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LACTOCOCCUS GARVIEAE 'NiN FENOTIPIK VE GENETIK CESITLILIGININ
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Lactococcus garvieae’nin izolasyonu amaci ile 2009 ve 2010 yaz aylarinda 5 farkli
isletmeden 6rnekleme yapilmis ve 3 tanesinden bu bakteri izole edilmistir. Bunun yani sira
yurdun degisik ydrelerinden ve Italya, Ispanya, Fransa, Japonya gibi iilkelerden ge¢mis
yillarda degisik kaynaklardan izole edilmis incelenmistir. PZR islemi sonucunda
Lactococcus garvieae oldugu anlasilan tiim suslara biyotiplendirme amaci ile klasik
biyokimyasal testler ve API 20 Strep testi uygulanmistir. Klasik olarak gerceklestirdigimiz
testlerde suglar arasinda tam homojenite goriilirken API 20 Strep de heterojenite
mevcuttur. Genel olarak baktigimizda biyotip 1 olan ATCC 49156 referans susunun API
20 Strep’e gore Tiirkiye’den elde edilen izolatlar ile birkag istisna disinda ortak 6zellik
gdsterdigi, buna karsin italya, ispanya ve Fransa menseli balik ve diger hayvanlardan izole
edilen izolatlardan farkli biyokimyasal ozelliklere sahip oldugu goriilmistir. Yine bu
caligmada L. garvieae izolatlarinin genotiplendirilmesi amaciyla ERIC-PZR metodu
optimize edilerek kullanilmistir. Benzerlik oranlarmi diisiik bulunan L. garvieae suslar1 8
kiimede toplanmistir. Bu da suslar arasinda 6nemli taksanomik heterojenitenin oldugu
belirlenmistir. Klasik biyokimyasal test ve API 20 Strep sonuglarini ERIC-PZR ile
karsilastirildiginda birkag istisna hari¢ sonuglarin benzer oldugu gorilmistiir. Disk
difiizyon yontemi kullanilarak yapilan antibiyogram testine gore; suslarin, oksitetrasiklin,
amoksisilin, tetrasiklin ve florfenikol gibi antibiyotiklere kars1 duyarli olduklari,
gentamisin ve sulfametoksazol+trimethoprim gibi antibiyotiklere kars1 ise direngli

olduklar1 saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: L. garvieae, ERIC-PZR, genotip, antibiyogram, disk difiizyon.
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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 Italy, 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.

VI



SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
Sekil 1. L. garvieae’nin TSA’ daki @Orintlisli............c.oveiriiiiiiiiiiiiiiieiiens 23
Sekil 2. Bazi L. garvieae izolatlarinin farkl tuzluluk ve sicakliklardaki goriintiisii... 24
Sekil 3. L. garvieae izolatlarina ait biyokimyasal testlerin bazilari...........................25
Sekil 4. L. garvieae izolatlar1 ile gergeklestirilen API 20 Strep testi........................ 26
Sekil 5. Bir L. garvieae susuna uygulanan antibiyogram testi...................cceuven ... 29
Sekil 6. PZR testi sonucu bazi L. garvieae suslarinin alinan goériintiileri.................. 31
Sekil 7.1. L. garvieae suslarinin ERIC-PZR modeli.....................ccoooiiiiiii . 32
Sekil 7.2. L. garvieae suslarmin ERIC-PZR modeli....................ooooiiiiie. 33
Sekil 8. L. garvieae izolatlarmin dendogrami...............ccooovviiiiiiiiininiiiininen... 35



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.

Tablo 5.

Tablo 6.
Tablo 7.

Tablo 8.

TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
L. garvieae’nin biyokimyasal, kiiltiirel ve fizyolojik karakterizasyonu ...... .....4
Caligsmas siiresince belirleen bolgelerden alinan baliklar ve sayilari .............14
L. garvieae izolatlari, ait olduklar1 yillar ve bunlarin menseileri ...................15
DNA nin yiikseltgenme islemi i¢in belirlenen PZR karigiminin bilesenleri
VB MIKEATT. ..ttt ettt ettt e e s eeree e siee st et eesteesneesieessneesenesneesinesnnees o o0 1O
Denizde bulunan kafeslerden ve tatli su isletmelerinden izole edilen bakteriler
VE AOKUIATT. ...ttt e 23
Klasik biyokimyasal ve API 20 Strep sonuglart .............cooeoiiiiiins e 26

L.garvieae suslarinin klasik biyokimyasal, Ap1 20 Strep ve kiiltiirel
o721 1 114 (<3 FO PSR 27

L.garvieae izolatlarinin disk diflizyon testine gore antibiyotik
duyarllliKIart ... s 2230



1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Diinyada ilk defa Lactococcus garvieae 1974 yilinda sarikuyruk (Seriola
quingueradiata) baligindan izole edilmis olup (Ksuda vd., 1991), neden oldugu hastalik
Lactococcosis olarak adlandirilmistir (Austin ve Austin, 1999). Tiirkiye’de bu bakterinin
sebep oldugu hastalik ilk defa 2001 yilinda Ege Bolgesi’ndeki gokkusagi alabaligi
isletmesinde ortaya ¢ikmis olup (Diler ve ark., 2002), 2008 yil1 itibariyle bir¢ok bolgeye
yayilmuistir.

Hastaliga neden olan bakterilerin alt-tiplemesi (subtyping) tiir alt1 veya alt tiir
diizeyinde tamimlanmasidir. Alt-tipleme fenotipik ve genotipik tekniklerle yapilmakta
olup, tiirlerin populasyon yapisini, hedef organizmalarla diger organizmalar arasindaki
iliskinin belirlenmesinde, hedef organizmanin evaluvasyona ugradigi basamaklarin
belirlenmesinde ve molekiiler epidemiyolojide kullanilmaktadir.

ERIC-PZR bir 6rnekteki niikleik asidin 6zel bir primer yardimi ile amplifikasyonu
yapilarak kisa zamanda ve yliksek giivenilirlikte gergeklesebilen genotiplendirmede
Kullanilan PZR bazli metottur. Ardindan PZR {iriinii DNA agaroz jel elektroforezine tabi
tutulur ve sonra etidiyum bromiir ile boyanan jelde olusan DNA bantlarin yeri ve sayisi
kiyaslanarak cesitlilik edilir (Yagct, 2004).

ERIC-PCR Enterobakterilerin genotiplendirilmesinde basartyla kullanilmistir. Son
giinlerde bu metot Vibrio parahaemolyticus, Campylobacter, Escherichia coli, Salmonella
enterica ve Aeromonas sp. suslarinin epidemiyolojik arastirmalarinda ve genetik
aragtirmalariin degerlendirilmesinde kullanilmistir (Yingwang vd., 2008).

