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BELĠRLENMESĠ 

Mustafa TÜRE 

Karadeniz Teknik Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 
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Lactococcus garvieae‟nın izolasyonu amacı ile 2009 ve 2010 yaz aylarında 5 farklı 

iĢletmeden örnekleme yapılmıĢ ve 3 tanesinden bu bakteri izole edilmiĢtir. Bunun yanı sıra 

yurdun değiĢik yörelerinden ve Ġtalya, Ġspanya, Fransa, Japonya gibi ülkelerden geçmiĢ 

yıllarda değiĢik kaynaklardan izole edilmiĢ incelenmiĢtir. PZR iĢlemi sonucunda 

Lactococcus garvieae olduğu anlaĢılan tüm suĢlara biyotiplendirme amacı ile klasik 

biyokimyasal testler ve API 20 Strep testi uygulanmıĢtır. Klasik olarak gerçekleĢtirdiğimiz 

testlerde suĢlar arasında tam homojenite görülürken API 20 Strep de heterojenite 

mevcuttur. Genel olarak baktığımızda biyotip 1 olan ATCC 49156 referans suĢunun API 

20 Strep‟e göre Türkiye‟den elde edilen izolatlar ile birkaç istisna dıĢında ortak özellik 

gösterdiği, buna karĢın Ġtalya, Ġspanya ve Fransa menĢeli balık ve diğer hayvanlardan izole 

edilen izolatlardan farklı biyokimyasal özelliklere sahip olduğu görülmüĢtür. Yine bu 

çalıĢmada L. garvieae izolatlarının genotiplendirilmesi amacıyla ERIC-PZR metodu 

optimize edilerek kullanılmıĢtır. Benzerlik oranlarını düĢük bulunan L. garvieae suĢları 8 

kümede toplanmıĢtır. Bu da suĢlar arasında önemli taksanomik heterojenitenin olduğu 

belirlenmiĢtir. Klasik biyokimyasal test ve API 20 Strep sonuçlarını ERIC-PZR ile 

karĢılaĢtırıldığında birkaç istisna hariç sonuçların benzer olduğu görülmüĢtür. Disk 

difüzyon yöntemi kullanılarak yapılan antibiyogram testine göre; suĢların, oksitetrasiklin, 

amoksisilin, tetrasiklin ve florfenikol gibi antibiyotiklere karĢı duyarlı oldukları, 

gentamisin ve sulfametoksazol+trimethoprim gibi antibiyotiklere karĢı ise dirençli 

oldukları saptanmıĢtır.  

 

Anahtar Kelimeler: L. garvieae, ERIC-PZR, genotip, antibiyogram, disk difüzyon. 
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Fish were sampled from 5 different fish farms between 2009 and 2010 to isolate 

Lactococcus garvieae, which were isolates from 3 different farms. In addition to isolated 

L. garvieae 38 strains from different regions of Turkey and different countries such as 

Italy, Spain, France, and Japan, were studied. All isolates were identified with classic 

biochemical tests and API 20 Strep. Although a complete homogenity was observed in the 

strain identified by classical test, partial heterogenity was observed in the API 20 Strep 

tests. In general, according to the API 20 Strep test, it was found that the ATCC 49156 

referance strains, biotype  showed common features with the isolates obtained from 

Turkey. However, they had many different biochemical characteristics from the isolates 

that were isolates from the animals in Ġtaly, Spain and France. In this study, for the 

purpose of genotyping of the isolates, optimized ERIC-PZR method was used. L. garvieae 

strains were grouped in 8 clusters according to their low rate of similarities. This grouping 

showed was taxonomic heterogeneity between the strains. When we compared the results 

of the classical biochemical and API20 Strep tests with ERIC-PZR, the results are similar 

except a few strains. Disc diffusion method was used to test antibiotic resistance of the L. 

garvieae isolates. Strains of L. garvieae were sensitive to oxytetracycline, amoxillin, 

florfenikol, tetracycline and were resistant to gentamicin and sulfamethoxazole + 

trimethoprim. 

 

 

Keywords: L. garvieae, ERIC-PCR, genotyping, phenotyping, antibiogram, disc 

diffusion. 
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1. GENEL BĠLGĠLER 

 

1.1. GiriĢ  

 

Dünyada ilk defa Lactococcus garvieae 1974 yılında sarıkuyruk (Seriola 

quinqueradiata) balığından izole edilmiĢ olup (Ksuda vd., 1991), neden olduğu hastalık 

Lactococcosis olarak adlandırılmıĢtır (Austin ve Austin, 1999). Türkiye‟de bu bakterinin 

sebep olduğu hastalık ilk defa 2001 yılında Ege Bölgesi‟ndeki gökkuĢağı alabalığı 

iĢletmesinde ortaya çıkmıĢ olup (Diler ve ark., 2002), 2008 yılı itibariyle birçok  bölgeye 

yayılmıĢtır.  

Hastalığa neden olan bakterilerin alt-tiplemesi (subtyping) tür altı veya alt tür 

düzeyinde tanımlanmasıdır. Alt-tipleme fenotipik ve genotipik tekniklerle yapılmakta 

olup, türlerin populasyon yapısını, hedef organizmalarla diğer organizmalar arasındaki 

iliĢkinin belirlenmesinde, hedef organizmanın evaluvasyona uğradığı basamakların 

belirlenmesinde ve moleküler epidemiyolojide kullanılmaktadır.  

ERIC-PZR bir örnekteki nükleik asidin özel bir primer yardımı ile amplifikasyonu 

yapılarak kısa zamanda ve yüksek güvenilirlikte gerçekleĢebilen genotiplendirmede 

kullanılan PZR bazlı metottur. Ardından PZR ürünü DNA agaroz jel elektroforezine tabi 

tutulur ve sonra etidiyum bromür ile boyanan jelde oluĢan DNA bantların yeri ve sayısı 

kıyaslanarak çeĢitlilik edilir (Yağcı, 2004).  

ERIC-PCR  Enterobakterilerin genotiplendirilmesinde baĢarıyla kullanılmıĢtır. Son 

günlerde bu metot Vibrio parahaemolyticus, Campylobacter, Escherichia coli, Salmonella 

enterica ve Aeromonas sp. suĢlarının epidemiyolojik araĢtırmalarında ve genetik 

araĢtırmalarının değerlendirilmesinde kullanılmıĢtır (Yingwang vd., 2008).  

Lactococcus garvieae enfeksiyonunun iĢletmelerde meydana getirdiği kayıpların 

önemine rağmen, farklı bölgelerden izole edilen farklı L. garvieae suĢları arasında 

epizootiyolojik iliĢki konusunda bilgi yetersizliği vardır.  
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 1.1.1 Etken 

 

Lactococcosis hastalığına sebep olan etken ilk olarak Japonya‟da izole edildikten 

sonra (Ksuda vd., 1991) 1988‟de Ġspanya‟da gökkuĢağı alabalığı çiftliklerinde görüldü 

(Palacios vd., 1993). Sonraki zamanlarda Lactococcosis birçok ülkede yayıldı ve akuatik 

organizmalarda önemli ekonomik kayıplara yol açtı. Daha sonra Ġtalya‟da, Güney 

Afrika‟da ve Avustralya‟da gökkuĢağı alabalıklarındaki yüksek mortalitenin temel nedeni 

olarak bulundu (Carson vd., 1993). Lactococcus garvieae daha sonraları Tayvan‟daki dev 

tatlı su karidesleri (Macrobrachium rosenbergii), tekir balığı (Mullus murmuletus) ve 

gökkuĢağı alabalıklarında ki (Onchorhyncus mykis) salgınlardan sorumlu tutuldu (Chen 

vd., 2001; Chen, 2002; Chang, 2002). Türkiye‟den ilk defa 2001‟de Ege Bölgesi‟deki 

gökkuĢağı alabalığı çiftliklerinden izole edildi (Diler vd., 2002). Son günlerde L. garvieae 

gökkuĢağı alabalığı çiftliklerinde salgınlar Ģeklinde Ġngiltere‟de (Bark vd., 2001), 

Portekiz‟de (Pereira vd., 2004), Fransa‟da, Balkanlar‟da, Ġsrail‟de (Eyngor vd., 2004), ve 

Kore‟de (Baeck vd., 2006) deniz türlerinde bulunmuĢtur.  

Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris ve L. garvieae insan ve 

hayvanlarda klinik öneme sahip en önemli türlerdir (Aguirre vd., 1993; Antolı´n vd., 

2004). Lactococcus cinsi Streptococcecea familyası içerisindedir. Etken Japonya‟da 

1950‟nin sonlarına kadar yine bir gram pozitif bakteri olan Streptecoccus olarak 

isimlendirildi. GeliĢen tekniklerle beraber Enterococcus, Lactococcuc, Vogacoccus ve 

Cornobacterium gibi yeni bakteri genumu içerisinde sınıflandırılsa da 1985‟ten sonra 

Streptococcus‟lardan ayrıldı (Schleifer vd., 1985 ). Önceleri Enterococcus benzeri olarak 

tanımlanan bu patojen; biyokimyasal karakterizasyonu, protein profili, 16S rRNA sekans 

analizleri ve DNA hibridizasyon çalıĢmaları sonucu L. garvieae ile Enterococcus 

serolicidae‟nin aynı türler olduğunu doğrulandı (Domenec vd., 1993; Eldar vd., 1996; 

Teixeria vd., 1996).     

Lactococcus garvieae’nin akuatik türler için konakçı bakımından limiti yoktur 

(Vendrell vd., 2006). Bu etken aynı zamanda subklinik meme içi enfeksiyonlu ineklerden 

(Devriese vd., 1999), mastitisli su buffalolarından (Carvalho vd., 1997), kümes 

hayvanlarının etlerinden (Barakat vd., 2000), çiğ inek sütünden (Villani vd., 2001), et 

ürünlerinden (Rantsiou vd., 2005 ) ve kedi ve köpek tonsillerinden (Eldar vd., 1996) de 

teĢhis edilmiĢtir.  
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Bunlara ilaveten etkenin birkaç vakada insandan da izole edilmesi potansiyel 

zoonoz olabileceği görüĢünü güçlendirmektedir. Amerika‟da insanlardan üriner kanaldan, 

kandan, deriden ve solunum sisteminden izole edilmiĢtir (Elliot vd., 1991). 

Lactococcus garvieae, gram pozitif fakültatif anaerobik, hareketsiz, sporsuz, oksidaz 

ve katalaz negatif, oval kok, çift yada kısa zincirler oluĢturabilen kanlı agarda alfa 

hemolitik, uygun besi ortamında 4 ila 45°C arasında üreyebilen bir bakteridir. (Ksuda vd., 

1991; Prieta vd., 1993; Eldar vd., 1996).  

Hastalık özellikle su sıcaklığının 16°C üzerine çıktığı yaz aylarında etkili olmakta ve 

birçok balık türünü etkileyerek çok önemli ekonomik kayıplara yol açmaktadır (Austin ve 

Austin, 1999). 

Lactococcus garvieae’nin tür içi sınıflandırmasında bazı karbonhidratların 

asidifikasyonu temelinde ve bazı enzimlerin varlığında 13 biyotipi olduğu belirlenmiĢtir. 

Bunların 6‟sı balıklardan izole edilmiĢtir. Ayrıca rastgele amplifiye edilmiĢ polimorfik 

DNA (RAPD) ve pulse-field gel elektroforesis (PFGE) metodları epidemiyolojik 

çalıĢmalar için kullanılmıĢ ve L. garvieae’nin Japonya ve Avrupa‟da farklı akuatik suĢları 

karĢılaĢtırılmıĢtır (Vela vd., 2000; Ravelo vd., 2000; Ravelo vd., 2003).  

Son zamanlarda farklı coğrafik orijinlerden ve farklı balık türlerinden izole edilen 23 

L. garvieae suĢu geleneksel biyokimyasal testler, minitarize sistem ve 2 farklı besi yeri 

kullanılarak fenotipik özellikleri bakımından incelenmiĢ ve sonuçlar suĢlar arasında yüksek 

düzeyde bir homojenitenin varlığını göstermiĢtir. Bu sonuç epidemiyolojik yetersizlikten 

dolayı farklı biyotiplerden söz edilemeyeceğini göstermiĢtir (Ravelo vd., 2001). 

Geleneksel biyokimyasal testler ve bakteri büyütme testlerinin sonuçlarına göre 

Lactococcus garvieae’ nin özellikleri tablo 1‟de ki gibidir (Vendrell vd., 2006). 

 

1.1.2. Morfoloji ve Kültür 

 

Lactococcus garvieae hareketsiz, sporsuz, gram pozitif, tek, çift yada kısa zincirler 

oluĢturabilen kanlı agarda alfa (α) hemoliz özelliğine sahip bir bakteridir. Optimum üreme 

ısısı 37°C de 24 saattir. Ayrıca Brain heart infizyon agar (BHIA), Triptik Soy Agar (TSA), 

TSB, Triptik Soy Brot (TSB), Bile agar (BA) ve Bile eskulin agar (BEA) gibi 

zenginleĢtirilmiĢ besi yerlerinde üreyebilir (Toranzo vd., 1994). ÇalıĢmalar göstermiĢtir ki 

L .garvieae optimum geliĢmesini BHIA da pH 7-8 ve 25-30°C de gerçekleĢtirmektedir 

(Cheng ve Chen, 1996).  
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      Tablo 1.  L. garvieae‟nin biyokimyasal, kültürel ve fizyolojik karakterizasyonu 

 

Karakter    Reaksiyon Karakter Reaksiyon 

Hücre morfolojisi                                Oval kok   

Gram                                              + Arjinin                              + 

Motilite                                         - Ornitin                             - 

Üreme                                                           Lizin - 

   4°C                                              + Asit üretimi;  

   20°C                                                                                     +   Giliserol                          - 

   37°C                                            +   Rafinoz                         - 

   45°C                                             +   Arabinoz                        - 

pH 9.6                                         +   Sorbitol                             + 

6.5% NaCl                                   +   Mannitol                             + 

Hemoliz                                   α   Sellobioz                         + 

Katalaz                                       -   Galaktoz                           + 

Oksidaz                                         -   D-glukoz                          + 

TSI                                                             A/A–   Maltoz                            + 

Oksidativ/fermentativ                  Fermentatif   Trehaloz                           + 

Nitrat Ġndirgenmesi                         -   D-mannoz                         + 

Sitrat                                          -   Ġnositol                              - 

Ure                                            -   Lactoz                         + 

Ġndol Üretimi                           -   Riboz                              değiĢken 

Eskulin                                     +   Sukroz                              değiĢken 

VP (Voges Prouskar)                                              +   Adonitol                           - 

H2S üretimi                          -   Gilikojen                            - 

Arjinin dihidrolizi                  +   Melibiyoz                          - 

PYR (Pirolidonil arilamidaz)           +   Melezitoz                        - 

Alkalin posfataz                     -   Starch                                - 

ß -Glukuronidaz                           değiĢken   Tagatoz                           değiĢken 

Löysin arilamidaz                      +   L-ramnoz                       - 

Sodyum hippurat hidroliz          -   D-ksiloz                          - 

                             Salisin                                + 

     

      A/A–: TSI medyum asidifikasyonu ve H2S üretmez) 

 

 

 

 

1.1.3. Antijenik Karakter  

 

Lam aglütinasyon tekniği yardımı ile L. garvieae’nin serolojik karakterizasyonu 

oluĢturulmuĢ ve hücre duvarından KG¯ ve KG
+
 Ģeklinde iki antijenik tipi olduğu rapor 

edilmiĢtir (Kitao, 1983). Bakterinin Japon‟ya ve Avrupa kapsüllü suĢları ile kapsüllü ve 

kapsülsüz suĢları arasında yüzeysel karbonhidrat yapıları arasında farklılıklar bulunmuĢtur. 



