri Sekil 7°de
gosterildi.

M1 2345678 VvINURBULLNTY
SMLLLLLLL

Sekil 7. L. garvieae izolatlarma ait PZR firlinlerin agaroz
jel goriintimii.
Figure 7. Agarose gel appearance of PCR products of L. garvieae

isolates.
M; Markir (100-1500 bp), 1: L. garvieae (ATCC 43921); V: V. anguillarum, 17.
Negatif kontrol (saf su), 2-8, 9-16, 18, L. garvieae saha izolatlar1

Antbiyogram  test  sonuglari:  Calismada
kullanilan izolatlara yapilan antibiyogram testinde tespit
edilen sonuglarina gore izolatlarin sulfamethoksazol,
streptomisin  ve sulfametoksazol+trimetoprime %100,
ampisiline  %94,2, oksitetrasiklin %72,5 oranlarinda
yiiksek diizeyde direngli oldugu, diger antibiyotiklere kars1
strastyla; eritromisine %355,07, oksolinik asit %43,5,
enrofloksasin %26,09, doksisikline %20,3, amoksiklin ve
florfenikol %8,7 diizeyinde direng gosterdigi tespit edildi.
L. garvieae izolatlarina kars: amoksisilin ve florfenikoliin
%91,3, doksikline %79,7 oraninda etkili oldugu belirlendi.
Antibiyotiklere karsi L. garvieae izolatlarinin belirlenen

hassasiyet ve direng yiizdelik profilleri Sekil 8’de verildi.

m Direngli ®mHassas ® Ortahassas
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Sekil 8. L. garvieae izolatlarinin farkli antibiyotiklere gosterdigi
direng profilleri.

Figure 8. Resistance profiles of L. garvieae isolates to different
antibiotics.

Tetrasiklin  Diren¢  Genlerinin  Tespiti:
Caligmada tetrasiklin direng genleri taramasinda molekiiler
diizeyde 65 adet L. garvieae izolatindan 13 izolatta tetA, 8
izolatta tetB, 11 izolatta tetC, 15 izolatta tetD ve 25 izolatin
tetE direng genine rastlanildigi tespit edildi. Antibiyogram
test sonuglarina goére tetrasiklinlere %72,5 direng tespit
edilen izolatlardan 16, 22 ve 23 sira nolu izolatlarda tetA,
tetB, tetC, tetD ve tetE molekiiler diizeyde direng
genlerinde higbirine rastlanilmadigi belirlendi.

SONUC VE TARTISMA

Bu c¢aligmanin sonuglarina hastalikl
gokkusagi alabaliklardan izole edilen 65 izolatlarin ve 1
adet referans susun (ATCC 43921) biyokimyasal olarak
yapilan AP 20 strep testi sonuglarina gére cogu 7143115
profili gostermistir. Ayn1 izolatlarin L. garvieae ait 1100
bp biiyiikligiinde olan pLG-1 ve pLG-2 oligonukleotid
primerleri ile genetik olarak yapilan PZR test sonuglarina
gore L. garvieae oldugu dogrulanmistir. Bu izolatlarin

gore

antimikrobiyel ajanlara duyarligini belirlemek i¢in agar
disk diflizyon yontemi ile yapilan antibiyogram test
sonuglarina goére 3 farkli antimikrobiyel ajana %100
direngli oldugu belirlenmistir. Antibiyograma duyarlikli
sonuglarina  gore %72,5
oksitetrasiklin ve %?20,3 doksisikline direngli olmast
nedeni ile yapilan molekiiler diizeyde tetrasiklinlere
direncgli genlerin varhig: tespit edilmeye calisilmistir. Bu
calismada molekiiler diizeyde 65 izolattan 13 izolatin tetA,
8 izolatin tetB, 11 izolatin tetC, 15 izolatin tetD ve 25
izolatin tetE direng¢ genine rastlanildig: tespit edilmistir.
Antibiyogram testinde tetrasiklinlere % 72,5 direng tespit
edilen izolatlardan 16, 22 ve 23 sira nolu izolatlarda tetA,
tetB, tetC, tetD ve tetE direng genlerinde higbirine
rastlanilmadig belirlenmistir. Ayrica, tetG, tetM, tetO,
tetQ ve tetW gibi pirimerler kullanilarak tetrasikline direng
genlerin varliginin da genetik olarak ¢aligilmasi gerektigi