Lactococcus garvieae enfeksiyonunun isletmelerde meydana getirdigi kayiplarin
Oonemine ragmen, farkli bolgelerden izole edilen farkli L. garvieae suslari arasinda

epizootiyolojik iligki konusunda bilgi yetersizligi vardir.



1.1.1 Etken

Lactococcosis hastaligina sebep olan etken ilk olarak Japonya’da izole edildikten
sonra (Ksuda vd., 1991) 1988’de Ispanya’da gokkusagi alabahig: ciftliklerinde goriildii
(Palacios vd., 1993). Sonraki zamanlarda Lactococcosis birgok iilkede yayildi ve akuatik
organizmalarda &nemli ekonomik kayiplara yol agti. Daha sonra Italya’da, Giiney
Afrika’da ve Avustralya’da gokkusagi alabaliklarindaki yliksek mortalitenin temel nedeni
olarak bulundu (Carson vd., 1993). Lactococcus garvieae daha sonralart Tayvan’daki dev
tath su karidesleri (Macrobrachium rosenbergii), tekir baligi (Mullus murmuletus) ve
gokkusagi alabaliklarinda ki (Onchorhyncus mykis) salginlardan sorumlu tutuldu (Chen
vd., 2001; Chen, 2002; Chang, 2002). Tiirkiye’den ilk defa 2001°de Ege Bolgesi’deki
gokkusagi alabaligr ciftliklerinden izole edildi (Diler vd., 2002). Son giinlerde L. garvieae
gokkusag1 alabaligi ciftliklerinde salginlar seklinde Ingiltere’de (Bark vd., 2001),
Portekiz’de (Pereira vd., 2004), Fransa’da, Balkanlar’da, israil’de (Eyngor vd., 2004), ve
Kore’de (Baeck vd., 2006) deniz tiirlerinde bulunmustur.

Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris ve L. garvieae insan ve
hayvanlarda klinik 6neme sahip en onemli tiirlerdir (Aguirre vd., 1993; Antoli'n vd.,
2004). Lactococcus cinsi Streptococcecea familyasi igerisindedir. Etken Japonya’da
1950’nin sonlarina kadar yine bir gram pozitif bakteri olan Streptecoccus olarak
isimlendirildi. Gelisen tekniklerle beraber Enterococcus, Lactococcuc, Vogacoccus ve
Cornobacterium gibi yeni bakteri genumu igerisinde smiflandirilsa da 1985’ten sonra
Streptococcus’lardan ayrildr (Schleifer vd., 1985 ). Onceleri Enterococcus benzeri olarak
tanimlanan bu patojen; biyokimyasal karakterizasyonu, protein profili, 16S rRNA sekans
analizleri ve DNA hibridizasyon c¢alismalar1 sonucu L. garvieae ile Enterococcus
serolicidae’nin ayni tiirler oldugunu dogrulandi (Domenec vd., 1993; Eldar vd., 1996;
Teixeria vd., 1996).

Lactococcus garvieae nin akuatik tiirler i¢in konak¢i bakimindan limiti yoktur
(Vendrell vd., 2006). Bu etken ayn1 zamanda subklinik meme igi enfeksiyonlu ineklerden
(Devriese vd., 1999), mastitisli su buffalolarindan (Carvalho vd., 1997), kiimes
hayvanlarmin etlerinden (Barakat vd., 2000), ¢ig inek siitiinden (Villani vd., 2001), et
tirtinlerinden (Rantsiou vd., 2005 ) ve kedi ve kopek tonsillerinden (Eldar vd., 1996) de

teshis edilmistir.



Bunlara ilaveten etkenin birka¢ vakada insandan da izole edilmesi potansiyel
zoonoz olabilecegi goriisiinii giiclendirmektedir. Amerika’da insanlardan tiriner kanaldan,
kandan, deriden ve solunum sisteminden izole edilmistir (Elliot vd., 1991).

Lactococcus garvieae, gram pozitif fakiiltatif anaerobik, hareketsiz, sporsuz, oksidaz
ve katalaz negatif, oval kok, cift yada kisa zincirler olusturabilen kanli agarda alfa
hemolitik, uygun besi ortaminda 4 ila 45°C arasinda iireyebilen bir bakteridir. (Ksuda vd.,
1991; Prieta vd., 1993; Eldar vd., 1996).

Hastalik 6zellikle su sicakliginin 16°C iizerine ¢iktig1 yaz aylarinda etkili olmakta ve
bircok balik tiiriinii etkileyerek ¢cok 6nemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Austin ve
Austin, 1999).

Lactococcus garvieae’nin tir i¢i simflandirmasinda bazi karbonhidratlarin
asidifikasyonu temelinde ve bazi enzimlerin varliginda 13 biyotipi oldugu belirlenmistir.
Bunlarin 6’s1 baliklardan izole edilmistir. Ayrica rastgele amplifiye edilmis polimorfik
DNA (RAPD) ve pulse-field gel elektroforesis (PFGE) metodlart epidemiyolojik
caligmalar i¢in kullanilmis ve L. garvieae 'nin Japonya ve Avrupa’da farkli akuatik suslar
karsilastirilmistir (Vela vd., 2000; Ravelo vd., 2000; Ravelo vd., 2003).

Son zamanlarda farkli cografik orijinlerden ve farkli balik tiirlerinden izole edilen 23
L. garvieae susu geleneksel biyokimyasal testler, minitarize sistem ve 2 farkli besi yeri
kullanilarak fenotipik 6zellikleri bakimindan incelenmis ve sonuclar suslar arasinda yiiksek
diizeyde bir homojenitenin varligini gostermistir. Bu sonug¢ epidemiyolojik yetersizlikten
dolayi farkli biyotiplerden s6z edilemeyecegini gostermistir (Ravelo vd., 2001).

Geleneksel biyokimyasal testler ve bakteri biiyiitme testlerinin sonuglarina gore

Lactococcus garvieae ' nin 6zellikleri tablo 1°de ki gibidir (Vendrell vd., 2006).

1.1.2. Morfoloji ve Kiiltiir

Lactococcus garvieae hareketsiz, sporsuz, gram pozitif, tek, ¢ift yada kisa zincirler
olusturabilen kanli agarda alfa (o) hemoliz 6zelligine sahip bir bakteridir. Optimum iireme
18151 37°C de 24 saattir. Ayrica Brain heart infizyon agar (BHIA), Triptik Soy Agar (TSA),
TSB, Triptik Soy Brot (TSB), Bile agar (BA) ve Bile eskulin agar (BEA) gibi
zenginlestirilmis besi yerlerinde iireyebilir (Toranzo vd., 1994). Calismalar géstermistir ki
L .garvieae optimum gelismesini BHIA da pH 7-8 ve 25-30°C de gergeklestirmektedir
(Cheng ve Chen, 1996).