 

 

 

5 

 

 

(Barnes ve Ellis, 2004). Bu sonuçlar L. garvieae‟yı Avrupa kapsüllü serotipi, Japonya 

kapsüllü serotipi ve her iki bölgenin kapsülsüz serotipi olarak 3 farklı serotipe 

ayırmaktadır. Bakterinin patojenitesini belirlemeye yönelik gökkuĢağı alabalıklarında 

yapılan birkaç çalıĢmada kapsüllü suĢların (KG¯) kapsülsüz suĢlara (KG
+
) oranla 

patojenitesinin daha yüksek olduğu belirlenmiĢtir (Barnes vd., 2002).  

 

1.1.4. Patojenite ve Hastalığın Klinik Semptomları 

 

Lactococcosis hiperakut ve hemorajik septisemi olarak belirtilmiĢtir (Eldar vd., 

1996). Hastalığın geliĢimi çevresel faktörlere, su sıcaklığına, suyun mikrobiyal yüküne ve 

balığın bakım Ģartlarına bağlı olarak değiĢmektedir (Prieta vd., 1993). Hastalıkta mortalite 

oranının %50‟nin üzerine çıkması ve balığın büyüme oranının düĢmesinden dolayı etken 

çiftliklerde önemli ekonomik kayıplara yol açmaktadır (Vendrell vd., 2006). Etkenin 

inkubasyon periyodu çok kısa ve virulensi çok yüksektir. Deneysel enfeksiyonlarda 

mortalite oranı iki gün içerisinde %100 e kadar çıkabilmektedir (Chen vd., 2001). 

Lactococcosis’in semptomları iĢtahsızlık, uyuĢukluk, deride kararma ve düzensiz 

yüzme Ģeklinde baĢlar, dıĢarıdan  baĢ ve göz çevresinde, anal bölgede ve yüzgeç 

kaidelerinde kanama, çift yada tek taraflı ekzoptalmus ile kendini gösterir. Ayrıca 

abdomende ĢiĢlik ve anüste prolapsus gözlenir (Eldar vd., 1999; Prieta vd., 1993; Muzquiz 

vd., 1999; Vendrell vd., 2004). Enfeksiyondan dolayı damar endotelinde oluĢan lezyonlar 

iç organların yüzeyinde kanamalara sebep olur. Nekropside periton üzerinde genellikle 

asidik karakterde sıvı birikir, bu sıvı bazen irinli yada kanlı da olabilir. Etkilenen balıktaki 

makroskopik lezyonlar bir sistemik akut hastalıktaki gibi tipiktir ve yüzme kesesi, 

karaciğer, beyin, böbrek, barsak, kalp ve periton gibi dokularda değiĢen düzeyde 

kanamalar mevcuttur (Prieta vd., 1993; Aizpurua vd., 1999; Austin vd., 1999; Aizpurua 

vd., 2000; Afonso vd., 2003; Pereira vd., 2004). 

Histopatolojik olarak oküler alanda iltihaplı hücre birikimi gözlenir. Ayrıca gözlerin 

ön ve arka bölümlerinde irinli alanlar ve göz içi kas ve yağ dokusunun kanamalı iltihabı 

gözlenebilir (Eldar vd., 1999; Chang vd., 2002). Etkilenen balıkta genelde meningitis 

mevcuttur ve beyinde beyin zarlarına ait lezyonlar ve lezyonlu alanlarda eksudat birikimi 

gözlenebilir (Eldar vd., 1999; Chang vd., 2002). Kalp, böbrekler ve peritonda da da 

lezyonlar diğer organlarda ki gibidir ve bol fibroblast makrofaj ve lenfosit infiltrasyonu 

görülebilir (Eldar vd., 1999; Chang vd., 2002). 
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1.1.5. Epidemiyoloji 

 

Son zamanlarda L. garvieae‟nin gökkuĢağı alabalığı, sarı kuyruk, tilapya 

(Oreochromis sp.), Japon yılan balığı (Anguilla japonica), pisi (Paralichthys olivaceous), 

kefal, kedi balığı, wild wrasse (Coris aygula), siyah kayabalığı (Sebastes schlegeli), 

kralbalığı (Seriola lalandi) ve dev tatlı su karidesi gibi türlerden hastalığa neden olan etken 

olarak izole edilmiĢtir (Chen vd., 2001; Prieta vd., 1993; Kusuda vd., 1991; Lee vd., 2001; 

Chen vd., 2002; Ravelo vd., 2003; Colorni vd., 2003; Kang vd., 2004; Kawanishi vd., 

2005). GökkuĢağı alabalıkları diğer balıklara oranla en duyarlı ve mortalitenin en yüksek 

olduğu balık türüdür (Ghittino vd., 1998).  

Lactococcus garvieae ile yapılan patojenite çalıĢmalarında genç balıklarda (50 g) 

eriĢkin balıklara (100 g) oranla akut formun daha uzun süre devam edip mortalitenin daha 

yüksek olduğu rapor edilmesine rağmen (Muzquiz vd., 1999), son yıllarda gökkuĢağı 

alabalığı çiftliklerinde ki doğal enfeksiyonlarda etken 5‟g lık balıktan 1 kg. ve daha büyük 

balıkları etkilediği görülmüĢtür (Diler vd., 2002; Pereira vd., 2004). 

Su sıcaklığı hastalığın ortaya çıkmasında çok önemlidir, çoğu akut salgınlar su 

sıcaklıklarının 14-15 °C‟ yi aĢtığı durumlarda görülmektedir (Prieta vd., 1993; Ghittino 

vd., 1998). Kötü akuatik çevre, bakım Ģartları ve yetersiz oksijen etkenin yayılmasını ve 

virulansını artırmaktadır (Fukuda vd., 1997). 

Bakterinin bir iĢletmeye giriĢi ve hastalığı meydana getirmesi farklı metotlarla ve 

farklı kaynaklarla gerçekleĢmektedir (Vendrell vd., 2006). Çok sayıda balığın çiftliğe 

transferi en sık görülen enfeksiyon kaynağıdır. Asemptomatik taĢıyıcılar bakteriyi dıĢkı 

yolu ile havuza yayarlar ve böylece sağlıklı balıklar enfekte edilmiĢ olur. Ayrıca hastalığı 

geçirmiĢ balıklar da belirli periyotlarda etkeni yayabilirler (Ghittino vd., 1998). Çiftliklerde 

ki asemptomatik balıkların varlığı PCR metodu ile belirlenmiĢ ve çevre durumu bakteri 

lehine optimum olunca hastalığın ortaya çıktığı saptanmıĢtır (Cheng vd., 2002). Etken 

çiftliklerde havuz suyundan, çamurdan sedimentten ve akuatik ekipmanlardan da izole 

edilmiĢtir (Kusuda vd., 1991; Kitao vd., 1979). Hastalıkta bulaĢma temelde horizontal 

yolla olmaktadır. Özellikle aynı ortamı paylaĢan balıklar arasında yaralı balıkların birbirine 

teması yada fekal-oral yol ile bulaĢma olmaktadır (Afonso vd., 2003). Ayrıca enfekte balık 

yada diğer gıdaların yem olarak kullanılması ile de etken iĢletmelere bulaĢabilir (Yasunaga 

vd., 1982 ). 
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1.1.6. TeĢhis 

 

Hasta balıklarda görülen lezyonlar ve karakteristik semptomlar benzer hastalıkta da 

görülebildiği için kesin teĢhis için bakteriyel etkenin laboratuar metotları ile tanımlanması 

gerekmektedir (Vendrell vd., 2006 ). 

Hastalığın görüldüğü yerden ölü yada hasta görünümlü balıklar laboratuara 

alındıktan sonra, en uygun organlar böbrek ve beyin olmasına rağmen dalak, karaciğer, 

bağırsak, gözler ve kandan da etken izole edilebilir (Ghittino vd., 1998). Lactococcus 

garvieae’yi izole etmek için BHIA, TSA, BA yada Nutrient agar (NA) gibi besi yerleri 

kullanılmaktadır (Kusuda vd., 1991; Austin vd., 1999). 37°C‟lik sıcaklık ve 24 saat L. 

garvieae’ nin geliĢmesi için optimum Ģartlar olduğu gibi balıklarda hastalık yapan diğer 

birçok bakterinin üremesi engelleneceği için teĢhiste önemlidir (Prieta vd., 1993). Etkenin 

biyokimyasal karakterini ortaya çıkarmak amacıyla klasik biyokimyasal metotlar 

kullanılabilir. Yine bu amaçla kullanılan API-20 strep ve API-rapid ID32 gibi minitarize 

sistemler aynı zamanda bakterinin fenotipik karakterini ortaya çıkarmaktadır (Ravelo vd., 

2001). Lactococcus garvieae, L. lactis subs. lactis ile sıklıkla karıĢtırılabilirse de 

Klindamisin testi ve PZR metodu ile bu iki tür birbirinden ayrılabilmektedir (Elliot vd., 

1991; Zlotkin vd., 1998). Lactococcus garvieae‟nin teĢhisinde serolojik olarak: lam 

aglütinasyon testi (Kitao vd., 1982, Eldar vd., 1995) ve florasan antikor tekniği (Kawahara 

vd., 1987 ) kullanılmaktadır. Son yıllarda geliĢtirilen PCR protokolü ile dizayn edilen 

primer setleri yardımıyla 16S rDNA sekans analizleri yapılarak L. garvieae’ nin spesifik 

tür tayini yapılabilmektedir (Zlotkin vd., 1998; Altinok, 2011). Yine son zamanlarda 

balıklarda bulunan birden fazla patojeni eĢ zamanlı olarak tespit için multipleks PCR 

metodu geliĢtirilmiĢtir. Bu teknik hem saf kültürlerden hem de doğal infekte balık 

dokusundan L. garvieae’nın dıĢında birden fazla etkeninde aynı anda tespitine olanak 

vermektedir (Mata vd., 2004; Altinok, 2011). 

  

1.1.7. Tedavi 

 

Balıklarda Streptococcus cinsi etkenlerden kaynaklanan enfeksiyonlarda tedavi 

amaçlı eskiden beri antibiyotikler kullanılmaktadır. Ancak bu kimyasalların geliĢigüzel 

kullanımı antibiyotiklere olan direnci arttırmıĢtır (Robinson vd., 1966; Katao vd., 1982). 
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Bu ilaçların bazılarının in vitro Ģartlarda L. garvieae’ye karĢı etkili olmalarına rağmen, 

gerek balıkta ani geliĢen iĢtahsızlık gerekse dirençli suĢların oluĢmasından dolayı in vivo 

Ģartlarda etkisiz oldukları gözlenmiĢtir (Bercovier vd., 1997). GökkuĢağı alabalıklarında 

ortaya çıkan Lactococcosis salgınlarında hastalığı kontrol altına almak için çoğunlukla 

eritromisin, oksitetrasiklin, amoksisilin ve doksasiklin kullanılmaktadır (Munday vd., 

1994). Farklı coğrafik orijinli L. garvieae suĢları ile yapılan çalıĢmalarda suĢların tümünün 

enrofloksasin ve nitrofurantoin‟e duyarlı olduğu, oksolinic asit ve sulfametoksazol-

trimetoprim‟e ise dirençli olduğu gözlemlenirken eritromisin, cloramfenikol, 

oksitetrasiklin ve ampisilin‟e karĢı ise sonuçların orijine göre değiĢken olduğu görülmüĢtür 

(Ravelo vd., 2001).   

Son yıllarda Türkiye‟de ki salgınlarda L. garvieae izolatlarının eritromisin, 

ofloksasin, ampisilin ve kloramfenikole karĢı duyarlı, penisilin ve klindamisiine karĢı ise 

dirençli oldukları saptanmıĢtır (Diler vd., 2002). Kültür ortamında L. garvieae ile 

mücadelede bakteriyofajlar da denenmiĢ fajların özellikle oral yolla alındıklarında 

mortaliteyi düĢürdükleri saptanmıĢtır (Nakai vd., 1999). Yine son yıllarda probiyotiklerin 

Lactococcosis ve Streptococcosis enfeksiyonlarını lökosit sayısının arttırılması ve fagositik 

aktivitenin geniĢlemesi sayesinde engellediği gözlenmiĢtir (Brunt vd., 2005).  

 

1.1.8. Koruma ve Kontrol 

 

Etkenin bir çiftliğe giriĢini engellemenin ilk yolu koruyucu önlemlerdir. Balığa elle 

müdahalenin minimuma indirilmesi, ölü yada hasta balıkların hemen uzaklaĢtırılması, stok 

yoğunluğunun düĢük tutulması, alet ve  ekipmanda hijyene dikkat edilmesi ve kaliteli yem 

kullanımı alınması gereken en önemli tedbirlerdir.  

Ayrıca tankların periyodik temizliği alet ve ekipmanın  formaldehit, kloramin-T, 

hidrojen peroksit potasyum permanganat gibi dezenfektanlar ile dezenfeksiyonu etkenin 

yayılmasının engellenmesi için faydalıdır (De Kinkelin vd., 1991; Romalde vd., 2004). 

Ayrıca etkenin giriĢini engellemek amacıyla tesise yumurta ve yavru balık giriĢlerinin 

kontrol altına alınması ve hastalıktan arındırılmıĢ sağlık sertifikalı yumurtaların alınması 

gereklidir (De Kinkelin vd., 1991; Romalde vd., 2004). Hastalık çıkıĢının 

engellenmesinde fizikokimyasal parametrelerin kontrolü çok önemlidir. Su sıcaklığının 

15°C nin üzerine çıkması, amonyum konsantrasyonunun artması ve ardından oksijen 
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doygunluğunun azalması hastalığın ortaya çıkmasını ve Ģiddetini arttırmaktadır (Fukuda 

vd., 1997; Hurvitz vd., 1997).  

Lactococcosisis’i kontrol altına almak için duyarlı popülasyon aĢılanabilir. 