test izolatlarin oraninda

distniilmistiir.
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Tetrasiklin direnci, sucul ortamda antibiyotik
diren¢ genlerinin tespitine yonelik caligmalarda siklikla
belirleyici oldugu bildirilmistir. Dogu Karadeniz
Bolgesi'ndeki  mevcut  nehirlerden  izole edilen
Enterobacteriacea familyasma ait bakterileri izolatlarinin
tetrasiklin direng genlerinin (tetA, tetB, tetC, tetD ve tetE)
varligint tespit ettikleri bir aragtirmada 52 tetrasiklin
direngli bakteri izolatindan 8’inde tetA, 10’unda tetB ve
I’inde ise her iki direng¢ genine rastlanilmasina kargin tetC,
tetD ve tetE direng genlerine ise hi¢ rastlanilmadigi
bildirilmistir (Sandalli vd., 2010). Dogu Karadeniz
Bolgesi’ndeki gokkusag alabalik ciftliklerindeki hastalikl
baliklardan izole edilen oksitetrasikline direngli Yersinia
ruckeri izolatlarinda 16 izolatin tetA, 2 izolatin tetB, 3
izolatin ise hem tetA hem de tetB direng genin varliginina
sahip oldugu ve nehir sularinin insan sagligini risk altinda
tutan antibiyotik direng¢ genleri i¢in bir rezervuar
olabilecegini bildirmistir (Balta vd., 2010). Ulkemizde 29
adet L. garvieae izolatina ait genomik DNA’sinda
molekiiler diizeyde 12 farkli primer kullanilarak yapilan bir
calismada; tetrasikline (tetB, tetS), eritromisine (ereA,
ereB), sulfonamide (sull, sulll), B-laktam (ampC, blaTEM,
blaPSE), trimetophrim (dhfrl), aminoglikoside (aadA), ve
florfenikol (floR) en yiiksek diizeyde 19 izolatin ereB, 20
izolatin tetB ve 2 izolatin tetS, 3 izolatin sull ve 13 izolatin
sulll, 12 izolatin blaTEM ve 14 izolatin floR molekiiler
diizeyde direng genlerinin varlig1 rapor edilmistir (Tiire ve
Boran, 2015). Bagka bir g¢alismada ise 25 adet L.
garvieae’nin saha izolatlar1 arasinda molekiiler diizeyde
bir izolatin sull diren¢ genine, alti izolatin (%24) sulll
diren¢ genine ve bir izolatin tetD direng¢ genine sahip
oldugu bildirilmistir. Fakat ayn1 ¢aligmada izolatlarin hig
birinde molekiiler diizeyde; ermB, ermF, floR, tetA, tetB,
tetC, tetE tetG ve dhfrl direng genlerinin varligina
rastlanilmadig bildirilmistir (Hanct & Onuk, 2018).