Tablo 1. L. garvieae’nin biyokimyasal, kiiltiirel ve fizyolojik karakterizasyonu

Karakter Reaksiyon Karakter Reaksiyon
Hiicre morfolojisi Oval kok
Gram + Arjinin +
Motilite - Ornitin -
Ureme Lizin -
4°C + Asit Uretimi;
20°C + Giliserol -
37°C + Rafinoz -
45°C + Arabinoz -
pH 9.6 + Sorbitol +
6.5% NaCl + Mannitol +
Hemoliz o Sellobioz +
Katalaz - Galaktoz +
Oksidaz - D-glukoz +
TSI AJA- Maltoz +
Oksidativ/fermentativ Fermentatif Trehaloz +
Nitrat Indirgenmesi - D-mannoz +
Sitrat - inositol -
Ure - Lactoz +
Indol Uretimi - Riboz degisken
Eskulin + Sukroz degisken
VP (Voges Prouskar) + Adonitol -
H2S iiretimi - Gilikojen -
Arjinin dihidrolizi + Melibiyoz -
PYR (Pirolidonil arilamidaz) + Melezitoz -
Alkalin posfataz - Starch -
B3 -Glukuronidaz degisken Tagatoz degisken
Loysin arilamidaz + L-ramnoz -
Sodyum hippurat hidroliz - D-ksiloz -
Salisin +

AJA—: TSI medyum asidifikasyonu ve H,S iiretmez)

1.1.3. Antijenik Karakter

Lam agliitinasyon teknigi yardimi ile L. garvieae nin serolojik karakterizasyonu
olusturulmus ve hiicre duvarindan KG~ ve KG" seklinde iki antijenik tipi oldugu rapor
edilmistir (Kitao, 1983). Bakterinin Japon’ya ve Avrupa kapsiillii suslar1 ile kapsiillii ve

kapsiilsiiz suglar1 arasinda yiizeysel karbonhidrat yapilari arasinda farkliliklar bulunmustur.



(Barnes ve Ellis, 2004). Bu sonuglar L. garvieae’yr Avrupa kapsiillii serotipi, Japonya
kapsiillii serotipi ve her iki bdlgenin kapsiilsiiz serotipi olarak 3 farkli serotipe
ayirmaktadir. Bakterinin patojenitesini belirlemeye yonelik gokkusagi alabaliklarinda
yapilan birka¢ calismada kapsiillii suslarm (KG™) kapsiilsiiz suslara (KG") oranla
patojenitesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Barnes vd., 2002).

1.1.4. Patojenite ve Hastaligin Klinik Semptomlari

Lactococcosis hiperakut ve hemorajik septisemi olarak belirtilmistir (Eldar vd.,
1996). Hastaligin gelisimi ¢evresel faktorlere, su sicakligina, suyun mikrobiyal yiikiine ve
baligin bakim sartlarina bagli olarak degismektedir (Prieta vd., 1993). Hastalikta mortalite
oraninin %50’nin iizerine ¢ikmasi ve baligin biiyiime oraninin diigmesinden dolay1 etken
ciftliklerde onemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Vendrell vd., 2006). Etkenin
inkubasyon periyodu ¢ok kisa ve virulensi ¢ok yiiksektir. Deneysel enfeksiyonlarda
mortalite orani iki giin i¢erisinde %100 e kadar ¢ikabilmektedir (Chen vd., 2001).

Lactococcosis’in semptomlari istahsizlik, uyusukluk, deride kararma ve diizensiz
yiizme seklinde baslar, disaridan bas ve goz ¢evresinde, anal bolgede ve yiizgec
kaidelerinde kanama, cift yada tek tarafli ekzoptalmus ile kendini gosterir. Ayrica
abdomende sislik ve aniiste prolapsus gozlenir (Eldar vd., 1999; Prieta vd., 1993; Muzquiz
vd., 1999; Vendrell vd., 2004). Enfeksiyondan dolayr damar endotelinde olusan lezyonlar
i¢ organlarin yiizeyinde kanamalara sebep olur. Nekropside periton {izerinde genellikle
asidik karakterde siv1 birikir, bu sivi bazen irinli yada kanli da olabilir. Etkilenen baliktaki
makroskopik lezyonlar bir sistemik akut hastaliktaki gibi tipiktir ve ylizme kesesi,
karaciger, beyin, bobrek, barsak, kalp ve periton gibi dokularda degisen diizeyde
kanamalar mevcuttur (Prieta vd., 1993; Aizpurua vd., 1999; Austin vd., 1999; Aizpurua
vd., 2000; Afonso vd., 2003; Pereira vd., 2004).

Histopatolojik olarak okiiler alanda iltihapli hiicre birikimi gozlenir. Ayrica gozlerin
on ve arka boliimlerinde irinli alanlar ve g6z ici kas ve yag dokusunun kanamali iltihabi
gozlenebilir (Eldar vd., 1999; Chang vd., 2002). Etkilenen balikta genelde meningitis
mevcuttur ve beyinde beyin zarlarina ait lezyonlar ve lezyonlu alanlarda eksudat birikimi
gozlenebilir (Eldar vd., 1999; Chang vd., 2002). Kalp, bobrekler ve peritonda da da
lezyonlar diger organlarda ki gibidir ve bol fibroblast makrofaj ve lenfosit infiltrasyonu

goriilebilir (Eldar vd., 1999; Chang vd., 2002).



1.1.5. Epidemiyoloji

Son zamanlarda L. garvieae’nin gokkusagr alabaligi, sar1 kuyruk, tilapya
(Oreochromis sp.), Japon yilan baligi (Anguilla japonica), pisi (Paralichthys olivaceous),
kefal, kedi baligi, wild wrasse (Coris aygula), siyah kayabaligi (Sebastes schlegeli),
kralbalig1 (Seriola lalandi) ve dev tatli su karidesi gibi tiirlerden hastaliga neden olan etken
olarak izole edilmistir (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). Gokkusagr alabaliklari diger baliklara oranla en duyarli ve mortalitenin en yiiksek
oldugu balik tiiriidiir (Ghittino vd., 1998).