Lactococcosis salgınları görülen yerlerden alınan L. garvieae izolatları ile inaktive aĢılar 

geliĢtirilmiĢtir (Eldar vd., 1995; Eldar vd., 1997). Ġspanya‟da balık çiftliklerinde bu tip 

aĢılarla yapılan denemelerde aĢılanmıĢ balıklardaki mortalitenin aĢılanmamıĢ üstelik 

eritromisin ile tedavi edilen balıklarda ki mortalite oranına oranla üç kat daha düĢük 

olduğu gözlenmiĢtir (Prieta vd., 1993). Son yıllarda farklı mineral yağlar ile adjuvantlı 

aĢılar geliĢtirilmiĢ olup bu aĢıların aĢılamadan sonraki koruma süresi diğer aĢılara göre 

daha uzun olduğu saptanmıĢtır ( Vendrell vd., 2004, Ghittino vd., 1999). Yine son 

çalıĢmalar mineral yağ içermeyen adjuvant aĢıların aĢılamadan sonra ki koruma süresini 

arttırdıkları gözlemlenmiĢtir (Ravelo vd., 2005). Günümüzde Loctococcosis salgınlarının 

önlenmesinde intraperitonal yol ile yağ adjuvantlı aĢılamanın en etkili yöntem olduğu 

düĢünülmektedir (Vendrell vd. 2006).  

AĢılamanın Lactococcosis ile mücadelede etkin bir yol olduğu düĢünülse de 

aĢılamanın baĢarısı konakçının türüne, uygulama yoluna ve adjuvantın tipine göre 

değiĢmektedir. Genel olarak alabalıklarda bu hastalığa karĢı yapılan aĢılamanın 

etkinliğinin düĢük olduğu ve koruma sürelerinin kısıtlı (3-6 ay) olduğu bildirilmiĢtir 

(Afonso vd., 2003). 

 

1.2. Bakteriyel Balık Hastalıklarında Moleküler ve Epidemiyolojik Yöntemler 

 

Son yıllarda moleküler biyolojideki geliĢmelerle birlikte patojen balık hastalılarının 

tespiti ve etkenlerin epidemiyolojisine yönelik çalıĢmalar yaygın olarak yapılmakta ve bu 

sayede balık hastalıklarının önlenmesi, antibiyotik direncinin azaltılması gibi konularda 

önemli adımlar atılabilmektedir (Altinok ve Kurt, 2003). 

          

1.2.1. Enterobacterial repatitive Intragenic consensus element (ERIC-PZR) 

 

ERIC bir örnekteki nükleik asidin amplifikasyonu yapılarak kısa zamanda ve yüksek 

güvenilirlikte gerçekleĢebilen genotiplendirmede kullanılan PCR bazlı metottur. PCR 

ürünü DNA‟nın agaroz jel elektroforezine tabi tutulması ve sonra etidiyum bromür ile 
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boyanan jelde oluĢan DNA bantların yeri ve sayısı kıyaslanarak elde edilen çeĢitliliktir. Bu 

metot bakteriyel kromozom ve ekstra kromozomal DNA‟nın veya viral genomun (RNA ve 

DNA) restriksiyon profillerinin belirlenmesinde kullanılmaktadır. Dört temel adımda 

gerçekleĢtirilir. DNA nın izolasyonu, tek bir primer ile PCR yapılması, amplifike olan 

DNA nın jelde elektroforezi ve en son aĢama ise jeldeki DNA nın görüntülenmesidir 

(Yağcı, 2004). 

ERIC-PCR Enterobakterilerin genotiplendirilmesinde baĢarıyla kullanılmıĢtır. Son 

günlerde bu metot Vibrio parahaemolyticus, Campylobacter, Escherichia coli, Salmonella 

enterica ve Aeromonas sp. suĢlarının epidemiyolojik araĢtırmalarında ve genetik 

araĢtırmalarının değerlendirilmesinde kullanılmıĢtır (Yingwang vd., 2008). ERIC-PCR 

metodu Enterobakterilerin rutin epidemiyolojik araĢtırmalarında yeterli ayırt edebilme 

gücüne sahip, hızlı ve nispeten kolay bir tekniktir (Matsumoto vd., 2001).  

 

1.2.2. Pulsed-Field Gel Elektroforesiz (PFGE) Metodu 

 

Pulsed-field gel elektroforesiz ilk kez Schwartz ve Cantor tarafından tanımlanmıĢtır 

(Schwartz vd., 1994). Bu metot genomik DNA‟nın kesici restriksiyon endonükleaz 

enzimleri kullanarak PFGE tarafından fragmentlerin ayrılması ve bant örneklerinin 

yorumlanması esasına dayanır. Geleneksel jel elektroforesiz 50 kilobaza kadar olan DNA 

fragmentlerini ayrıĢtırabilirken PFGE fragmentleri 10 megabaz büyüklüğündeki 

fragmentleri ayrıĢtırabilir (Kaufmann, 1998). 

PFGE enfeksiyon etkeni izolatların karĢılaĢtırılmalarında kullanılan bir metot olup 

bakteri suĢlarının tanımlanmasında nadiren kullanılır. Son yıllarda izolatlar arası benzerlik 

yada farklılıkların tespitinde mevcut en tartıĢmasız ayırıcı metottur (Kaufmann, 1998). 

PFGE de temel özellik bir homojen elektrik alanının çoklu elektrot ve farklı voltajlar 

kullanarak üretilmesidir (Chu vd., 1986 ). DNA nın kalite ve konsantrasyonu, agaroz 

konsantrasyonu, voltaj ve pulse zamanı, buffer in sertliği ve sıcaklık gibi bir çok faktör 

DNA nın ayrıĢmasını etkilemektedir (Kaufmann, 1998).  
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1.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 

 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu DNA nın spesifik bir bölgesinin iki primer ve ısıya dayanıklı 

Taq polimeraz (thermostable DNA polymerase) enzimi yardımı ile laboratuar koĢullarında 

en az bir milyon kez çoğaltılması esasına dayanır. DNA ya bağlı bir teĢhis metodudur ve 

bir çok balık patojeninin tespitinde ve epidemiyolojisinde yararlanılır (Altinok ve Kurt, 

2003). Çoğaltılan bölge 150-3000 baz çifti uzunluğundadır ve PZR ürünü gel elektroforez 

yardımıyla saptanabilir (McPhearson vd., 1991). 

 

1.2.4. Multipleks (Çoklu) PZR  

 

Bu metot daha az zaman ve düĢük maliyetle bir kaç patojenin aynı anda tespitine 

olanak sağlayan bir tekniktir (Williams vd., 1999). Klasik PZR ye benzer fakat birden fazla 

PZR amplifikasyonu birden fazla primer çifti tarafından aynı reaksiyon içerisinde 

gerçekleĢir.  

Aynı reaksiyon içerisinde birden fazla hedefin amplifikasyonu sağlanacağı için; 

primerlerin seçimine dikkat edilmesi, bağlanma sıcaklıklarının birbirine uygun olması, 

farklı primer çiftlerinin bir arada çalıĢmaları için en uygun konsantrasyonlarının 

belirlenmesi gibi konulara önem gösterilmelidir (Chamberlain vd., 1988; Chamberlain vd., 

1989; Altinok, 2011).  

 

1.3. ÇalıĢmanın Amacı ve Pratik Önemi 

 

Ülkemizde su ürünleri sektörü hızla geliĢmekte olup, havuzlarda, baraj gölleri ve 

denizlerdeki ağ kafeslerde giderek artan sayıda iĢletme faaliyete geçmektedir. 

YetiĢtiriciliği yapılan türler arasında çok önemli bir yere sahip olan gökkuĢağı alabalığı ve 

deniz levreğinde (Dicentrarchus labrax) L. garvieae‟nin neden olduğu epizootiler önemli 

bir yer tutmaktadır. Hastalık ilk defa Ege Bölgesi ve civarındaki iĢletmelerde görülmesine 

rağmen kısa sürede her bölgeye yayılmıĢ olup alabalıklar arasında sık görülen ve %50 nin 

üzerinde mortaliteye sebep olan bir hastalıktır.  

Amaç yurt genelinde her bölgeden, yurt dıĢından ve saha çalıĢması ile elde edilen L. 

garvieae suĢlarını biyokimyasal olarak ve genotipik analiz yöntemlerinden olan ERIC-PZR 



 

 

 

12 

 

 

tekniğini kullanarak bu bakterinin genetik yapısını ve yayılım paternini (epidemiyolojik 

özelliklerini) incelemek, L. garvieae suĢlarını karakterize etmek ve suĢlar arasındaki 

genetik bağı belirlemektir. Ayrıca aynı yöntemle ülkemiz suĢları ile yurt dıĢından temin 

edilen suĢ arasındaki genetik iliĢkiyi ortaya koymaktır. 

Yine bu araĢtırmada amaç referans suĢ ile birlikte bütün suĢları antibiyogram testine 

tabi tutmak ve  bakterinin antibiyotik duyarlılığı belirlemektir.  

 

1.4. Önceki ÇalıĢmalar 

 

Kültür balıkçılığının geliĢimi ve yaygınlaĢmasıyla birlikte bulaĢıcı balık hastalıkları 

da artmıĢtır. Bu hastalıklardan kaynaklanan kayıpları azaltmak için patojenlerinin teĢhisi, 

tedavisi ve moleküler metotlarla tiplendirilmesi ile ilgili yapılan çalıĢmalarda artmıĢtır. 

Bakterilerin teĢhisinde kullanılan en yaygı yöntemlerin baĢında biyokimyasal testler 

gelmektedir. Klasik biyokimyasal testlerin yanında API kitleri de kullanılmaktadır. Ancak 

özellikle gram negatif sitokrom oksidaz negatif enterobakteriler için kullanılan API 20E 

kiti inkübasyon sıcaklığından kaynaklanan yanlıĢ sonuçlar vermektedir.  

Türkiye‟de Lactococcus garvieae ile ilk çalıĢma Çağırgan (2004) tarafından 

yapılmıĢtır. Bu çalıĢmada alabalıklardan izole edilen 20 adet L. garvieae suĢunu fenotipik 

özellikleri, serolojik özellikleri ve kapsül oluĢumu yönünden incelemiĢtir. Tüm suĢları API 

20 Strep, API 50 CH ve klasik biyokimyasal testlerle identifiye edip suĢların birbirleri ile 

ve Ġspanya izolatı ile biyokimyasal benzerliğini ortaya koymuĢtur. Kav vd. (2007), Konya 

Bölgesi GökkuĢağı Alabalığı çiftliklerinde Streptecoccosis etkeni olan L. garvieae’nin 

izolasyonu, identifikasyonu ve fenotipik özelliklerini belirlemeye çalıĢmıĢlardır. API 20 

Strep, klasik biyokimyasal yöntemler ve polimeraz zincir reaksiyonu metodunu kullanarak 

elde ettiği 30 saf kültürün homojen ve kapsüllü olduğunu ortaya koymuĢlardır. 

Bakteriyel balık hastalıklarına sebep olan etkenlerin biyokimyasal olarak birbirine 

çok yakın olması ve biyokimyasal testlerle suĢlar arasındaki iliĢkinin tam olarak ortaya 

konamamasından dolayı biyokimyasal tekniklerin yerine moleküler teknikler kullanılmaya 

baĢlamıĢtır. Bu bağlamda Mata vd. (2004), balıklarda görülen Streptecoccus inia, 

Streptococcus difficilis, Streptococcus parauberis ve Lactococcus garvieae etkenlerinin 

teĢhisine olanak sağlayan moleküler teknikler geliĢtirmiĢtir. 

Avrupa GökkuĢağı Alabalığı endüstrisine önemli zararlar veren L. garvieae’nin 

popülasyon yapısını araĢtırmak için farklı kaynaklardan, farklı ülke ve ekosistemlerden 
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elde edilen 81 suĢ, RFLP ve serolojik olarak incelenmiĢ ve enfeksiyonun endemik 

durumlarında bakteriler arasında genetik iliĢkinin güçlü olmasına rağmen, sporadik 

durumlarda bakteriyel çeĢitlilikten söz edilemeyeceği bildirilmiĢtir (Eyngor vd., 2004). 

Daha sonraki yıllarda da yine Lactococcus garvieae‟nın moleküler tekniklerle teĢhisine 

yönelik çalıĢmalar yapmıĢtır (Toranzo vd., 2005). Ayrıca Kuzey Ġtalya‟da balıklardan ve 

süt ürünlerinden elde edilen L. garvieae izolatları arasındaki genetik iliĢki RAPD-PZR, 

Sau-PZR ve AFLP metodu ile incelenmiĢ olup, 81 izolat arasındaki genetik iliĢki düĢük 

bulunmuĢtur (Foschino vd., 2008).  

ÇalıĢmaya konu olan Lactococcus garvieae izolatlarının genetik çeĢitliliğinin 

belirlenmesi amacıyla kullanılan ERIC-PZR metodu epidemiyolojik olarak Türkiye ve 

dünyada daha önce çalıĢılmamıĢtır. Mikroorganizmaların ayrımının yapılmasında ERIC-

PZR son yıllarda pahalı ekipmanlara gerek duyulmaması, fazla zaman ve uğraĢ 

gerektirmemesi gibi nedenlerden dolayı PFGE ve RFLP gibi metotların yerini almıĢtır 

(Silveria vd., 2002). ERIC-PZR, Enterobacter sakazakii (Ye vd., 2008) ve Haemophilus 

parasuis‟in (Macedo vd., 2010) kendi suĢları arasındaki genotiplendirmede ve Escherichia 

coli‟nin etkili yayılma yollarının araĢtırılmasında (Duan vd., 2009) kullanılmıĢtır. 

Balıklarda Streptococcus cinsi etkenlerden kaynaklanan enfeksiyonlara karĢı eskiden 

beri antibiyotikler kullanılmaktadır. Ancak bu kimyasalların geliĢigüzel kullanımı 

antibiyotiklere olan direnci arttırmıĢtır (Robinson vd., 1966; Katao vd., 1982). Ravelo vd. 

(2001), farklı coğrafik orijinli L. garvieae suĢları ile antibiyogram testi çalıĢmaları 

gerçekleĢtirmiĢtir. SuĢların tümünün enrofloksasin ve nitrofurantoine karĢı duyarlı 

olduğunu oksolinic asit ve sulfametoksazol-trimetoprime karĢı ise dirençli olduğu 

bildirirken eritromisin, kloramfenikol, oksitetrasiklin ve ampisiline karĢı ise sonuçların 

orijine göre değiĢken olduğunu bildirmiĢtir. Türkiye‟de bu konuda ilk çalıĢma Kubilay vd. 

(2005) tarafından yapılmıĢtır. Bu çalıĢmada, 9 farklı L. garvieae suĢunun disk difüzyon 

tekniği antimikrobiyal duyarlılıklarını incelemiĢler aynı zamanda E testi ile eritromisin 

antibiyotiğinin minimal inhibitör konsantrasyon değerlerini incelemiĢlerdir. 

Bakteriyel balık hastalıklarının teĢhisine olanak sağlayan metotların artması ile 

beraber tedavi alternatifleri de artmaktadır. Su ürünleri sektöründe kullanımı 1940‟lı yıllara 

dayanan antibiyotiklere 1985‟li yıllarda yenileri eklenmiĢ sülfadiazin, oksitetrasiklin, 

kloramfenikol, kanamisin, oksalinik asit ve flumeguin gibi antibiyotikler bakteriyel balık 

hastalıklarının tedavisinde kullanılmıĢtır (Austin ve Austin, 2007). 