L. garvieae su sicakhigimin 18°C’nin iizerine
ciktigi yaz mevsiminde gerek tath su gerek deniz
baliklarinda septisemiye neden oldugu, gokkusagi
alabaliklarinda %350’den daha fazla Olim meydana
getirdigi ve dnemli ekonomik kayiplara neden olan 6nemli
bir bakteriyel hastalik oldugu rapor edilmistir (Austin &
Austin, 2012). Etkilenen baliklarda gdzlenen dis bulgular
arasinda tek ya da cift tarafli ekzoftalmi, gézde periorbital
ve intraokiiler bolgede, yiizgeclerin tabanda, perianal
bolgede hemorajiler, abdominal kisimda sigkinlik ve anal
prolapsusun varlig: bildirilmistir (Altun vd., 2004; Kav ve
Erganis, 2007; Durmaz & Kiligoglu, 2015; Balta & Dengiz
Balta, 2019). Nekropside peritoneal asidik sivi birikimi,
karaciger, dalak ve bobrek dahil i¢ organlarda hemoraji,
dalak ve karacigerde fokal nekroz ile barsakta kanli sivi
birikimi g6zlenir (Altun vd., 2004; Kav & Erganis, 2007;
Durmaz & Kiligoglu, 2015; Balta & Dengiz Balta, 2019).
L. garvieae’nin Dogu Karadeniz Bolgesindeki farkli

gokkusagi alabalif1 isletmelerinde gozlenen hastalik
cikislarindan sorumlu olup olmadiklarinin arastirildigi bu
calismada su sicakligini 18°C oldugu Haziran-Temmuz
aylarinda baslayip su sicakliginin 15°C’nin altina diistigii
Ekim ayimda enfeksiyonun hizla bir sekilde azaldig tespit
edilmistir. Farkli isletmelerden yapilan &rnekleme
calismalarinda hastaliktan etkilenen baliklarda genel
olarak istahsizlik, durgunluk, renkte kararma, goézlerde
bilateral ekzoftalmusi, hemoraji ve opaklagsma, 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 go6zlenmistir. Hasta baliklarda
gozlenen bu bulgular, diger arastirmacilar (Altun vd.,
2004; Kav & Erganis, 2007; Durmaz & Kiligoglu, 2015)
tarafindan L. garvieae ile enfekte gokkusagi
alabaliklarindan bildirilen bulgulara benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir.

L. garvieae fakiiltatif anaerobik, hareketsiz, spor
olusturmayan, Gram-pozitif kok seklindeki bir bakteridir.
Mikroskopik goriintimde hiicreler, ciftler ve kisa zincirler
seklinde bulunmaktadir. L. garvieae kanli agarda o-
hemoliz olustururken, sitokrom oksidaz ve katalaz
negatiftir (Kav & Erganis, 2007; Austin & Austin, 2012).
Altun vd. (2004) gokkusag: alabaliklarindan izole edilen
sekiz L. garvieae izolatinin 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. izolatlar a-
hemolitik olup MacConkey agarda koloni olusturmustur.
nisasta Ve jelatini hidrolize
edemezken, %6.5 NaCl’de gelisme gostermistir. Kav ve
Erganis (2007) ¢aligmalarinda 30 adet L. garvieae
izolatinin glikoz, galaktoz, mannitol, sakkaroz, fruktoz ve
arabinoz’dan asit tretimlerinin pozitif oldugunu ancak
sorbitol ile ksilozdan asit {retimlerinin ise negatif

S6z konusu izolatlar

oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismada L. garvieae izolatinin
Gram-pozitif, fermentatif, sitokrom oksidaz ve katalaz
negatif, VP testin pozitif oldugu tespit edilmistir.
Caligmada kullanilan izolatlarin hemoliz testi, 45°C ve %
6,5 NaCl de tireme testi, glikoz, galaktoz, mannitol ve
sakkaroz fermentasyon testlerinin pozitif olmast diger
caligmalarinin  sonuglar1 ile benzerlik gostermistir
(Anshary vd., 2014, Altun vd., 2004; Kav & Erganis,
2007). Bu ¢aligmada izolatlarin sorbitol ve ksilozdan asit
iretimlerinin pozitif olup Kav ve Erganis (2007) ise
caligtiklar1 L. garvieae izolatlarinin sorbitol ve ksilozdan
asit iiretimlerinin negatif oldugunu bildirmistir.