Lactococcus garvieae ile yapilan patojenite galismalarinda geng baliklarda (50 Q)
erigkin baliklara (100 g) oranla akut formun daha uzun siire devam edip mortalitenin daha
yiksek oldugu rapor edilmesine ragmen (Muzquiz vd., 1999), son yillarda gokkusagi
alabalig ¢iftliklerinde ki dogal enfeksiyonlarda etken 5°g lik baliktan 1 kg. ve daha biiyiik
baliklar etkiledigi goriilmistiir (Diler vd., 2002; Pereira vd., 2004).

Su sicakligi hastalifin ortaya c¢ikmasinda ¢ok Onemlidir, ¢ogu akut salginlar su
sicakliklarinin 14-15 °C’ yi astigi durumlarda goriilmektedir (Prieta vd., 1993; Ghittino
vd., 1998). Kotii akuatik ¢evre, bakim sartlar1 ve yetersiz oksijen etkenin yayilmasini ve
virulansini artirmaktadir (Fukuda vd., 1997).

Bakterinin bir isletmeye girisi ve hastaligi meydana getirmesi farkli metotlarla ve
farkli kaynaklarla gergeklesmektedir (Vendrell vd., 2006). Cok sayida baligin giftlige
transferi en sik goriilen enfeksiyon kaynagidir. Asemptomatik tasiyicilar bakteriyi digki
yolu ile havuza yayarlar ve boylece saglikli baliklar enfekte edilmis olur. Ayrica hastaligi
gecirmis baliklar da belirli periyotlarda etkeni yayabilirler (Ghittino vd., 1998). Ciftliklerde
ki asemptomatik baliklarin varligit PCR metodu ile belirlenmis ve gevre durumu bakteri
lehine optimum olunca hastaligin ortaya ciktigi saptanmistir (Cheng vd., 2002). Etken
ciftliklerde havuz suyundan, camurdan sedimentten ve akuatik ekipmanlardan da izole
edilmistir (Kusuda vd., 1991; Kitao vd., 1979). Hastalikta bulasma temelde horizontal
yolla olmaktadir. Ozellikle ayni ortami paylasan baliklar arasinda yarali baliklarin birbirine
temasi yada fekal-oral yol ile bulagsma olmaktadir (Afonso vd., 2003). Ayrica enfekte balik
yada diger gidalarin yem olarak kullanilmasi ile de etken isletmelere bulasabilir (Yasunaga
vd., 1982).



1.1.6. Teshis

Hasta baliklarda goriilen lezyonlar ve karakteristik semptomlar benzer hastalikta da
goriilebildigi i¢in kesin teshis igin bakteriyel etkenin laboratuar metotlar: ile tanimlanmasi
gerekmektedir (Vendrell vd., 2006 ).

Hastaligin goriildigii yerden oOlii yada hasta goriiniimlii baliklar laboratuara
alindiktan sonra, en uygun organlar bobrek ve beyin olmasina ragmen dalak, karaciger,
bagirsak, gozler ve kandan da etken izole edilebilir (Ghittino vd., 1998). Lactococcus
garvieae'yi izole etmek i¢cin BHIA, TSA, BA yada Nutrient agar (NA) gibi besi yerleri
kullanilmaktadir (Kusuda vd., 1991; Austin vd., 1999). 37°C’lik sicaklik ve 24 saat L.
garvieae’ nin gelismesi i¢in optimum sartlar oldugu gibi baliklarda hastalik yapan diger
birgok bakterinin {iremesi engellenecegi igin teshiste onemlidir (Prieta vd., 1993). Etkenin
biyokimyasal karakterini ortaya ¢ikarmak amaciyla klasik biyokimyasal metotlar
kullanilabilir. Yine bu amagla kullanilan API-20 strep ve APIl-rapid ID32 gibi minitarize
sistemler ayn1 zamanda bakterinin fenotipik karakterini ortaya ¢ikarmaktadir (Ravelo vd.,
2001). Lactococcus garvieae, L. lactis subs. lactis ile siklikla karigtirilabilirse de
Klindamisin testi ve PZR metodu ile bu iki tiir birbirinden ayrilabilmektedir (Elliot vd.,
1991; Zlotkin vd., 1998). Lactococcus garvieae’nin teshisinde serolojik olarak: lam
agliitinasyon testi (Kitao vd., 1982, Eldar vd., 1995) ve florasan antikor teknigi (Kawahara
vd., 1987 ) kullanilmaktadir. Son yillarda gelistirilen PCR protokolii ile dizayn edilen
primer setleri yardimiyla 16S rDNA sekans analizleri yapilarak L. garvieae’ nin spesifik
tiir tayini yapilabilmektedir (Zlotkin vd., 1998; Altinok, 2011). Yine son zamanlarda
baliklarda bulunan birden fazla patojeni es zamanli olarak tespit i¢in multipleks PCR
metodu gelistirilmistir. Bu teknik hem saf kiiltiirlerden hem de dogal infekte balik
dokusundan L. garvieae nin diginda birden fazla etkeninde ayni anda tespitine olanak
vermektedir (Mata vd., 2004; Altinok, 2011).

1.1.7. Tedavi

Baliklarda Streptococcus cinsi etkenlerden kaynaklanan enfeksiyonlarda tedavi
amagli eskiden beri antibiyotikler kullanilmaktadir. Ancak bu kimyasallarin gelisigiizel

kullanim1 antibiyotiklere olan direnci arttirmistir (Robinson vd., 1966; Katao vd., 1982).



Bu ilaglarin bazilarinin in vitro sartlarda L. garvieae’ye karsi etkili olmalarina ragmen,
gerek balikta ani gelisen istahsizlik gerekse direngli suslarin olusmasindan dolay1 in vivo
sartlarda etkisiz olduklar1 gézlenmistir (Bercovier vd., 1997). Gokkusag alabaliklarinda
ortaya ¢ikan Lactococcosis salginlarinda hastaligi kontrol altina almak i¢in ¢ogunlukla
eritromisin, oksitetrasiklin, amoksisilin ve doksasiklin kullanilmaktadir (Munday vd.,
1994). Farkli cografik orijinli L. garvieae suslar1 ile yapilan ¢aligmalarda suslarin tiimiiniin
enrofloksasin ve nitrofurantoin’e duyarli oldugu, oksolinic asit ve sulfametoksazol-
trimetoprim’e  ise direngli oldugu go6zlemlenirken eritromisin, cloramfenikol,
oksitetrasiklin ve ampisilin’e karsi ise sonuglarin orijine gore degisken oldugu goriilmistiir
(Ravelo vd., 2001).