 

 

2. YAPILAN ÇALIġMALAR 

 

2.1. Örnekleme 

 

Örnekleme takvimi belirlenirken, Lactococcosis salgınlarının görüldüğü mevsim ve 

denizlerdeki kafes iĢletmelerinde su sıcaklığına bağlı olarak balıkların denizden 

derelerdeki iĢletmelere yada derelerden tekrar denize alınması gibi kriterler dikkate 

alınmıĢtır. Bu nedenle hem deniz ve göllerde ki kafes iĢletmelerinden hem de dere üzerinde 

bulunan iĢletmelerden Mayıs ile Ekim ayları arasında beĢ iĢletmeden ikiĢer kez örnekleme 

yapılmıĢtır. Örnekleme çalıĢmaları 2009 ve 2010 yaz ve sonbahar aylarında 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Ayrıca hastalık durumlarında örnekleme kapsamında olan ve olmayan 

çevre iĢletmelerden gelen balık örnekleri de incelenmiĢtir.  

Örneklemede, yüzme bozukluğu görülen, sırtı kararmıĢ, hasta görünümlü yada yeni 

ölmüĢ balıklar alınmıĢtır. Her örneklemede ortalama 3,5 ile 300 gram arası ağırlığında 8 ile 

25 arasında balık incelenmiĢtir. Örnekleme yapılan iller ve buralardan alınan balık türleri 

ve sayıları tablo 2„de belirtilmiĢtir.  

Laboratuara uzak noktalardaki iĢletmelerden alınan balıkların iĢlenmesi tesise ait 

uygun alanlarda gerçekleĢtirilmiĢ olup yakın noktalardaki örnekler Su Ürünleri Merkez 

AraĢtırma Enstitüsü Müdürlüğüne ait laboratuara seyyar buzdolabı içerisinde getirilmiĢtir. 

Örnekleme yapılan iĢletmelerden ayrıca o anki su ve hava sıcaklığı balıkların menĢei ve 

genel durumu gibi bilgiler de alınmıĢtır.  

Ayrıca 2007-2010 yılları arasında Ege, Akdeniz ve Karadeniz Bölgesi‟nde ki çeĢitli 

iĢletmelerden çeĢitli araĢtırmacılar tarafından izole edilen ve yurt dıĢından Ġtalya, Fransa ve 

Japonya‟dan toplam 38 adet L. garvieae izolatları da çalıĢmaya dahil edilmiĢtir. Tablo 3., 

de bu izolatları kaynağı, izole edildikleri yıllar ve orijinleri belirtilmiĢtir. 

 

 Tablo 2. ÇalıĢma süresince belirlenen bölgelerden alınan balıklar ve sayıları 

 

Tür  Kayseri  Ordu GümüĢhane Rize Trabzon Toplam 

GökkuĢağı alabalığı  40 -  18 15 30 103 

Karadeniz alabalığı - - 1 10 9 20 

Levrek  - 34 - - 20 54 

Toplam 40 34 19 25 59 177 
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     Tablo 3. Lactococcus garvieae izolatları, ait oldukları yıllar ve bunların menĢeileri 

 

 Ġzolat Kaynak Orijin Yıl 

1 216-6 GökkuĢağı Rize 2007 

2 K5.K6,K9,K10/ M.T. GökkuĢağı GümüĢhane 2009 

3 Sider-17 GökkuĢağı Rize 2008 

4 Ard. 17,22,30/M.T. GökkuĢağı Rize 2007 

5 440-9,399-18,629-13 GökkuĢağı Artvin 2008 

6 673-5 GökkuĢağı GümüĢhane 2008 

7 Ġyi. ġfk. GökkuĢağı Rize         2009 

8 AĢğ. Ard.-37 GökkuĢağı Rize 2008 

9 Ö. M. Eskit. GökkuĢağı Rize 2008 

10 225-1 Pap. GökkuĢağı Artvin 2008 

11 Muğla GökkuĢağı Muğla 2009 

12 636-16 GökkuĢağı GümüĢhane 2008 

13 235-16 gökkuĢağı Ġzmir 2009 

14 671-14 gökkuĢağı GümüĢhane 2008 

15 Ard. AĢğ. gökkuĢağı Rize 2008 

16 512-8 gökkuĢağı Rize 2008 

17 670-20 gökkuĢağı GümüĢhane 2008 

18 ġer. 114/deniz gökkuĢağı Trabzon 2009 

19 511-15 gökkuĢağı Rize 2008 

20 B. Barajı Ard. gökkuĢağı Artvin 2008 

21 Ard. F-14 gökkuĢağı Rize 2009 

22 8740/03 gökkuĢağı Ġspanya 2003 

23 M 300 keçi peyniri Ġtalya 2001 

24 G-27 Sığır sütü Ġtalya 2003 

25 PP6O GökkuĢağı Ġtalya         2004 

26 Muğ. 1 GökkuĢağı Muğla 2002 

27 Muğ. 2 GökkuĢağı Muğla 2002 

28 Muğ. 3 GökkuĢağı Muğla 2003 

29 A-58 GökkuĢağı Ġtalya 2002 

30 ATCC 49156 Sarıkuyruk Japonya 1991 

31 04/8782 ITP109 GökkuĢağı Ġspanya 2002 

32 2398 GökkuĢağı Fransa 1998 

33 1684 GökkuĢağı Ġspanya 1997 

34 1073/03C GökkuĢağı Ġspanya - 

35 04/8782 FTPI GökkuĢağı Ġspanya 2001 

36 04/8782 (532) GökkuĢağı Ġspanya 2001 

37 04/8782 (498) GökkuĢağı Ġspanya 2001 

38 164 A/03 GökkuĢağı Ġspanya 2000 

39 8053 C/02 GökkuĢağı Ġspanya 2000 

40 L lactis GökkuĢağı Akdeniz        2005 

41 PerĢembe GökkuĢağı Ordu        2011 
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2.2. Örneklerin Ġncelenmesi 

 

Laboratuara getirilen örneklerin kontaminasyonu önlemek amacıyla dıĢ yüzeyleri % 

70 lik alkol ile temizlendi. Daha sonra anüsten baĢlayarak baĢ kısmına kadar olan bölge 

bağırsaklara zarar vermeden steril bir makasla ensizyon yapılarak iç organlar açığa 

çıkarıldı. Ön böbreklerden ve karaciğerden steril swab (Copan Italia S.P.A) yardımıyla 

BHIA‟a ekimler yapılarak aerobik Ģartlarda 25-30°C de 24-48 saat inkube edildi. 

 

2.3. Bakterilerin Morfolojik Özelliklerinin Belirlenmesi 

 

Ġki günün ardından üreme görülen besi yerlerinde bakterilerin oluĢturduğu koloniler 

renk, Ģekil ve parlaklık gibi morfolojik özellikleri bakımından incelendi. Farklı koloni 

morfolojisi gösteren bakteriler yeniden BHIA ve TSA besi yerlerine ekilerek saflaĢtırıldı. 

25°C 24-48 saatlik inkubasyon sonucunda üreyen saf bakterilerin morfolojik özelliklerinin 

belirlenmesi amacı ile gram boyama yapıldı. Ġzolatların hareket özellikleri lam üzerinde 

mikroskopta incelendi. Gram ve hareket gibi temel özellikler belirlendikten sonra 

biyokimyasal testler o yönde Ģekillendirildi. 

 

2.4. Bakterilerin Biyokimyasal Karakterlerinin Belirlenmesi  

 

SaflaĢtırdığımız bakterilerin biyokimyasal karakterlerinin belirlenmesi için oksidaz, 

katalaz, oksidasyon/fermentasyon, hareket, sitrat, jelatin, H2S üretimi, indol, Voges 

Proskar (VP), metil red (MR), laktoz, glikoz, sakkaroz, hemoliz, arjinin dehidrolaz (ADH), 

PYR, starch, %4 ile %6,5 NaCl‟de üreme ve 4°C ile 45°C de üreme gibi klasik testler 

yapıldı (Cagirgan, 2004). Bu testlerin dıĢında izole edilen gram (+) bakterilere API 20Strep 

ve gram (-) lere ise API 20E ve API 20NE (Biomerieux, France) testlerini uygulandı. 

Tüm L. garvieae suĢları daha sonra PZR ve diğer iĢlemlere geçilinceye kadar %15 

gliserol içeren TSB (triptik soy brot) içerisinde -80°C‟de saklandı. 

 

2.5. Biyokimyasal Testlerin Uygulanması  

 

Biyokimyasal testler ve API 20Strep uygulamaları örneklemeleri takiben saf olarak 

izole edilen bakterilere ve diğer araĢtırıcılardan temin edilen L. garvieae izolatlarının 
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tümüne uygulandı. Stoktan (-80°C) çıkartılan izolatlar TSA‟ya ekildi. 30°C de 24 saat 

inkübe edildikten sonra biyokimyasal testlere geçildi. API 20 Strep testi (Biomerieux, 

France) bakterilerin biyokimyasal karakterlerini araĢtırmak için inkubasyon sıcaklığı hariç 

(30°C)  üretici firma talimatlarına göre yapıldı.  

Oksidaz testi için (Microbiology Bactident Oxidase-Merck) den yararlanıldı. TSA da 

üreyen bakterilerden steril öze yardımı ile bir miktar alınarak serum fizyolojik ile ıslatılmıĢ 

test kağıtlarına yayılarak 30 saniye içerisinde kağıt yüzeyinde renk değiĢimine bakıldı. 

Katalaz testi TSA da üremiĢ taze koloniden steril öze yardımı ile alınan bir öze dolusu 

bakteri temiz bir lam üzerine damlatılmıĢ bir damla %3‟lük hidrojen peroksit üzerine 

yayılarak gerçekleĢtirildi.  

Voges Proskar  ve metil red testleri VP-MR medium (Merck) üretici talimatlarına 

uygun Ģekilde hazırlanarak yapıldı. Oksidasyon ve fermantasyon testleri (OF) Becton 

Dickenson BBG O/F basal medyum talimatlarına uygun olarak hazırlanarak yapıldı. Jelatin 

testi için Nutrient-Gelatin Test Medium hazırlanarak talimatlara uygun gerçekleĢtirildi. 

Sukroz, maltoz ve glukoz testleri TSI (Triple Sugar Iron Agar, Merck) talimatına 

uygun olarak hazırlandı ve yapıldı. H2S, indol ve motilite testleri SIM medyuma (Sülfür, 

Ġndol, Motilite, Merck) göre hazırlanıp yapıldı (Biotechnology Procedures and 

Experiments Handbook. S.237). Sitrat kulanım testi, Simmon‟s Citrate Agar, Merck e göre 

hazırlanıp yapıldı. 

Ġzolatların tuz toleranslarını test etmek amacıyla %4 ve %6.5 NaCI içeren TSA 

hazırlandı ve 30°C‟de 14 gün inkubasyona bırakıldı. Yine 4°C ve 45°C‟de üremelerini test 

etmek amacı ile %0,5 NaCI içeren TSA hazırlandı ve 14 gün süreyle sözü edilen 

sıcaklıklarda inkubasyona bırakıldı (Cagirgan, 2004). Negatif yada belirsiz sonuç veren 

izolatlar için bu iĢlemler 2 kez tekrarlandı. 

Ġzolatların hemoliz özelliklerini araĢtırmak amacıyla piyasada ki hazır koyun kanlı 

agarlar (Or-Bak, Türkiye) kullanıldı. PYR aktivite testi Lactococcus‟ların kendi aralarında 

tür tayini açısından önemli bir test olup hazır test kitleri ile (Oxoid Biochemical 

Ġdentification System) üretici firma talimatlarına uygun Ģekilde yapıldı.  

Starch hidroliz testi için starch agar kullanıldı (Anonim, Biotechnology Procedures 

and Experiments Handbook. S. 234).  
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2.6. Antibiyogram Testi 

 

Elde edilen L. garvieae izolatlarının tümüne antimikrobiyal hassasiyetlerini 

belirlemek ve suĢlar arasındaki antibiyotik direnç farklılıklarını tespit etmek amacıyla 

çeĢitli antibiyotikler ile disk difüzyon testi uygulandı. Bu amaçla ticari antibiyotik diskleri 

(oxoid) florfenikol 30, enrofloksasin 5, eritromisin 15, amoksisilin 10, oksitetrasiklin 30, 

tetrasiklin 30, penisilin G 10U, gentamisin 10, trimetoprim+sulfametoksazol 25 ve 

siprofloksasin 5 (µg/ disk) kullanıldı. Seçilen antibiyotiklerin arasında  hem bakterisit hem 

de bakteriostatik bileĢiklerin bulunmasına dikkat edilmiĢtir. 

Bu amaçla izolatlar -80°C‟de stok kültür ortamından çıkartılıp oda sıcaklığında 

bekletildikten sonra steril öze yardımıyla TSA agara ekildi. 30°C‟de 24-48 saat üretildikten 

sonra içerisinde birer ml serum fizyolojik suyu bulunan ependorflarda bakteri bulanıklığı 

aynı olacak Ģekilde bakteri süspansiyonu hazırlandı (Kubilay vd., 2005). Bu bakteri 

süspansiyonlarından 0.1 ml alınarak Müller Hinton Agar üzerine steril eküvyon yardımıyla 

iyice yayıldı ve steril kabin içerisinde 5 dakika beklenerek petrilerin kuruması sağlandı. 

Daha sonra agar yüzeyine çeĢitli konsantrasyonlarda antibiyotik emdirilmiĢ diskler steril 

pens yardımı ile eĢit mesafede yerleĢtirilerek 30°C‟de 48 saat inkubasyona bırakıldı. 

Ġnkubasyon sonunda oluĢan zon çapları hassas cetvel ile ölçüldü. Test sonuçları suĢlar için 

hassas (S) ve dirençli (R) Ģeklinde kaydedildi. Hassas kabul edilen sınır değerleri ortalama 

oksitetrasiklin için 13 mm, gentamisin için 14 mm, amoksisilin için 15 mm, florfenikol ve 

trimethoprim+sulfametoksazol için 16 mm, eritromisin için 18 mm, enrofloksasin, 

tetracycline ve penisilin G için 20 mm, ve siprofloksasin için 22 mm olarak kabul edildi 

(NCCLS, 2002). 

 

2.7. PCR için DNA Ġzolasyonu 

 

Mevcut tüm izolatlara teyit amacıyla PCR yapıldı. Örneklerin toplam genomik 

DNA‟sı, QIAamp DNA Mini Kit, (QIAGEN) hazır ticari kiti ile (gram + bakteriden DNA 

izolasyonu) ekstrakt edildi. Ekstraksiyon aĢamalarında üretici firma talimatlarına aynen 

uyulmuĢtur. Elde edilen DNA‟lar PCR iĢlemine geçilinceye kadar -20°C de saklandı. 
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2.8. PCR ġartları ve Görüntüleme 

 

ÇalıĢmada daha önceden L. garvieae için dizayn edilen primerler kullanıldı. Bu 

amaçla 857  bp‟lik  LgF: 5‟-CCA ACT TCC GTG GTG TGA CG-3‟; LgR 5‟-AGT GGC 

TCA ACC ATT GTG TGC-3‟ Ģeklinde spesifik primerler kullanıldı (Altinok, 2011). PCR 

iĢleminde pozitif kontrol olarak (ATCC 49156) bakterisi kullanıldı. Ayrıca örnek DNA sı 

içermeyen negatif kontrolde kullanıldı. 