izolatlarin API 20 strep test sonuglari API web
sisteminde L. garvieae’nin Ozelliklerine ait bir veri
bulunmadigindan igin sisteme girilen izolatlarin 7143115
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kod profili L. lactis subsp. lactis % 57,9, Enterococcus
faecalis %24,1, E. durans %145 ve E. faecium %3,3
tirlerinin biyokimyasal testlerinin benzerliginden dolay1
bu etkenleri birbirinden kesin olarak ayirt edilemedigi ve
yanlis identifikasyona neden olunabildigi belirlenmistir.
Bu neden yanlig identifikasyonu Onlemek igin L.
garvieae’nin referans susun (ATCC 43921) ile hem API1 20
strep testi yapilarak test sonuglari degerlendirildigi gibi
molekiiler calismada ayni referans susun genomik DNA’s1
cikartilarak PZR’da pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Kav ve Erganis (2007), 30 L. garvieae izolatinin API 20
strep testinin 24 saatlik test sonuclarina gore %90 oraninda
L. lactis subsp. lactis ve %6.6 oraninda da E. faecalis’e
benzerlik gosterdigini bildirilmistir. Bu ¢aligmamizda 65
izolatin API 20 strep test sonuglarinin, Kav ve Erganis
(2007) tarafindan elde edilen sonuglara benzerlik
gosterdigi  belirlenmistir. Biyokimyasal 6zelliklerdeki
farklar, bir organizmanin fizyolojik profili lizerine énemli
bir bilgi vermesine karsin, fenotipik ozellikler ile tek

basina tiir seviyesinde yeterli tanimlama
yapilamamaktadir.
Molekiiler teknikler ile patojenik tiirleri

tamimlama ve tiir ile izolatlar arasindaki farki ayirt
edebilmek miimkiin oldugu rapor edilmistir (Vale vd.,
2000). L. garvieae izolatlar1 arasindaki genetik cesitliligi
belirlemek icin RAPD (Rastgele amplifiye edilmis
polimorfik DNA) teknigini kullanilarak yapilan bir
calismada, izolatlarin 1100 bp’lik spesifik amplifikasyon
iriiniinii verdigi bildirilmistir (Ravelo vd., 2003). Bu
calismadaki 68 L. garvieae izolatimin identifikasyonu i¢in
uygulanan PZR teknigi sonuglarina gore izolatlarin 1100
bp’lik amplikasyon iirliniinii verdigi belirlenmistir. Elde
edilen sonuglarin Ravelo vd. (2003) ve Zlotkin vd. (1998)
tarafindan bildirilen sonuglar ile uyumlu oldugu tespit
edilmistir.  Ayn1  bolgedeki  gokkusagr  alabalik
ciftliklerinden ekzofthalmus semptomu gosteren baliklarin
gozlerinden yapilan ekim sonucunda izole edilen L.
garvieae izolatlarmimn antibiyogram test sonuglari ile
birebir Ortiistiigii tespit edilmistir (Balta & Dengiz Balta,
2019). Kav ve Erganis (2007) caligmalarinda L. garvieae
izolatlarinin ampisilin, oksitetrasiklin ve eritromisine
hassas olduklarini, Durmaz ve Kilicoglu (2015), ise izole
ettikleri L. garvieae izolatlarmin ampisilin, eritromisine
hassas, trimetoprim’e ise direngli olduklarini bildirmistir.
Tiire ve Boran (2015), ampisilinin L. garvieae izolatlarina
kars1 en etkili ajanlardan birisi oldugunu bildirmistir. Bu
caligmada ise izolatlarin eritromisine %45 oraninda duyarh
olmasi ile Kav ve Erganis (2007), Durmaz ve Kiligoglu
(2015) ve Tiire ve Boran (2015)’1n sonuglarina benzerlik
gostermesine karsin, bu aragtirmacilardan farkli olarak
izolatlarin oksitetrasikline %72,5 oraninda direngli olmasi
ve ampisiline kars1 ise izolatlarin %100 direngli oldugu
belirlenmistir.