Son yillarda Tirkiye’de ki salginlarda L. garvieae izolatlarinin eritromisin,
ofloksasin, ampisilin ve kloramfenikole karsi duyarli, penisilin ve klindamisiine kars1 ise
direngli olduklar1 saptanmustir (Diler vd., 2002). Kiiltir ortaminda L. garvieae ile
miicadelede bakteriyofajlar da denenmis fajlarin 0Ozellikle oral yolla alindiklarinda
mortaliteyi diigiirdiikleri saptanmistir (Nakai vd., 1999). Yine son yillarda probiyotiklerin
Lactococcosis ve Streptococcosis enfeksiyonlarini 16kosit sayisinin arttirilmasi ve fagositik

aktivitenin genislemesi sayesinde engelledigi gozlenmistir (Brunt vd., 2005).

1.1.8. Koruma ve Kontrol

Etkenin bir ¢iftlige girisini engellemenin ilk yolu koruyucu onlemlerdir. Baliga elle
miidahalenin minimuma indirilmesi, 6lii yada hasta baliklarin hemen uzaklastirilmasi, stok
yogunlugunun diisiik tutulmasi, alet ve ekipmanda hijyene dikkat edilmesi ve kaliteli yem
kullanim1 alinmasi gereken en 6nemli tedbirlerdir.

Ayrica tanklarin periyodik temizligi alet ve ekipmanin formaldehit, kloramin-T,
hidrojen peroksit potasyum permanganat gibi dezenfektanlar ile dezenfeksiyonu etkenin
yayilmasinin engellenmesi icin faydalidir (De Kinkelin vd., 1991; Romalde vd., 2004).
Ayrica etkenin girigini engellemek amaciyla tesise yumurta ve yavru balik girislerinin
kontrol altina alinmasi ve hastaliktan arindirilmig saglik sertifikali yumurtalarin alinmasi
gereklidir (De Kinkelin vd., 1991; Romalde vd., 2004). Hastalik ¢ikisinin
engellenmesinde fizikokimyasal parametrelerin kontrolii ¢gok onemlidir. Su sicakliginin

15°C nin iizerine ¢ikmasi, amonyum konsantrasyonunun artmasi ve ardindan oksijen



doygunlugunun azalmasi hastaligin ortaya ¢ikmasini ve siddetini arttirmaktadir (Fukuda
vd., 1997; Hurvitz vd., 1997).

Lactococcosisis’t kontrol altina almak i¢in duyarli popiilasyon asilanabilir.
Lactococcosis salginlar1 goriilen yerlerden alinan L. garvieae izolatlari ile inaktive asilar
gelistirilmistir (Eldar vd., 1995; Eldar vd., 1997). Ispanya’da balik ciftliklerinde bu tip
asilarla yapilan denemelerde asilanmig baliklardaki mortalitenin agilanmamis tstelik
eritromisin ile tedavi edilen baliklarda ki mortalite oranina oranla ili¢ kat daha diisiik
oldugu gozlenmistir (Prieta vd., 1993). Son yillarda farkli mineral yaglar ile adjuvantl
asilar gelistirilmig olup bu asilarin asilamadan sonraki koruma siiresi diger asilara gore
daha uzun oldugu saptanmistir ( Vendrell vd., 2004, Ghittino vd., 1999). Yine son
calismalar mineral yag icermeyen adjuvant asilarin asilamadan sonra ki koruma siiresini
arttirdiklart gézlemlenmistir (Ravelo vd., 2005). Giiniimiizde Loctococcosis salginlarinin
onlenmesinde intraperitonal yol ile yag adjuvantli agilamanin en etkili yontem oldugu
diistiniilmektedir (Vendrell vd. 2006).

Asilamanin Lactococcosis ile miicadelede etkin bir yol oldugu diisiiniilse de
astlamanin basaris1 konak¢inin tilirline, uygulama yoluna ve adjuvantin tipine gore
degismektedir. Genel olarak alabaliklarda bu hastaliga karst yapilan asilamanin
etkinliginin diisiik oldugu ve koruma siirelerinin kisith (3-6 ay) oldugu bildirilmistir

(Afonso vd., 2003).

1.2. Bakteriyel Balik Hastaliklarinda Molekiiler ve Epidemiyolojik Yontemler

Son yillarda molekiiler biyolojideki gelismelerle birlikte patojen balik hastalilarinin
tespiti ve etkenlerin epidemiyolojisine yonelik ¢alismalar yaygin olarak yapilmakta ve bu
sayede balik hastaliklarinin dnlenmesi, antibiyotik direncinin azaltilmasi gibi konularda
onemli adimlar atilabilmektedir (Altinok ve Kurt, 2003).

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

ERIC bir 6rnekteki niikleik asidin amplifikasyonu yapilarak kisa zamanda ve yiiksek
giivenilirlikte gerceklesebilen genotiplendirmede kullanilan PCR bazli metottur. PCR

triini DNA’nin agaroz jel elektroforezine tabi tutulmasi ve sonra etidiyum bromiir ile
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boyanan jelde olusan DNA bantlarin yeri ve sayisi kiyaslanarak elde edilen ¢esitliliktir. Bu
metot bakteriyel kromozom ve ekstra kromozomal DNA’nin veya viral genomun (RNA ve
DNA) restriksiyon profillerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Dort temel adimda
gerceklestirilir. DNA nin izolasyonu, tek bir primer ile PCR yapilmasi, amplifike olan
DNA nin jelde elektroforezi ve en son asama ise jeldeki DNA nin goriintiilenmesidir
(Yagci, 2004).

ERIC-PCR Enterobakterilerin genotiplendirilmesinde basariyla kullanilmistir. Son
giinlerde bu metot Vibrio parahaemolyticus, Campylobacter, Escherichia coli, Salmonella
enterica ve Aeromonas sp. suslarinin epidemiyolojik arastirmalarinda ve genetik
aragtirmalariin degerlendirilmesinde kullanilmigtir (Yingwang vd., 2008). ERIC-PCR
metodu Enterobakterilerin rutin epidemiyolojik arastirmalarinda yeterli ayirt edebilme

giiciine sahip, hizli 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 tarafindan tanimlanmigtir
(Schwartz vd., 1994). Bu metot genomik DNA’nin kesici restriksiyon endoniikleaz
enzimleri kullanarak PFGE tarafindan fragmentlerin ayrilmasi ve bant orneklerinin
yorumlanmasi esasina dayanir. Geleneksel jel elektroforesiz 50 kilobaza kadar olan DNA
fragmentlerini  aynistirabilirken PFGE fragmentleri 10 megabaz biytkliigiindeki
fragmentleri ayrigtirabilir (Kaufmann, 1998).