DNA‟nın yükseltgenme iĢlemi her bir örnek DNA‟sı ile birlikte toplam 25 l‟lik PZR 

hacminde yürütüldü. Bu karıĢım içerisinde sırasıyla; DNA, ileri ve geri yönlü primerler, 

PZR Master karıĢım, 2X (PROMEGA) ve dH2O bulunmaktadır. Hazırlanan karıĢım 0,5 

ml‟lik PZR tüplerine dağıtıldı (Tablo 4).  

 

     Tablo 4. DNA nın yükseltgenme iĢlemi için belirlenen PZR karıĢımının bileĢenleri ve  

                    miktarları 

 

PZR BileĢenleri Miktar 

2X Master Mix (50U/ ml Taq DNA polymerase, 400µl 

dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 3Mm MgCI2) 
12,5 l 

Ġleri Primer 0,5 l 

Geri Primer 0,5 l 

DNA 1 l 

Nuclease free water 10,5 l 

Toplam 25 l 

 

 

Örneklerin 16S rRNA spesifik gen bölgelerinin çoğaltılması Thermal Cycler 

(Thermo hybaid) yardımıyla yapıldı. Ġlk adımda 94°C‟de 3 dakika‟lık bir denaturasyon 

iĢlemi yapılarak döngülere geçildi. Döngü içerisinde tekrar 94°C‟de 1 dakikalık 

denaturasyon, 60°C‟de 50 saniye annealing (yapıĢma), ve 72°C‟de 60 saniye extension 

(uzatma) iĢlemi için uygulandı. 35 döngü sonrasında 72°C‟de 10 dakika son uzama ile 

iĢlem tamamlandı (Altinok, 2011). PCR iĢleminden sonra örnekler 1x TBE tampon 

sisteminde %1,5‟luk agaroz jelde yürütüldü. Daha sonra etidium bromür (1mg/100µl) ile 

boyanarak jel görüntüleri jel görüntüleme sistemine (Kodak Gel Logic 200) aktarıldıktan 

sonra analiz edildi. 
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2.9. ERIC-PCR Metodu 

 

Bu amaçla yukarıda açıklandığı gibi PZR için ekstrakt edilen  genomik DNA‟lar 

kullanıldı. Daha önceki çalıĢmalarda ERIC1R ve ERIC2 primerleri kullanılarak yapılan 

denemelerde ERIC2 primerinin daha güçlü ayırt edici özelliğe sahip olduğu belirlendi 

(Matsumoto vd., 2001). ÇalıĢmada ERIC2: 5′AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG3′ 

primeri kullanıldı (Versalovic vd., 1991). DNA‟nın çoğaltılması iĢlemi her bir örnek 

DNA‟sı ile birlikte toplam 50‟ l hacminde yapılmıĢtır. PZR karıĢımı 1 µL 10 μM Primer, 

25 µL 2X Quigen multipleks PCR karıĢımı, 5 µL Q solution, 1 µL DNA ve 18 μl distile 

sudan oluĢmuĢtur. ERIC-PZR baĢlangıç denaturasyon (95°C‟de 15 dakika) takiben 30 

siklus denaturasyon (94°C de 1 dakika), yapıĢma (25°C‟de 1.5 dakika) ve DNA uzama 

(72°C de 1 dakika, 50 sn ) ve final uzama (72°C‟de 10 dakika) Ģeklinde Termocycler 

(Termo Electron Corparation, USA) kullanılarak yürütüldü. PZR ürünü %1 agaroz jel de 

yürütüldükten sonra etidium bromür (1 mg/100 µl) ile boyandı ve UV altında jel 

görüntüleri jel görüntüleme sistemine aktarıldıktan sonra analiz edildi. 

Bant desenleri Bionumerics Gelcompar II software (Applied Maths, Sint-Martens-

Latem, Belgium) ile analiz edildi. Farklı izolatların bant desenleri arasında ki benzerlik 

Dice similarity coefficient kullanılarak %2,5 tölerans ve %1 optimizasyon kullanılarak 

hesaplandı. Sonrasında küme analizi kullanılarak [unweighted pair-group method with 

arithmetic mean (UPGMA)] dendogram oluĢturuldu. 

 



 

 

3. BULGULAR 

 

3.1. ĠĢletmelerin Genel Durumu 

 

2009 ve 2010 yaz aylarında iki kez örnekleme yapılan iĢletmeler balıkların bir 

kısmını sağım yoluyla kendileri yetiĢtirdikleri bir kısmının da Kayseri, Ġzmir, Muğla gibi 

yörelerden azda olsa çevre iĢletmelerden aldıkları tespit edilmiĢtir. Yumurta yada yavru 

alımı esnasında hastalık kontrollerinin profesyonelce yapılmadığı genellikle kulaktan 

dolma bilgilerle gerçekleĢtirildiği görülmüĢtür. Yine örnekleme yapılan büyük çaplı 

iĢletmelerin çevrelerinde ki küçük iĢletmelere yavru yada porsiyonluk boyda balık temin 

ettikleri belirlenmiĢtir. 

Akarsular üzerine kurulu iĢletmelerin yıllık üretim kapasiteleri 30 ile 130 ton 

arasında değiĢmektedir. Denizlerdeki iĢletmelerin kapasiteleri çok daha yüksektir. Bu 

iĢletmelerin bazılarında suyun debisi, havuza giren suyun değiĢim süresi ve miktarı, 

havuzların yoğunluğu, suyun fiziksel ve kimyasal yapısı gibi basit kurallara uyulduğu 

bazılarında ise bu kriterlerin mevsime bağlı olarak değiĢim gösterdiği ve bazen sınır 

değerlerin dıĢında olduğu görülmüĢtür.  

Yaz aylarında gerçekleĢtirilen örnek toplama iĢleminde hava sıcaklığı 15°C ile 28°C 

arasında su sıcaklığı ise buna paralel olarak 8°C ile 19°C arasında değiĢmektedir. Bazı 

iĢletmelerde coğrafik konumundan dolayı su sıcaklığının 14°C‟yi hiç geçmediği 

bazılarında ise 22°C‟yi bulduğu görülmüĢtür. ĠĢletmelerdeki suyun pH‟sı 6,2 ile 7,4 

arasında değiĢmektedir. Özellikle ormanlık alanlar arasına kurulan iĢletmelerdeki suyun 

pH sı düĢük bulunmuĢtur.  

Baraj göllerinde ve denizlerde ki kafes iĢletmelerinde yapılan balık üreticiliğinde 

benzer yanlıĢ yaklaĢımlarla karĢılaĢılmıĢtır. Kafeslerin kıyıdan uzaklığının ve 

derinliklerinin nizami olmaması, farklı iĢletmelere ait kafeslerin birbirine çok yakın olması, 

bazılarının sektörle ilgili yetkili eleman (Balıkçılık Teknolojisi Mühendisi, Su Ürünleri 

Müh. vs.) çalıĢtırmadığını gözlemlenmiĢtir. 

Bazı iĢletmelerin kıĢ aylarında su yollarının donması yazın su sıcaklıklarının balığın 

tolere edebildiğinden daha yukarılara çıkması fazla yağmur yağdığında suyun 

bulanıklaĢması ve askıdaki katı madde miktarının artması gibi olumsuzluklar yaĢadıklarını 

ve bu olumsuzluklara karĢı bir b planlarının olmadığı görülmüĢtür. 



 

 

 

22 

 

 

Yine bazı iĢletmelerin hastalık çıktığında bu durumu ticari kaygı sebebi ile 

gizlemesi, orijini belirsiz bazı antibiyotikleri geliĢi güzel test etmeden kullanması, son çare 

olarak üniversite yada enstitülere baĢvurması gibi durumlara Ģahit olunmuĢtur. Ġlaçların 

pozolojilerinin ayarlanması, uygulama ve saklanma Ģekilleri konusunda da yanlıĢlar 

yapılmaktadır. Tüm bu olumsuzluklar iĢletmelerde balık hastalıklarının çıkıĢını ve 

yayılmasını kolaylaĢtırmakta ve tedavi edilmesini bir o kadar güçleĢtirmektedir. Bilinçsiz 

ilaç kullanımı ile beraber dirençli suĢlar geliĢmekte bu durumda iĢletmelerde ekonomik 

kayba neden olmaktadır. 

 

3.2. Biyokimyasal Test Sonuçları 

 

Örneklerin karaciğer ve böbrek dokularından ilk olarak BHIA yada TSA‟ya 

ekilmesinden sonra üreme görülen petrilerdeki farklı morfoloji gösteren koloniler 

mikroskop altında tek tek alınarak saflaĢtırılmıĢtır. Saf koloniler halinde izole edilen 

izolatlara klasik biyokimyasal testler ve duruma göre API 20 Strep, API20 E yada API20 

NE uygulanmıĢtır. Tüm bu testler ayrıca daha önceki yıllarda izole edilen L. garvieae 

olduğunu bildiğimiz suĢlara da uygulanmıĢ ve tüm izolatların tanımlanması yapılmıĢtır. 

Örnekleme süresi boyunca üç iĢletmeden L. garvieae bakterisi izole edilmiĢ olup 

bunun dıĢında farklı iĢletmelerden A.salmonicida, A. hydrophila, Y.ruckeri, H. alvei, V. 

fluvialis ve diğer Vibrio sp. türleri izole edilmiĢtir. BeĢ farklı iĢletmeden yedisi tür ve 

biride cins bazında olmak üzere toplam sekiz farklı bakteri izole edilmiĢtir. Lactococcus 

garvieae bakterisi 2009 da Rize‟de dere iĢletmesinden, GümüĢhane‟de baraj gölü 

iĢletmesinden ve 2010 yılında PerĢembe deniz kafesi iĢletmesinden olmak üzere toplam üç 

ayrı yerden izole edilmiĢtir. Diğer bakteriyel patojenler identifikasyon iĢleminin ardından 

antibiyogram testine tabi tutulmuĢ ve sonuçları iĢletme sahipleri ile paylaĢılmıĢtır. 

Örnekleme yapılan balıklardan tanımlanan bakteriler ve hangi dokulardan izole 

edildikleri Tablo 5‟da belirtilmiĢtir.  
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  Tablo. 5. Denizde bulunan kafeslerden ve tatlı su iĢletmelerinden izole edilen bakteriler    

ve dokuları 

 

 

      Bakteri 

 

   Örnek 

     Ġzole Edilen Doku  

  ĠĢletme Sayısı Böbrek Karaciğer 

L. garvieae 15 12 7 3 

A.salmonicida ssp. 8 8 6 1 

Motil Aeromonas 16 13 10 2 

Vibrio fluvialis 6 6 - 1 

Vibrio ssp. 12 11 5 4 

Pseudomonas luteola 7 6 4 2 

Yersinia ruckeri 6 6 - 1 

Hefnia  alvei 5 5 - 1 

 

Lactococcus garvieae izolatından birisi su sıcaklığının 9-10°C‟lerde seyrettiği ve 

balıkların sağlıklı göründüğü bir iĢletmeden izole edilmiĢtir. Lactococcus garvieae’nın 

BHIA ve TSA „da 25°C de 24-36 saatte toplu iğne baĢı büyüklüğünde tek tek parlak 

düzgün kenarlı koloniler meydana getirdiği gözlenmiĢtir (Ģekil 1).  

 

 
 

         ġekil 1. Lactococcus garvieae’ nin TSA‟ daki görüntüsü (tüp ve petri)  

 

Rutin örneklemelerin dıĢında hastalık problemi ile çevre tesislerden gelen balık 

örnekleri de incelenmiĢtir. Bu amaçla yapılan izolasyon çalıĢmaları sonucunda tatlı 
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sulardan en fazla Yersinia ruckeri izole edilirken denizlerdeki iĢletmelerden çoğunlukla 

Vibrio türleri izole edilmiĢtir. Bakteri izole edilen balıkların ağız çevresinde, anal, pektoral 

ve kaudal yüzgeçlerinde ve operkulumda yaygın kanamalar, iç organlarda değiĢen Ģekil ve 

miktarlarda kanamalar, karın boĢluğunda sıvı birikimi (asides) ve bazılarında ekzoptalmus 

tespit edilirken bazı durumlarda balıkların hiçbir semptom göstermedikleri de (latent 

enfeksiyon) gözlenmiĢtir. ġekil 2 ve 3‟de L. garvieae izolatlarına ait biyokimyasal testlerin 

bazıları gösterilmektedir. 

 

 

       

       a) % 4 NaCI de üreme                                  b) % 6,5 NaCI de üreme 

 

 

      

       c) 4°C de üreme                                           d) 45°C de üreme      

 

      ġekil 2. Bazı L. garvieae izolatlarının farklı tuzluluk ve sıcaklıklardaki görüntüsü 



 

 

 

25 

 

 

 
 

a) Hemoliz (α)                                               b)  Starch hidrolizi (L. garvieae, A. salmonicida) 

 

            
    

   c) TSI (Triple sugar ıron agar,  - + +)            d) PYR Testi 

 

   ġekil 3. L. garvieae izolatlarına ait biyokimyasal testlerin bazıları 
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   ġekil 4. L. garvieae izolatlarına ait API20 Strep testi (24 saat sonra) 

 

Lactococcus garvieae izolatlarına ait klasik biyokimyasal ve API 20 Strep oranları 

Tablo 6‟da verilmiĢtir. 

 

Tablo 6. Klasik biyokimyasal ve API 20Strep sonuçları 

 

Biyokimyasal Testler (Konvensiyonel)  Biyokimyasal Testler (API20 STREP) 

Katalaz                             -(41/41)  VP +(32/41)                      

Oksidaz -(41/41)  HIP +(21/41)                      

O/F +(41/41)  ESC +(29/41)                              

Motilite -(41/41)  PYRA  +(40/41)                               

Sitrat -(41/41)  α GAL    -(40/41)                        

Jelatin -(41/41)  ß GUR -(41/41)                                                             

H2S -(41/41)  ß GAL   - (36/41)                               

Ġndol   -(41/41)  PAL  - (41/41)                 

MR +(41/41)  LAP +(39/41)  

VP +(41/41)  ADH  +(34/41)                       

LAC  +(41/41)  RIB +(37/41)                      

GLU  +(41/41)  ARA  - (38/41)                    

SAC    +(41/41)  MAN +(35/41)                    

α (alfa) Hemoliz         +(41/41)  SOR - (41/41)                   

%4Nacl  +(41/41)  LAC - (32/41)                     

%6,5Nacl                                                              +(33/41)  INU - (41/41)                     

45°C üreme +(35/41)  RAF - (41/41)                      

4°C üreme  +(40/41)  AMD - (41/41)                     

Starch -(41/41)  GLYD  - (38/41)                       

ADH +(41/41)  TRE +(37/41)                      

PYR +(41/41)                 
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Tüm L. garvieae izolatlarının fenotipik özellikleri Tablo 7‟de belirtilmiĢtir.  