Sonu¢ olarak bu caligmanin bulgularina gore,
hastalikli  gokkusagi alabaliklarindan izole edilen
bakteriyel etkenlerin gerek fenotipik tani test sonuclara
ve gerekse molekiiler PZR teknikleri kullanilarak yapilan
galigmanin sonuglarina gére L. garvieae olarak izole ve
identifiye edilmistir. Gokkusagi alabalik isletmelerindeki
suyun sicakligi 18°C’nin iizerine ulastigi yaz mevsiminde
ornekleme caligmasi yapilan bolgede goriilen hastalik
vakalarindan sorumlu baslica etken L. garvieae’nin oldugu
tespit edilmistir. Bu calisma sonuglarina gore izolatlarin en
az U¢ antimikrobiyal ajana %100 direngli oldugu
belirlemistir. Bu durum, isletme sartlarinda yanlis doz ve
stirede kullanilan antimikrobiyal ajanlara kars1 bakterilerde
artan diren¢ ile agiklanmast mimkiindiir. Farkli
caligmalarda bakterideki direng gelisimi artmakla oldugu
ve bu direng gelisiminin ortamda bulunan diger bakteri
tirlerine  de  degisik  yollarla  aktarilabilecegini
distindiirmektedir. Antibiyogram duyarlilik testi sonuglari
hastaliga karst mevcut asilarin kullanilmast ve yeni asi
calismalarinin gelistirmesi gerektigini diistiniilmektedir.

Gokkusag alabalik ciftliklerinde yaz aylarinda
ortaya ¢ikan kok enfeksiyonlarinda kitleler halinde
Gokkusagr  alabalik
ciftliklerinde gerceklesen toplu Sliimler nedeni ile ortaya
¢ikan biiyiik ekonomik kayiplarin varligi akuakiiltiirdeki
strdiirtilebilir kisitlamaktadir. Bu baglamda
hastaligin erken teshis ve tedaviye erken baglanmasi
stirdiiriilebilir bir iiretim i¢in sarttir. Bunun igin yaz

Olimlere neden olmaktadir.

Uretimi

aylarinda iiretici ve/veya su iiriinleri miithendisleri su
sicakliginin yani sira ¢evresel sartlardaki degisimleri ve
suyun pH degerlerini mutlaka takip etmelidir. Baliklarda
goriilen sporadik olimler dikkate alinmali ve en yakin
balik hastaliklar1 laboratuvarma gonderilip muayenesi
yapildiktan sonra ekimler yapilarak hastaligin etkeni tespit
edilmelidir. Baliklardaki az miktarda goriilen Oliimler
dikkate alinmayip ge¢ kalindigi vakalarda su sicakliginin
yiiksek olmasi ve sudaki oksijen baglama kapasitesinin
diisiik olmasi baliklarda olusan istah kaybina bagli olarak
oliim oranlar1 siddetli bir sekilde artirmaktadir. Hastalik
etkeninin 24 saat icinde TSA ve BHIA gibi besi yerlerinde
uygun sicaklikta {iremesi ve antibiyogram testlerinin
yapilarak uygun kemoterapotik maddelerin zamaninda ve
uygun dozda verilmesi tedavi bagarisini artirmaktadir. Bu
amagcla bolgemizdeki alabalik ciftliklerinde yapilan arazi
caligmalar ile biitlin ¢iftliklerin kontamine oldugu tespit
edilmistir.  Yapilan antibiyogram hassasiyet test
sonuclarina gore amoksiklin, florfenikol ve doksiklin gibi
antibiyotiklerden birinin uygun doz ve siirede kullanilmasi
basarili  sonuglarin  alindigit  gdzlenmistir.  Ayrica
antibiyotiklerle birlikte polivitaminler veya su sicakligina
bagli stresi azaltmak icin 6zellikle vitamin C kullaniminin
faydali oldugu diistiniilmektedir.
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