PFGE enfeksiyon etkeni izolatlarin karsilastirilmalarinda kullanilan bir metot olup
bakteri suslarinin tanimlanmasinda nadiren kullanilir. Son yillarda izolatlar arasi benzerlik
yada farkliliklarin tespitinde mevcut en tartigmasiz ayirict metottur (Kaufmann, 1998).
PFGE de temel ozellik bir homojen elektrik alaninin ¢oklu elektrot ve farkli voltajlar
kullanarak iiretilmesidir (Chu vd., 1986 ). DNA nin kalite ve konsantrasyonu, agaroz
konsantrasyonu, voltaj ve pulse zamani, buffer in sertligi ve sicaklik gibi bir ¢cok faktor

DNA nin ayrigsmasini etkilemektedir (Kaufmann, 1998).
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1.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu DNA nin spesifik bir bolgesinin iki primer ve 1s1ya dayanikli
Taqg polimeraz (thermostable DNA polymerase) enzimi yardimi ile laboratuar kosullarinda
en az bir milyon kez ¢ogaltilmasi esasina dayanir. DNA ya bagl bir teshis metodudur ve
bir ¢ok balik patojeninin tespitinde ve epidemiyolojisinde yararlanilir (Altinok ve Kurt,
2003). Cogaltilan bolge 150-3000 baz ¢ifti uzunlugundadir ve PZR {iriinii gel elektroforez
yardimiyla saptanabilir (McPhearson vd., 1991).

1.2.4. Multipleks (Coklu) PZR

Bu metot daha az zaman ve diisiik maliyetle bir ka¢ patojenin ayni anda tespitine
olanak saglayan bir tekniktir (Williams vd., 1999). Klasik PZR ye benzer fakat birden fazla
PZR amplifikasyonu birden fazla primer cifti tarafindan ayni reaksiyon igerisinde
gergeklesir.

Ayn1 reaksiyon igerisinde birden fazla hedefin amplifikasyonu saglanacagi igin;
primerlerin se¢imine dikkat edilmesi, baglanma sicakliklarinin birbirine uygun olmasi,
farkli primer ¢iftlerinin bir arada caligmalar1 i¢in en uygun konsantrasyonlarinin
belirlenmesi gibi konulara 6nem gosterilmelidir (Chamberlain vd., 1988; Chamberlain vd.,
1989; Altinok, 2011).

1.3. Calismanin Amaci ve Pratik Onemi

Ulkemizde su iiriinleri sektorii hizla gelismekte olup, havuzlarda, baraj golleri ve
denizlerdeki ag kafeslerde giderek artan sayida isletme faaliyete ge¢cmektedir.
Yetistiriciligi yapilan tiirler arasinda ¢ok énemli bir yere sahip olan gokkusag: alabaligi ve
deniz levreginde (Dicentrarchus labrax) L. garvieae’nin neden oldugu epizootiler 6nemli
bir yer tutmaktadir. Hastalik ilk defa Ege Bolgesi ve civarindaki isletmelerde goriilmesine
ragmen kisa siirede her bolgeye yayilmis olup alabaliklar arasinda sik goriilen ve %50 nin
tizerinde mortaliteye sebep olan bir hastaliktir.

Amag yurt genelinde her bolgeden, yurt disindan ve saha calismasi ile elde edilen L.

garvieae suslarin1 biyokimyasal olarak ve genotipik analiz yontemlerinden olan ERIC-PZR
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teknigini kullanarak bu bakterinin genetik yapisini ve yayilim paternini (epidemiyolojik
Ozelliklerini) incelemek, L. garvieae suslarimi karakterize etmek ve suslar arasindaki
genetik bag belirlemektir. Ayrica ayn1 yontemle lilkemiz suslari ile yurt disindan temin
edilen sus arasindaki genetik iliskiyi ortaya koymaktir.

Yine bu arastirmada amag referans sus ile birlikte biitiin suslar1 antibiyogram testine

tabi tutmak ve bakterinin antibiyotik duyarliligi belirlemektir.

1.4. Onceki Cahsmalar

Kiiltiir balikgiliginin gelisimi ve yayginlagmasiyla birlikte bulasic1 balik hastaliklari
da artmistir. Bu hastaliklardan kaynaklanan kayiplar1 azaltmak icin patojenlerinin teshisi,
tedavisi ve molekiiler metotlarla tiplendirilmesi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda artmistir.
Bakterilerin teshisinde kullanilan en yaygi yontemlerin basinda biyokimyasal testler
gelmektedir. Klasik biyokimyasal testlerin yaninda API kitleri de kullanilmaktadir. Ancak
ozellikle gram negatif sitokrom oksidaz negatif enterobakteriler i¢in kullanilan API 20E
kiti inkiibasyon sicakligindan kaynaklanan yanlis sonuglar vermektedir.

Tirkiye’de Lactococcus garvieae ile ilk calisma Cagirgan (2004) tarafindan
yapilmistir. Bu ¢alismada alabaliklardan izole edilen 20 adet L. garvieae susunu fenotipik
ozellikleri, serolojik 6zellikleri ve kapsiil olusumu yoniinden incelemistir. Tiim suslar1 API
20 Strep, API 50 CH ve klasik biyokimyasal testlerle identifiye edip suslarin birbirleri ile
ve Ispanya izolati ile biyokimyasal benzerligini ortaya koymustur. Kav vd. (2007), Konya
Bolgesi Gokkusagr Alabaligi ¢iftliklerinde Streptecoccosis etkeni olan L. garvieae’nin
izolasyonu, identifikasyonu ve fenotipik 6zelliklerini belirlemeye calismislardir. API 20
Strep, klasik biyokimyasal yontemler ve polimeraz zincir reaksiyonu metodunu kullanarak
elde ettigi 30 saf kiiltiiriin homojen ve kapsiillii oldugunu ortaya koymuglardir.

Bakteriyel balik hastaliklarina sebep olan etkenlerin biyokimyasal olarak birbirine
cok yakin olmasi1 ve biyokimyasal testlerle suslar arasindaki iligkinin tam olarak ortaya
konamamasindan dolay1 biyokimyasal tekniklerin yerine molekiiler teknikler kullanilmaya
baglamistir. Bu baglamda Mata vd. (2004), baliklarda goriilen Streptecoccus inia,
Streptococcus difficilis, Streptococcus parauberis ve Lactococcus garvieae etkenlerinin
teshisine olanak saglayan molekiiler teknikler gelistirmistir.