 

  Tablo 7.  L.garvieae suĢlarının klasik biyokimyasal, Api 20 Strep ve kültürel özellikleri. 

 

 

Test / 

suĢlar 

1
 

2
 

3
 

4
 

5
 

6
 

7
 

8
 

9
 

1
0
 

1
1
 

1
2
 

1
3
 

1
4
 

1
5
 

1
6
 

1
7
 

1
8
 

1
9
 

2
0
 

Oksidaz - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Katalaz - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

O/F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F 

Motil. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Sitrat - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Jelatin - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

H2S - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Ġndol - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

MR + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

VP + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

VP kls. + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

HIP - - - - + + + + + - + + + + + + + + + + 

ESC + + + + + - + + + + + + + + + - + + + - 

PYRA + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Α GAL - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

ß GUR - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

ß GAL - - - - - - - - + - - + + - - - - - - - 

PAL - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

LAP + + + + + + + + + + + + - + + + + + + + 

ADH + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

RIB + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

ARA - - - - - - - - + - - + - - - - - - - - 

MAN + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

SOR - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

LAC - - - - - - - - + - - + + + - - - - - - 

TRE + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

INU - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

RAF - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

AMD - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

GLYD - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

HEM α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α 

45°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

4°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
%6,5Nacl + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

%4 Nacl + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Starch - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

GLUkls. + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

SACkls. + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
ADH kls. + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

LACkls. + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
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Tablo 7‟nin devamı 

 

 

SuĢlar/ 

Test 
2
1
 

2
2
 

2
3
 

2
4
 

2
5
 

2
6
 

2
7
 

2
8
 

2
9
 

3
0
 

3
1
 

3
2
 

3
3
 

3
4
 

3
5
 

3
6
 

3
7
 

3
8
 

3
9
 

4
0
 

4
1
 

OX - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Kat. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

O/F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F 

Motil. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Sitrat - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

JEL - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

H2S - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Ġndol - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

MR + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

VP + - + + + - - + + + - + - + - - - + + + + 

VP kls. + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

HIP + - - - + + + + + - - - - - - - - - - + + 

ESC - + - - + - - - + + + + + + + + + + + - + 

Pyra + + + - + + + + + + + + + + + + + + + + + 

α Gal - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - 

ß Gur - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

ß Gal - - - - - - - - - - - + - - - - - - - + - 

PAL - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

LAP + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - 

ADH + + - - + - - - - + + + + + + + + + + + - 

RIB + + + + + - - + - + + + + + + + + + + + - 

ARA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - 

MAN + + - + + - - + - + + + + + + + + - + + - 

SOR - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

LAC - - + + - - - - - - - + + - - - - - - + - 

TRE + + + + + - + + - + + + + + + + + + + - - 

INU - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

RAF - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

AMD - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

GLYD - - - - - - - + - - - - - + - - - - - + - 

HEM α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α 

45°C + + + + + + + + + + - - - - + - + + + + + 

4°C + + + + + + + + + - + + + + + + + + + + + 
%6,5Nacl + - - + + + + + + - - - + + - - - + + - + 
%4 Nacl + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Starch - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - 
GLU kls. + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
SAC kls. + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
ADH kls. + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
LAC kls. + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

 

Tablo 7‟nin üst satırındaki numaralar Tablo 4‟de yazılı izolatlar ile aynı sırayı temsil 

etmektedir. 
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3.3. Antibiyotik Duyarlılıkları 

 

Lactococcus garvieae suĢlarının yapılan disk difüzyon testine göre antibiyotik 

duyarlılıkları her bir suĢ için ayrı ayrı tablo 8‟de verilmiĢtir. Bu test gerek yakın dönem L. 

garvieae izolatların antibiyotik dirençlerinin ortaya çıkarılması gerekse suĢlar arası 

farklılıkların görülmesi açısından önemli bulgular ortaya koymaktadır. Antibiyogram 

testinde bakteriye karĢı duyarlı olan antibiyotiklerde değiĢen miktarlarda bir inhibisyon 

zonu oluĢmuĢtur (Ģekil 5). 

 

                    

                       

                       ġekil 5. Bir L. garvieae suĢuna uygulanan antibiyogram testi 

 

Bu sonuçlara göre antibiyogram testi uygulanan suĢların genel olarak; 

oksitetrasiklin, amoksisilin, tetrasiklin ve florfenikol gibi antibiyotiklere karĢı duyarlı 

oldukları, gentamisin ve sulfametoksazol+trimethoprim gibi antibiyotiklere karĢı ise 

dirençli oldukları saptanmıĢtır. Bunun yanı sıra aynı bakterilerin siprofloksasine karĢı %68, 

penisiline karĢı %33, enrofloksasine karĢı ise %40 ve eritromisin antibiyotiğine karĢı 

%12‟sinin direnç gösterdiği saptanmıĢtır. 
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Tablo 8.  L.garvieae izolatlarının disk difüzyon testine göre antibiyotik duyarlılıkları 

 

SuĢlar/ Antib. T30 AML10 E15 CIP5 TE30 P10 FFC30 CN10 SXT25 ENR5 

216-6 S(21) R(15) R(13) R(19) S(23) R(14) S(24) R(12) S(20) S(22) 

K5,6,9,10 M.T. S(36) S(20) S(35) R(20) S(32) S(30) S(30) R(13) R(0) R(18) 

Sider17 S(41) S(23) R(13) S(28) S(38) R(12) S(36) R(13) R(0) S(35) 

Ard. 17,22,30 S(38) S(20) R(10) S(30) S(38) R(10) S(32) R(11) R(0) R(19) 

399-18,629-13 S(23) S(18) S(20) R(16) I(21) R(17) S(19) R(9) R(0) R(19) 

Ġyd. ġafk. S(24) S(21) S(21) R(16) S(26) R(18) S(18) R(10) R(0) R(17) 

AĢğ.Ard.-37 S(27) S(19) S(21) R(16) S(23) I(20) S(19) R(11) R(0) R(0) 

Ö.M. Eskit. S(26) S(21) S(22) R(18) S(22) I(20) S(23) R(10) R(0) S(22) 

225-1,Pap. S(26) S(22) S(21) R(19) S(27) S(21) S(21) R(10) R(0) R(19) 

Muğla S(23) S(21) S(25) I(21) S(22) S(27) S(33) R(9) R(0) S(25) 

636-16 S(26) S(18) S(22) R(17) S(24) R(18) S(18) R(10) R(0) R(15) 

235-16 S(24) S(22) S(25) R(20) S(27) S(21) S(20) R(10) R(0) I(20) 

671-14 S(17) S(19) S(19) R(17) R(18) S(21) S(17) R(10) R(0) R(17) 

Ard. AĢğ. S(30) S(27) S(22) R(16) S(26) I(20) S(22) R(10) R(0) R(19) 

512-8 S(22) S(20) S(28) R(18) S(22) I(20) S(28) R(10) R(9) S(22) 

670-20 S(22) S(20) S(22) S(26) S(25) S(21) S(24) R(10) R(14) I(20) 

ġer. 114/deniz I(14) R(8) S(23) I(21) I(20) R(9) S(20) R(10) R(12) R(18) 

511-15 S(24) S(21) S(22) R(18) S(23) I(20) S(18) R(9) R(0) S(21) 

B. Barajı Ard. S(21) S(20) S(20) R(15) S(23) I(19) S(20) R(10) R(0) R(15) 

Ard. F-14 S(23) S(21) S(21) R(14) S(27) I(20) S(22) R(10) R(0) R(17) 

637-5, 675-5 S(19) S(18) I(16) R(20) S(25) R(15) S(22) R(11) R(0) I(20) 

M 300 S(29) S(22) S(23) I(21) S(24) S(27) S(30) S(18) S(30) S(25) 

G-27 R(12) S(26) R(0) R(18) R(10) S(22) S(26) R(9) R(0) I(20) 

PP6O S(26) S(22) S(23) S(24) S(30) S(28) S(26) R(13) R(0) R(19) 

Muğ. 1 S(28) S(23) S(27) S(22) S(27) S(29) S(25) I(16) R(0) S(27) 

Muğ. 2 I(14) S(22) S(29) R(19) S(24) S(26) S(31) I(14) R(0) S(22) 

Muğ. 3 S(27) S(22) S(25) S(28) S(29) S(28) S(27) I(15) R(0) S(22) 

A-58 S(22) S(21) S(24) S(22) S(25) S(23) S(26) R(13) R(0) S(23) 

ATCC 49156 S(27) S(20) S(21) I(21) S(27) S(24) S(20) R(13) R(0) R(19) 

04/8782 ITP109 S(31) S(25) S(26) R(15) S(24) R(16) S(18) I(14) R(10) R(17) 

2398 S(25) S(21) S(22) R(20) S(22) S(23) R(12) R(11) R(0) R(19) 

1684 S(23) S(21) I(17) R(16) R(18) R(17) I(16) R(11) R(0) S(22) 

1073/03C S(24) S(19) S(19) R(18) S(22) I(20) I(16) R(12) R(0) S(22) 

04/8782 FTPI S(24) S(21) S(20) R(19) I(21) R(16) I(16) I(14) R(0) S(22) 

04/8782 (532) S(22) S(22) S(23) R(19) S(23) S(24) S(22) R(0) R(0) S(21) 

04/8782 (498) S(26) S(22) S(30) S(30) S(34) S(24) S(21) S(21) R(0) S(21) 

164 A/03 S(18) S(22) I(17) R(14) S(27) R(18) S(20) R(13) R(0) S(22) 

8053 C/02 S(20) S(24) S(26) R(18) S(26) S(25) S(22) R(0) R(0) S(27) 

L. lactis spp. S(24) S(26) R(11) R(18) S(22) I(20) S(18) R(8) S(28) R(19) 

8740/03 C S(38) S(27) S(25) S(24) S(33) S(24) S(22) I(15) R(0) S(40) 

 

[T:Oksitetrasiklin, AML: Amoksisilin, E: Eritromisin, CIP: Siprofloksasin, TE: 

Tetrasiklin, P: Penisilin G, FFC: Florfenikol, CN: Gentamisin,SXT: 

Sulfamethoksazol+Trimetoprim, ENR: Enrofloksasin, Duyarlılık; R: Dirençli, S: Duyarlı, 

Zon çapı (mm)] 
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3.4. PCR Sonuçları 

 

Klasik biyokimyasal testler ve API20 Strep sonuçlarına göre L. garvieae olarak 

identifiye edilen tüm izolatlara teyit amacıyla PCR yapılmıĢtır.  

 

 
 

   ġekil 6. PZR testi sonucu bazı L. garvieae suĢlarının alınan görüntüleri, (M: Markır, 1:K- 

       5, 2: Ard.30, 3: sider17, 4:399, 5:637-5, 6:Ġ.ġaf, 7:Ard.37, 8:Ö.eskit, 9:225-1,  

       10:Muğla, 11:636-16, 12:235-16, 13:M1, 14:M2, 15:M3, 16:M300, 17:A-58,  

       18:671-14, 19:512-8, 20:670-20, 21:ġer-114, 22:G-27, 23:511-15, 24:ITP109,  

       25:2398, 26:B. Baraj, 27:F-14, 28:1073, 29:8782, 30:164 A/03, 31:(-) kontrol,  

       32:ATCC49156 

 

 

Bu iĢlem sonucunda mevcut kırk suĢun L. garvieae olduğu saptanmıĢtır. Ayrıca 

PerĢembe suĢu teyit amacıyla sekansa gönderilmiĢtir. Elde edilen bakteri DNA‟ları jelde 

yürütülerek marker ile ölçülmüĢ ve 857 bp‟lik  ürün boylarının aynı olduğu görülmüĢtür. 

Biyokimyasal yöntemler ve API sonuçlarına göre izole edilen L. garvieae bakterileri PCR 

yöntemi ile de doğrulanmıĢtır. 
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3.5. ERIC-PZR Sonuçları 

 

Lactococcus garvieae izolatlarının genotiplendirilmesi amacıyla enterobacterial 

repetitive intergenic consensus (ERIC-PZR) epidemiyolojik olarak Türkiye ve dünyada 

daha önce çalıĢılmamıĢtır. Bu çalıĢmada 5 farklı ülkeden ve farklı kaynaklardan 2001-2011 

yılları arasında izole edilen toplam 39 adet L. garvieae izolatı ile 1 adet L. lactis izolatının 

genetik benzerlikleri  karakterize edilmiĢtir. Bunun sonucunda L. garvieae’ nin yayılımı ve 

bu olayın mekanizması hakkında daha derin bilgi edinilmiĢtir. ERIC-PZR için spesifik 

primer kullanılarak yapılan PCR amplifikasyonun‟dan sonra PCR ürünü agaroz jel 

elektroforezine tabi tutulmuĢ ve sonra etidyum bromür ile boyanan jelde oluĢan DNA 

bantların yeri ve sayısı kıyaslanarak çeĢitlilik elde edilmiĢtir (ġekil 6). Çoğaltılan bantların 

yoğunluğuna bağlı olarak oluĢan bir yada daha fazla bant farkı, farklı eric tiplerini ortaya 

koymaktadır. ERIC-PZR metoduna göre L. garvieae suĢları 88 bp ile 3826 bp arasında 2 

ile 15 adet farklı ürünler vermiĢtir.  

 

 
 

ġekil 7.1. L. garvieae suĢlarının ERIC-PZR modeli. M: markır (100bp), 1: A30, 2: A.A37, 

3: B. Baraj, 4:235-16, 5:511-15, 6:671-14, 7:399-18, 8: Sider-17, 9: 673-5, 10: 

216-6, 11: Ġy. ġaf, 12. 512-8, 13:225-1, 14: 235-16,15: F-14, 16: L. lactis, 17: 

Muğla, 18: 636-16, 19.ġer-114.   
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ġekil 7.2. L. garvieae suĢlarının ERIC-PZR modeli. M: markır, 20: PP60, 21:M3, 22: M2, 

23: M300, 24: 498, 25: 532, 26: A-58, 27: G-27, 28: 164A-03, 29: FTPI,30: 

ITP109, 31: 8740-03, 32: 2398Fr, 33: l-1684, 34: 107303/c, 35: 8053C/02, 36: 

ATCC, 38: M1, 39: A.AĢağı. 

 

 

Kırk adet suĢun genomik DNA‟larının ERIC-PZR ile çoğaltılmaları sonucu 40 farklı 

ERIC alt tipi oluĢmuĢtur. ERIC-PZR 39 adet L. garvieae suĢunu 8 temel kümede  (E1-E8) 

guruplandırılmıĢtır. 