Avrupa Gokkusagr Alabaligi endiistrisine onemli zararlar veren L. garvieae’nin

popiilasyon yapisini arastirmak igin farkli kaynaklardan, farkli iilke ve ekosistemlerden
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elde edilen 81 sus, RFLP ve serolojik olarak incelenmis ve enfeksiyonun endemik
durumlarinda bakteriler arasinda genetik iligkinin giicli olmasina ragmen, sporadik
durumlarda bakteriyel ¢esitlilikten soz edilemeyecegi bildirilmistir (Eyngor vd., 2004).
Daha sonraki yillarda da yine Lactococcus garvieae’nin molekiiler tekniklerle teshisine
yonelik calismalar yapmistir (Toranzo vd., 2005). Ayrica Kuzey Italya’da baliklardan ve
stit triinlerinden elde edilen L. garvieae izolatlar1 arasindaki genetik iliski RAPD-PZR,
Sau-PZR ve AFLP metodu ile incelenmis olup, 81 izolat arasindaki genetik iliski diisiik
bulunmustur (Foschino vd., 2008).

Calismaya konu olan Lactococcus garvieae izolatlarmin genetik gesitliliginin
belirlenmesi amaciyla kullanilan ERIC-PZR metodu epidemiyolojik olarak Tiirkiye ve
diinyada daha once ¢alisilmamistir. Mikroorganizmalarin ayriminin yapilmasinda ERIC-
PZR son yillarda pahali ekipmanlara gerek duyulmamasi, fazla zaman ve ugras
gerektirmemesi gibi nedenlerden dolayr PFGE ve RFLP gibi metotlarin yerini almigtir
(Silveria vd., 2002). ERIC-PZR, Enterobacter sakazakii (Ye vd., 2008) ve Haemophilus
parasuis’in (Macedo vd., 2010) kendi suslar1 arasindaki genotiplendirmede ve Escherichia
coli’nin etkili yayilma yollarinin aragtirilmasinda (Duan vd., 2009) kullanilmistir.

Baliklarda Streptococcus cinsi etkenlerden kaynaklanan enfeksiyonlara karsi eskiden
beri antibiyotikler kullanilmaktadir. Ancak bu kimyasallarin gelisiglizel kullanimi
antibiyotiklere olan direnci arttirmistir (Robinson vd., 1966; Katao vd., 1982). Ravelo vd.
(2001), farkli cografik orijinli L. garvieae suslar1 ile antibiyogram testi caligmalari
gerceklestirmistir. Suslarin tiimiinlin enrofloksasin ve nitrofurantoine kars1t duyarli
oldugunu oksolinic asit ve sulfametoksazol-trimetoprime karsi ise direngli oldugu
bildirirken eritromisin, kloramfenikol, oksitetrasiklin ve ampisiline kars1 ise sonuglarin
orijine gore degisken oldugunu bildirmistir. Tiirkiye’de bu konuda ilk ¢calisma Kubilay vd.
(2005) tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada, 9 farkli L. garvieae susunun disk difiizyon
teknigi antimikrobiyal duyarliliklarin1 incelemisler ayn1 zamanda E testi ile eritromisin
antibiyotiginin minimal inhibitor konsantrasyon degerlerini incelemislerdir.

Bakteriyel balik hastaliklarinin teshisine olanak saglayan metotlarin artmasi ile
beraber tedavi alternatifleri de artmaktadir. Su tirlinleri sektdriinde kullanimi 1940’11 yillara
dayanan antibiyotiklere 1985°li yillarda yenileri eklenmis siilfadiazin, oksitetrasiklin,
kloramfenikol, kanamisin, oksalinik asit ve flumeguin gibi antibiyotikler bakteriyel balik

hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir (Austin ve Austin, 2007).



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Ornekleme

Ornekleme takvimi belirlenirken, Lactococcosis salginlarmin goriildiigii mevsim ve
denizlerdeki kafes isletmelerinde su sicakligina bagli olarak baliklarin denizden
derelerdeki isletmelere yada derelerden tekrar denize alinmasi gibi kriterler dikkate
alinmistir. Bu nedenle hem deniz ve gollerde ki kafes isletmelerinden hem de dere {izerinde
bulunan igletmelerden Mayis ile Ekim aylar1 arasinda bes isletmeden ikiser kez 6rnekleme
yapilmigtir.  Ornekleme c¢aligmalari 2009 ve 2010 yaz ve sonbahar aylarinda
gerceklestirilmistir. Ayrica hastalik durumlarinda 6rnekleme kapsaminda olan ve olmayan
cevre isletmelerden gelen balik 6rnekleri de incelenmistir.

Orneklemede, yiizme bozuklugu goriilen, sirt1 kararmig, hasta goriiniimlii yada yeni
Olmiis baliklar alinmistir. Her 6rneklemede ortalama 3,5 ile 300 gram aras1 agirliginda 8 ile
25 arasinda balik incelenmistir. Ornekleme yapilan iller ve buralardan alinan balik tiirleri
ve sayilar1 tablo 2‘de belirtilmistir.

Laboratuara uzak noktalardaki isletmelerden alinan baliklarin islenmesi tesise ait
uygun alanlarda gergeklestirilmis olup yakin noktalardaki érnekler Su Uriinleri Merkez
Aragtirma Enstitiisii Midiirliigiine ait laboratuara seyyar buzdolabi icerisinde getirilmistir.
Ornekleme yapilan isletmelerden ayrica o anki su ve hava sicakligi baliklarin mensei ve
genel durumu gibi bilgiler de alinmistir.

Ayrica 2007-2010 yillar1 arasinda Ege, Akdeniz ve Karadeniz Bolgesi'nde ki ¢esitli
isletmelerden cesitli arastirmacilar tarafindan izole edilen ve yurt disindan Italya, Fransa ve
Japonya’dan toplam 38 adet L. garvieae izolatlar1 da ¢alismaya dahil edilmistir. Tablo 3.,

de bu izolatlar1 kaynagi, izole edildikleri yillar ve orijinleri belirtilmistir.