Farklı alanlardan izole edilen 40 adet Lactococcus izolatı için ERIC-PZR 

ürününlerinin elektroforetik profilleri belirlendi. Tüm L. garvieae ve L. lactis izolatların 

görüntüsü software yardımıyla farklı kümeler içerisinde farklı benzerlik oranlarında 

gruplandırılmıĢtır (ġekil 7).  

Bu sonuçlara göre izolatlar arası benzerlik oranları çok yüksek değildir (≤ %80). E1 

kümesi 4 Ġtalya suĢunun üçünü (%75), 4 Muğla suĢunun ikisini (%50), 1 Fransa ve 1 de 

Karadeniz suĢu içermektedir. Ġtalya‟dan izole edilen ve ikisi gökkuĢağı alabalığından 

biride peynirden elde edilen suĢlar yakın özellik göstermektedir. E2 kümesini ise bir diğer 

Ġtalya suĢu olan ve inek sütünden izole edilen G- 27 suĢu tarafından oluĢturulmaktadır. Bu 

suĢun diğer Ġtalya suĢları ile bağlantısı zayıftır (% 45). E3 kümesi ise Karadeniz‟den izole 

edilen suĢların %30‟u (5/16), 1 Muğla ve birde Ġspanya izolatından oluĢmaktadır. Bu 

grupta yer alan ve dar bir alandan izole edilen iy-Ģaf, 512-8 ve 225-1 ĢuĢları birbirleri ile 

benzer özellik göstermektedir. E4 kümesini 1 Muğla suĢu ile 1 Karadeniz suĢu teĢkil 

etmektedir. E5 kümesi ise Ġzmir‟den izole edilen 1 suĢ ile Karadeniz‟den yakın çevreden 

izole edilen altı suĢtan oluĢmaktadır. E6 kümesini tüm Ġspanya suĢlarının %89‟u (8/9), 

Japonya‟dan izole edilen referans suĢ ATCC 49156 ve bir Karadeniz suĢu oluĢturmaktadır. 
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E7 kümesini birbirine yakın alanlardan izole edilen iki Karadeniz suĢu oluĢturmaktadır. Bu 

iki suĢ diğer kümelere dahil edilen Karadeniz suĢlarının bazılarıyla benzerlik 

göstermektedir. E8 kümesi ise Lactococcus lactis izolatıdır. Türkiye‟den izole edilen bu 

suĢ hiçbir L. garvieae izolatı ile yakınlık göstermemektedir. 
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       ġekil 8. Lactococcus izolatların dendogramı                   

                     

 



 

 

4. TARTIġMA 

 

4.1. Biyokimyasal Test Sonuçları 

 

Lactococcosis bir çok ülkede yüksek mortalite düzeyi ile seyretmiĢtir (Austin ve 

Austin, 1999). Bu nedenle Avrupa‟nın birçok ülkesinden birçok araĢtırmacı bu hastalığın 

epidemiyoloji ile ilgili çok sayıda araĢtırmalar yapmıĢlardır. Ülkemizde yurt içi ve yurt 

dıĢından balıklardan izole edilen L. garvieae izolatları arasında epidemiyolojik iliĢki 

bakımından yeterince araĢtırma yapılmamıĢtır. Bu nedenle hastalığın kaynağının ne 

olduğu, nereden ve nasıl yayıldığı ayrıca yakın zamanda balık yetiĢtiriciliğini bu alanda ne 

gibi tehlikelerin beklediği konusu muğlaktır. 

Vela vd., (2000) L. garvieae‟nin değiĢik ülkelerdeki değiĢik türlerden izole edilmiĢ 

13 biyotipinden söz ederken, Eldar vd., (1999) 3 biyotipi olduğunu rapor etmiĢtir. 

Elimizdeki referans suĢ biyotip 1 olarak bilinmektedir (Eldar vd., 1999). Bu araĢtırmada 

tüm suĢlar gram pozitif 2-8 arası kısa zincirler halinde oval koktan oluĢan, kanlı agarda α 

hemolitik bakteriler olarak belirlenmiĢtir.  

Uygulanan 21 klasik testten (gram boyama, oksidaz, katalaz, 

oksidasyon/fermentasyon, hareket, sitrat, jelatin hidrolizi, hidrojen sülfür üretimi, indol 

üretimi, metil ret, Voges Proskar, glikoz, sakkaroz, laktoz ve niĢasta  asidifikasyonu, 

arjinin dihidrolaz, hemoliz, %4‟lük NaCl de üreme) gibi testlerde suĢlar arasında 

homojenite görülmüĢtür. Bu sonuçlar Kubilay vd. (2005), Çağırgan (2004) ve Eldar 

(1999)‟un yaptıkları araĢtırmalar ile benzerlik göstermektedir. Bunların dıĢında 4°C‟de 

üreyebilme özelliği sadece biyotip 1 olarak bilinen referans suĢ (ATCC 49156) da negatif 

iken diğer bütün suĢlarda pozitif sonuç vermiĢtir. 45°C‟de üreme özelliklerine bakıldığında 

Türkiye‟den izole edilen suĢlar ile referans suĢ benzer özellik gösterirken (+), dört adet 

(%10) Ġspanya ve Fransa izolatları (-) özellik göstermiĢlerdir. %4 lük NaCl de tüm izolatlar 

ürerken %6,5‟luk NaCl de referans suĢ ile birlikte Ġspanya ve Fransa‟dan izole edilen 

toplam 9 adet izolat (%22,5) zayıf yada hiç ürememiĢlerdir. Bu üreme özellikleri ile 

Ġspanya‟dan elde edilen izolatlar yerli izolatlardan ayrılmaktadır. Murray, (1990) test ettiği 

Lactococcus‟ların %56 sının %6,5 luk NaCl de üreyebildiği ayrıca bunlarında %25 inin 

45°C‟de üreyebildiğini belirtmiĢtir. 
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Bu iki özellik ayrıca Lactococcus‟ları diğer 5 farklı gram (+) kok türlerinden ayıran 

özelliklerdir (Eldar vd., 1999). Üreme özelliklerine bakıldığında Türkiye‟den izole edilen 

suĢlarla biyotip 1 olarak kabul edilen referans suĢun farklı olduğunu söyleyebiliriz. 

Laktozdan asit üretimi klasik olarak gerçekleĢtirilen biyokimyasal test sonuçlarına göre 

tüm suĢlarda (+) iken API 20 Strep test sonuçlarına göre sadece dokuz adet izolat (%22) 

aynı sonucu vermiĢtir.  

Ġzolatların hemen hepsi riboz, glikoz, sakkaroz ve trehaloz gibi karbonhidratlardan 

asit üretebilirken, az sayıda izolat (%14) mannitolden ve eskulinden (%30) üretememiĢtir 

(yerli izolatlar). Ġtalya, Fransa ve bazı yerli izolatlar biyotip 1 referans suĢu ile 

karbonhidratların asidifikasyonunda benzer özellik göstermiĢlerdir. Tüm suĢlar LAP 

(Lösin aminopeptidaz) ve klasik olarak gerçekleĢtirdiğimiz PYR (PYRrolidonyl 

Arylamidaz) pozitiftir. Eldar vd. (1999)‟a göre, HIP ( hippurik asit hidrolizi) ve ß GAL (ß 

galaktosidaz) çalıĢtıkları tüm suĢlar negatif iken, bu çalıĢmadaki test sonuçları sırası ile 

%48 ve %88 oranında aynı çıkmıĢtır. α GAL (α galaktosidaz) ve ß GUR (ß glukuronidaz) 

sonuçlar eĢdeğer (-) çıkmıĢtır. Sadece Lactococcus lactis olarak bildiğimiz suĢ α GAL (+) 

sonuç vermiĢtir. Ayrıca L. garvieae’yi L. lactis’den ayırdığı bilinen ve hem API hemde kit 

yardımı ile klasik olarak gerçekleĢtirdiğimiz PYR testi aynı sonucu vermiĢtir. Tüm 

izolatlar inulin, raffinoz, amidon ve glikojen asidifikasyonu bakımından negatiftir. Bu 

sonuçlar Kubilay vd., (2005); Çağırgan, (2004); Eldar vd., (1999) nın yaptıkları 

araĢtırmalar ile aynı sonucu göstermektedir. 

Klasik olarak gerçekleĢtirdiğimiz testlerde suĢlar arasında görülen tam 

homojeniteden API 20 Strep‟de söz edilememektedir. Genel olarak bakıldığında biyotip 1 

olan ATCC 49156 Japonya suĢunun API20Strep‟e göre Türkiye‟den elde edilen izolatlar 

ile birkaç istisna dıĢında ortak özellik gösterdiği, buna karĢın Ġtalya, Ġspanya ve Fransa 

menĢeli balık ve diğer hayvanlardan izole edilen izolatlar ile fazlaca farklı biyokimyasal 

özelliklere sahip olduğu görülmüĢtür. 

Bakteri izolatları ile gerçekleĢtirilen fenotipik denemeler yalnız baĢına bakterinin 

karakteristik özelliklerini oransal olarak ifade eder. Ġzolatlar arası genetik çeĢitliliğin 

belirlenmesi için fizyolojik denemeler tek baĢlarına yeterli olmayıp genetik çalıĢmalarla 

mutlaka desteklenmelidir (Eldar vd., 1999). 
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4.2. ERIC-PZR Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

 

Tarih boyunca türlerin genetik yakınlıklarının araĢtırılması amacı ile pek çok metod 

denenmiĢtir. Bunlardan PZR bazlı olanları geniĢ yayılım göstermiĢtir. PZR reaksiyonları 

diğerlerine oranla kolay, güvenilirlikleri yüksek ve nispeten ucuzdur (Duan vd., 2009). 

Mikroorganizmaların ayrımının yapılmasında Pulse Field Gel Elektroforesis (PFGE) son 

yıllarda en güvenilir metot olarak bilinmesine rağmen RFLP en sık kullanılan metodlardan 

biridir. Ne var ki her iki teknikte geniĢ kalitede DNA, pahalı ekipmanlar, fazla zaman ve 

uğraĢ gerektirmektedir (Silveria vd., 2002). ERIC-PZR son yıllarda elde edilen sonuçlara 

bakıldığında rastgele çoğaltılmıĢ DNA polimorfizmi (RAPD-PZR) ve restriksiyon parçacık 

uzunluğu polimorfizmi (RFLP) gibi moleküler karakterizasyon tekniklerinin yerini almıĢtır 

(Silveria vd., 2002). ERIC-PCR bir RAPD-PZR  olarakta düĢünülebilir (Versalovic vd., 

1991). GeçmiĢ yıllarda RAPD-PZR ve RFLP gibi teknikler kullanılarak aynı bakterinin 

farklı suĢları arasında yapılan genotiplendirmeler daha sonra ERIC-PZR ile test edildiğinde 

sonuçların daha ayırt edici ve genetik farklılık düzeyinin daha düĢük olduğu görülmüĢtür 

(Maurer vd., 1998). ERIC-PZR metodu ile daha az zaman ve masrafla doğru sonuçlara 

ulaĢılabilmektedir. Matsumoto vd, (2001) ERIC-PZR metodunun gram (-) bakteriler ile 

çalıĢıldığında çok kullanıĢlı olduğunu ve PFGE ile denk ayırd edici güce sahip olduğunu 

fakat gram (+) bakterilerde daha düĢük duyarlılıkta olabileceğini belirtmiĢtir. 

Bu çalıĢmada L. garvieae izolatlarının genotiplendirilmesi amacıyla ERIC-PZR 

metodu optimize edilerek kullanılmıĢtır. BeĢ farklı ülkeden ve farklı kaynaklardan izole 

edilen 40 adet patojenik Lactococcus izolatı analiz edilmiĢtir. Bu çalıĢmada benzerlik oranı 

düĢük bulunan L. garvieae suĢları 8 kümede toplanmıĢtır. Bu da suĢlar arasında önemli 

taksanomik heterojenitenin olduğunu göstermektedir (Ģekil 7). Ġzolatlar arası benzerlik 

oranlarının düĢük olması bu izolatların çoğunun birbirine uzak alanlardan elde edilmesi ve 

bakteri suĢlarının mutasyon ve benzeri bazı olaylar sonucu genetik yapılarında değiĢiklik 

olabileceğini akla getirebilir. Bu tarz genetik kökenli olaylar antibiyotik kullanımını 

sınırlandırarak bakteri ile mücadeleyi güçleĢtirmekte, dolayısı ile etkenin yayılmasına 

engel olunamamaktadır. 

Biri hariç tüm Ġspanya izolatları aynı küme içerisinde (E6) gruplandırılmıĢtır. Bu 

kümenin diğerlerinden önemli Ģekilde ayrılması bakterilerin aynı orijinli olmaları Ģeklinde 

yorumlanabilir. Karadeniz Bölgesi‟nden dar bir alandan izole edilen suĢların çoğunluğu 2 

grup (E3, E5) içerisinde yer almıĢtır. Ayrıca Karadeniz izolatlarının yer aldığı gruplarda 
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birer ikiĢer Muğla ve Ġzmir izolatları yer almaktadır. Bu sonuçlar özellikle Karadeniz 

Bölgesinde balık hareketlerinin bilinçsiz yapıldığı bölgede dar alanda balık ve yavru 

alıĢveriĢinin sıklıkla yapıldığı ayrıca yılın belli dönemlerinde Ġzmir, Muğla ve çevresindeki 

büyük çaplı kuluçkahanelerden bölgedeki iĢletmelere yavru balık ve yumurta transferi 

yapıldığı gerçeğini akla getirmektedir. L. garvieae bakterisinin ilk olarak Ege Bölgesi‟nde 

çıktıktan bir süre sonra Karadeniz Bölgesi‟ndeki iĢletmelerde görülmesi bu hastalığın 

yukarıda açıklandığı gibi horizontal olarak bulaĢtığını akla getirmektedir. Mevcut 1 Fransa 

suĢu, Ġtalya suĢları ve 2 adet Muğla suĢlarının aynı küme (E1) içerisinde yer alması benzer 

durum olarak düĢünülebilir. 

Filogenetik ağaç analiz edildiğinde tüm L. garvieae suĢları ile L. lactis arasında 

klasik biyokimyasal testler ve API 20 Strepte görülmeyen  yüksek heterojenite 

görülmektedir. Bu sonuç ERIC-PZR metodunun yüksek ayırt etme gücünü ve 

biyotiplendirmenin mutlaka genetik bir metot ile desteklenmesi gerektiğini ortaya 

koymaktadır. Klasik biyokimyasal test ve API 20 Strep sonuçlarını  ERIC-PZR ile 

karĢılaĢtırdığımızda birkaç istisna hariç sonuçların benzer olduğu görülmektedir. Her iki 

analizde de aynı ülkeden yada yakın lokalisazyonlardan izole edilen suĢlar benzer 

özellikler göstermekte bu gruplar arasına tek tük diğer ülke yada bölge izolatları dahil 

olmaktadır. 

ERIC-PZR tekniği gram (–) ve gram (+) bakterilerin tiplendirilmesinde geniĢ bir 

biçimde kullanılmaktadır (Niemann vd., 1999). ERIC-PZR ülkemizdeki Lactococcosis ve 

diğer bakterilere ait salgınlarının araĢtırılmasında ve kontrol altına alınmasında 

kullanılabilir ve L. garvieae izolatları arasındaki genetik farklılıkların bilinmesi salgınlarda 

aĢılama için suĢların seçimi konusunda yardımcı olabilir. 

 

4.3. Antibiyotik Dirençleri 

 

Balık yetiĢtiriciliğinde bakteriyel hastalıkları kontrol altına alabilmek için iyi 

yönetim, uygun çevre koĢulları ve koruyucu önlemlerin yanı sıra gerektiğinde 

antimikrobiyal bileĢenlerinde kullanılması gereklidir. Akuakültürde ilaçların bilinçsiz 

kullanımı sucul bakterilerde antibakteriyel direnci arttırmaktadır. Bazen ilaç dirençleri 

plazmit kökenli olup diğer jenerasyonlara rahatça nakledilebilir. 2001 yılında hastalığın 

ülkemizde görülmesinin (Diler vd., 2002)  ardından hızla diğer bölgelere yayılması ve 

önemli ekonomik kayıplara yol açması hastalıkla etkin mücadele edilmesini ve 
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kemoterapotiklere baĢvurulmasını Ģart kılmıĢtır. Yapılan bu çalıĢmada etkenin birçok 

antibiyotiğe duyarlı olması hastalığın antibiyotiklerle tedavisinin mümkün olduğunu 

göstermektedir. Ancak geliĢigüzel antibiyotik kullanımına bağlı olarak direnç geliĢimi, 

canlı dokusunda kalıntı oluĢması ve tedavi masraflarının yüksekliği gibi nedenlerden ötürü 

duyarlı antibiyotiğin seçilmesi konusu önem kazanmıĢtır. 

Bu çalıĢmada kullanılan izolatların oksitetrasiklin, amoksisilin, tetrasiklin, 

florfenikol, penisilin, enrofloksasin ve eritromisine karĢı duyarlı oldukları gentamisin ve 

sulfametoksazol+trimetoprim gibi  antibiyotiklere karĢı ise dirençli oldukları saptanmıĢtır. 

Referans olarak kullanılan ATCC 49156 (Japonya) suĢu genel sonuçla benzerlik 

göstermektedir. ÇalıĢılan suĢların tamamına yakınında sulfametoksazol+trimetoprim 

bileĢiğine karĢı hiç zon alanının oluĢmaması ilerde bu bileĢik kullanılarak L. garvieae için 

selektif besi yeri oluĢturma çalıĢmalarında kullanılabilir. 

Austin vd., (1999) eritromisinin 25 mg/kg balık oranında ve 7 gün süre ile 

sarıkuyruklarda  streptococcosis tedavisinde kullanıldığında oksitetrasiklin ve ampisilinden 

daha etkili olduğunu bildirmiĢtir. Oysa bu çalıĢmada oksitetrasiklin ve ampisilin 

eritromisine göre daha etkili bulunmuĢtur. 

Türkiye‟de yapılan baĢka bir çalıĢmada L. garvieae suĢlarının 

amoksisilin+klavulanik asit, enrofloksasin, tetrasiklin, doksasiklin, kloramfenikol, 

eritromisin ve nitrofrantoin gibi antibiyotiklere karĢı duyarlı olduklarını, kanamisin 

penisilin, sefuroksim, siprofloksasin, klindamisin, trimetoprim+sulfametoksazol gibi 

antibiyotiklere karĢı dirençli oldukları bulunmuĢtur (Kubilay vd., 2005). 

Genel bir bilgi olarak eritromisin ve türevi antibiyotiklerin gram (+) bakterilere karĢı 

en etkili bileĢikler olduğu bilinmesine rağmen bu çalıĢmada suĢların %12 sinin direçli 

bulunması bu bileĢiğin bu alanlarda yaygın olarak kullanıldığını akla getirebilir.  

Mazzolini vd., (2003) Kuzey Ġtalya‟da klinik izolatlarından yaptıkları çalıĢmada L. 

garvieae suĢlarının ampisilin, amoksisilin, oksitetrasiklin ve eritromisine karĢı duyarlı 

oksolinik asit, streptomisin, trimethoprim ve sulfadiazine karĢı dirençli olduğunu 

saptamıĢtır. Bu çalıĢmadan elde edilen bulgular da bunu doğrular niteliktedir. 

Bu ilaçların bazılarının in vitro Ģartlarda L. garvieae ye karĢı etkili olmalarına 

rağmen, gerek balıkta ani geliĢen iĢtahsızlık gerekse dirençli suĢların oluĢmasından dolayı 

in vivo Ģartlarda etkisiz oldukları gözlenmiĢtir (Bercovier vd., 1997).  

Ravelo vd., (2001)‟ e göre farklı coğrafik orijinli L. garvieae suĢları ile yapılan 

çalıĢmalarda suĢların tümünün enrofloksasin ve nitrofurantoin duyarlı olduğu, oksolinic 
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asit ve sulfametoksazol-trimetoprime ise direçli olduğu gözlemlenirken eritromisin, 

kloramfenikol, oksitetrasiklin ve ampisiline karĢı ise sonuçların orijine göre değiĢken 

olduğu görülmüĢtür. Bu çalıĢmada da benzer sonuçlara ulaĢılması yani bakterinin aynı 

antibiyotiğe karĢı farklı direnç seviyelerinin belirlenmesi suĢların bölgesel farklılığı olarak 

izah edilebilir. 

ÇalıĢmada her bölgedeki izolatların florfenikole karĢı duyarlı olduğu görülmektedir. 

Buda Avrupa Birliği Ġlaç Düzenleme Konseyi tarafından kullanımı serbest kılınan bu 

antibiyotiğin akuakültürde kullanıma yeni baĢlanmasından kaynaklanmaktadır. Karadeniz 

bölgesinden izole edilen L. garvieae izolatlarının antibiyotik duyarlılıkları konusunda etkin 

çalıĢma  yapılmamıĢtır. Bu çalıĢma son zamanlarda sıkça karĢımıza çıkan Lactococcosis 

enfeksiyonlarında üreticilerin bilinçli antibiyotik kullanımı konusunda uyarılması 

açısından önemli sayılabilir. 

 



 

 

5. SONUÇLAR 

 

Lactococcus garvieae‟nin genotiplendirilmesi amacı ile Ġspanya, Ġtalya, Fransa, 

Japonya ve Türkiye‟nin çeĢitli bölgelerinden toplanan L. garvieae izolatlarının yanı sıra 

beĢ farklı alandan 2009 ve 2010 yaz aylarında örneklemeler yapılmıĢtır. 

Örneklemeler esnasında iĢletmelerin birçoğunun balık sağlığı açısından yeterince 

bilgi sahibi olmadıkları, hastalık yönetimi ve ilaç kullanımı konusunda bilinçsiz 

davrandıkları görülmüĢtür. Bazılarında su kriterlerinin mevsime bağlı değiĢim göstermesi 

ve özellikle de balık hareketlerinin geliĢi güzel yapılması sık rastlanılan aksaklıklar 

arasındadır. ĠĢletmelerin bir kısmı yıllık balık ihtiyaçlarını kuluçkadan porsiyonluk boya 

kadar kendileri karĢılarken, büyük kısım iĢletmeler artan balık ihtiyaçlarını yavru ya da 

yumurta Ģeklinde bölge içinden ya da diğer bölgelerdeki büyük çaplı iĢletmelerden 

karĢılamaktadır. Hatta bazı iĢletmeler bu ihtiyaçlarını yurt dıĢından karĢılayabilmektedir. 

Çoğunlukla kontrolsüz gerçekleĢtirilen bu balık hareketleri balık patojenlerinin 

yayılmasına ve beraberinde birçok problemin de doğmasına neden olmaktadır. 

Zoonoz, oksidaz  katalaz (-) ve gram (+) kok özellikleri taĢıyan L. garvieae bakterisi 

örnekleme yapılan alanların üçünden izole edilmiĢtir. Türkiye‟den ve diğer ülkelerden 

farklı kaynaklardan geçmiĢ yıllarda izole edilen 38 suĢ çalıĢmaya katılarak toplam 41 suĢ 

ile çalıĢma gerçekleĢtirilmiĢtir. Tüm suĢlara teyit amacıyla spesifik primerler kullanılarak 

PZR yapılmıĢtır. L. garvieae oldukları bilinen 41 suĢa klasik biyokimyasal testler ve Api 

20 Strep testi uygulanarak suĢlar arası genetik benzerlikler/ farklılıklar biyokimyasal olarak 

ortaya koyulmuĢtur. Yapılan örnekleme çalıĢmalarında L. garvieae dıĢında toplam 7 farklı 

balık patojeni daha isimlendirilmiĢtir. Bunlar arasında tatlı sularda en sık rastlanılan 

Yersinia ruckeri iken denizlerde Vibrio türleridir. 

Klasik testlerde suĢlar arasında homojenite mevcuttur. API 20 Strep‟de bundan tam 

olarak söz edilememektedir. Genel olarak bakıldığında biyotip 1 olan ATCC 49156 

Japonya suĢu klasik biyokimyasal testler ve API 20 Strep‟e göre Türkiye‟den elde edilen 

izolatlar ile birkaç istisna dıĢında ortak özellik göstermiĢtir. Buna karĢın Ġtalya, Ġspanya ve 

Fransa menĢeli balık ve diğer hayvanlardan izole edilen izolatlar ile fazlaca farklı 

biyokimyasal özelliklere sahip olduğu görülmüĢtür. 

ERIC-PZR metoduna göre benzerlik oranı düĢük bulunan L. garvieae suĢları 8 küme 

içerisinde gruplandırılmıĢtır.  
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API 20 Strep ile ERIC-PZR sonuçları karĢılaĢtırıldığında birkaç istisna hariç 

sonuçların benzer olduğu görülmüĢtür. Her iki analizde de aynı ülkeden yada yakın 

coğrafik alanlardan izole edilen suĢlar benzer özellikler gösterdiği bu gruplar arasına tek 

tük diğer ülke yada bölge izolatlarının dahil olduğu görülmüĢtür. 

Lactococcus garvieae izolatlarının tümüne antimikrobiyal hassasiyetlerini 

belirlemek ve suĢlar arasındaki antibiyotik direnç farklılıklarını tespit etmek amacıyla 

çeĢitli antibiyotikler ile disk difüzyon testi uygulanmıĢtır. Bunun sonucunda antibiyogram 

testi uygulanan suĢların genel olarak; oksitetrasiklin, amoksisilin, tetrasiklin ve florfenikol 

gibi antibiyotiklere karĢı duyarlı oldukları, gentamisin ve sulfametoksazol+trimethoprim 

gibi antibiyotiklere karĢı ise dirençli oldukları saptanmıĢtır. Bunun yanı sıra aynı 

bakterilerin siprofloksasin, penisilin, enrofloksasin, ve eritromisin antibiyotiğine karĢı 

değiĢen derecelerde direnç gösterdiği saptanmıĢtır. 

 



 

 

6. ÖNERĠLER 

 

Ülkemizde su ürünleri yetiĢtiriciliği sektörü hızla geliĢmektedir. Son yıllarda dereler 

üzerine kurulan iĢletmeler ve denizlerde gerçekleĢtirilen kafes balıkçılığının yanı sıra baraj 

gölleri üzerine de kafesler kurulmaya baĢlanmıĢtır. GerçekleĢtirilen bu yoğun yetiĢtiricilik 

faaliyetleri beraberinde birtakım sorunları da getirmiĢtir. Balık hastalıkları, üretimi 

sınırlandıran ve ekonomik anlamda darbe vuran önemli sorunlardan biridir.  

2001 yılında ülkemizde ilk defa Ege Bölgesi‟nde görülen, ardından hızla diğer 

bölgelere yayılan ve son yıllarda Karadeniz Bölgesi‟nde yoğun bir Ģekilde karĢılaĢılan 

Lactococcosis etmeni L. garvieae’nin doğru teĢhis ve tedavi edilmesi ve yayılımının 

bilinmesine yönelik bu çalıĢma önemli sonuçlar ortaya koymaktadır. 

Bu sonuçlar temelinde su ürünleri sektöründeki bilinçli üreticilere, konu ile 

ilgilenecek araĢtırmacılara ve sektörle ilgili yasal düzenlemelere katkı sağlayabilecek 

öneriler Ģöyle sıralanabilir; 

1. Su ürünleri yetiĢtiriciliği yapacak bir iĢletme öncelikle kaynaklarının yeterliliğini ve 

alt yapısını çok iyi gözden geçirmelidir. Üretim ve Pazar iliĢkisini göz önüne alarak tesis 

kapasitesi ve su kaynakları yönünden kendi kendine yeter olmalıdır. 

2. YetiĢtiriciler, üretimdeki en önemli maddi kayıp nedenlerinden biri olan balık 

hastalıkları konusunda bilinçli olmalı, bünyesinde ya da yakınında ki uzmanlar ile iletiĢim 

halinde olmalıdır. 

3. Bu çalıĢmada biyokimyasal ve moleküler metotlar kullanılarak L. garvieae‟nin 

genetik çeĢitliliği ve yayılımı konusunda bilgi verilmiĢtir. Üretim aĢamasında sıklıkla 

karĢılaĢılan diğer balık patojenleri içinde benzer çalıĢmalar yapılmalı ve korunma 

stratejileri belirlenmelidir. 

4. Balık hastalıklarının tedavisinde kullanılan antibiyotiklere karĢı geliĢen direnç ileride 

bakteriyel hastalıkların tedavisinde zorluklar yaĢanacağını göstermektedir. Hastalıklarla 

mücadelede etken isimlendirilmeli, antibiyogram yapılmalı, uygun pozoloji ve uygulama 

Ģekli belirlenmeli ve üreticiler ile paylaĢılmalıdır. 

5. ÇalıĢmadaki bazı antibiyotikler tüm suĢlara tam direnç göstermesinden yola çıkarak 

ileride L. garvieae’nin teĢhisine olanak sağlayacak spesifik besi yeri üretimi 

düĢünülmelidir. 
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6. Alt tipleri belirlenen L. garvieae izolatları ile ileride patojenite çalıĢmaları yapılmalı 

uygun izolat belirlenerek koruyucu aĢı denemeleri yapılmalıdır. 

7. Lactococcus garvieae ve benzeri hastalık etmenlerinin yayılmasında en önemli etken 

olan balık hareketlerinin mümkünse Tarım Bakanlığı ya da üniversiteler kontrolünde 

olmalı. Büyük çapta üretim yapan iĢletmeler sertifikalandırılmalı ve diğer üreticiler 

hastalıktan ari sertifikalı yavru ve yumurta alımı konusunda bilgilendirilmelidir.  

8. Ġhbarı zorunlu hayvan hastalıklarında uygulanan karantina tedbirlerine benzer 

tedbirler mortalitesi yüksek diğer balık hastalıklarında da uygulanmalıdır. 
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