Tablo 2. Caligma siiresince belirlenen bolgelerden alinan baliklar ve sayilar

Tiir Kayseri Ordu Giimiishane Rize  Trabzon Toplam
Gokkusagi alabalig 40 - 18 15 30 103
Karadeniz alabaligi - - 1 10 9 20
Levrek - 34 - - 20 54

Toplam 40 34 19 25 59 177




Tablo 3. Lactococcus garvieae izolatlari, ait olduklari yillar ve bunlarin menseileri

15

Izolat Kaynak Orijin Yil

1 216-6 Gokkusagi Rize 2007
2 K5.K6,K9,K10/ M.T. Gokkusagi Giimiighane 2009
3 Sider-17 Gokkusagi Rize 2008
4 Ard. 17,22,30/M.T.  Gokkusagi Rize 2007
5 440-9,399-18,629-13 Gokkusagi Artvin 2008
6 673-5 Gokkusagi Giimiishane 2008
7 Iyi. Stk. Gokkusagi Rize 2009
8 Asg. Ard.-37 Gokkusagi Rize 2008
9 O. M. Eskit. Gokkusagt Rize 2008
10 225-1 Pap. Gokkusagi Artvin 2008
11 Mugla Gokkusagi Mugla 2009
12 636-16 Gokkusagi Gilimiighane 2008
13 235-16 gokkusagi [zmir 2009
14 671-14 gokkusagi Gilimtiighane 2008
15 Ard. Asg. gokkusagi Rize 2008
16 512-8 gokkusagi Rize 2008
17 670-20 gokkusagi Glimiishane 2008
18 Ser. 114/deniz gokkusagi Trabzon 2009
19 511-15 gokkusagi Rize 2008
20 B. Baraji Ard. gokkusagi Artvin 2008
21 Ard. F-14 gokkusagi Rize 2009
22 8740/03 gokkusagi Ispanya 2003
23 M 300 keci peyniri  Italya 2001
24 G-27 Si1gir sttt Italya 2003
25 PP60 Gokkusag Italya 2004
26 Mug. 1 Gokkusagi Mugla 2002
27 Mug. 2 Gokkusagi Mugla 2002
28 Mug. 3 Gokkusagi Mugla 2003
29 A-58 Gokkusag Italya 2002
30 ATCC 49156 Sarikuyruk Japonya 1991
31 04/8782 1TP109 Gokkusag Ispanya 2002
32 2398 Gokkusagi Fransa 1998
33 1684 Gokkusagi Ispanya 1997
34 1073/03C Gokkusagi Ispanya -

35 04/8782 FTPI Gokkusagi Ispanya 2001
36 04/8782 (532) Gokkusagi Ispanya 2001
37 04/8782 (498) Gokkusagt Ispanya 2001
38 164 A/03 Gokkusagi Ispanya 2000
39 8053 C/02 Gokkusagl Ispanya 2000
40 L lactis Gokkusagi Akdeniz 2005
41 Persembe Gokkusagi Ordu 2011
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2.2. Orneklerin incelenmesi

Laboratuara getirilen 6rneklerin kontaminasyonu 6nlemek amaciyla dis yiizeyleri %
70 lik alkol ile temizlendi. Daha sonra aniisten baslayarak bas kismina kadar olan bolge
bagirsaklara zarar vermeden Steril bir makasla ensizyon yapilarak i¢ organlar agiga
cikarildi. On bobreklerden ve karacigerden steril swab (Copan Italia S.P.A) yardimiyla
BHIA’a ekimler yapilarak aerobik sartlarda 25-30°C de 24-48 saat inkube edildi.

2.3. Bakterilerin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Iki giiniin ardindan iireme goriilen besi yerlerinde bakterilerin olusturdugu koloniler
renk, sekil ve parlaklik gibi morfolojik 6zellikleri bakimindan incelendi. Farkli koloni
morfolojisi gosteren bakteriler yeniden BHIA ve TSA besi yerlerine ekilerek saflagtirildi.
25°C 24-48 saatlik inkubasyon sonucunda lireyen saf bakterilerin morfolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi amaci ile gram boyama yapildi. izolatlarin hareket dzellikleri lam {izerinde
mikroskopta incelendi. Gram ve hareket gibi temel ozellikler belirlendikten sonra

biyokimyasal testler o yonde sekillendirildi.

2.4. Bakterilerin Biyokimyasal Karakterlerinin Belirlenmesi

Saflagtirdigimiz bakterilerin biyokimyasal karakterlerinin belirlenmesi i¢in oksidaz,
katalaz, oksidasyon/fermentasyon, hareket, sitrat, jelatin, H,S iiretimi, indol, Voges
Proskar (VP), metil red (MR), laktoz, glikoz, sakkaroz, hemoliz, arjinin dehidrolaz (ADH),
PYR, starch, %4 ile %6,5 NaCl’de iireme ve 4°C ile 45°C de iireme gibi klasik testler
yapildi (Cagirgan, 2004). Bu testlerin disinda izole edilen gram (+) bakterilere AP1 20Strep
ve gram (-) lere ise API 20E ve APl 20NE (Biomerieux, France) testlerini uygulanda.

Tiim L. garvieae suslar1 daha sonra PZR ve diger islemlere gegilinceye kadar %15

gliserol igeren TSB (triptik soy brot) igerisinde -80°C’de saklandu.

2.5. Biyokimyasal Testlerin Uygulanmasi

Biyokimyasal testler ve API 20Strep uygulamalar1 6rneklemeleri takiben saf olarak

izole edilen bakterilere ve diger arastiricilardan temin edilen L. garvieae izolatlarinin
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timiine uygulandi. Stoktan (-80°C) ¢ikartilan izolatlar TSA’ya ekildi. 30°C de 24 saat
inkiibe edildikten sonra biyokimyasal testlere gecildi. API 20 Strep testi (Biomerieux,
France) bakterilerin biyokimyasal karakterlerini aragtirmak ic¢in inkubasyon sicaklig1 hari¢
(30°C) ftiretici firma talimatlarina gore yapildi.

Oksidaz testi i¢in (Microbiology Bactident Oxidase-Merck) den yararlanildi. TSA da
tireyen bakterilerden steril 6ze yardimai ile bir miktar alinarak serum fizyolojik ile 1slatilmig
test kagitlarina yayilarak 30 saniye icerisinde kagit yiizeyinde renk degisimine bakildi.
Katalaz testi TSA da tiremis taze koloniden steril 6ze yardimi ile alinan bir 6ze dolusu
bakteri temiz bir lam iizerine damlatilmig bir damla %3’liik hidrojen peroksit iizerine
yayilarak gergeklestirildi.

Voges Proskar ve metil red testleri VP-MR medium (Merck) iiretici talimatlarina
uygun sekilde hazirlanarak yapildi. Oksidasyon ve fermantasyon testleri (OF) Becton
Dickenson BBG O/F basal medyum talimatlarina uygun olarak hazirlanarak yapildi. Jelatin
testi icin Nutrient-Gelatin Test Medium hazirlanarak talimatlara uygun gerceklestirildi.

Sukroz, maltoz ve glukoz testleri TSI (Triple Sugar Iron Agar, Merck) talimatina
uygun olarak hazirlandi ve yapildi. H,S, indol ve motilite testleri SIM medyuma (Siilfir,
Indol, Motilite, Merck) gore hazirlanip yapildi (Biotechnology Procedures and
Experiments Handbook. S.237). Sitrat kulanim testi, Simmon’s Citrate Agar, Merck e gére
hazirlanip yapildu.

Izolatlarin tuz toleranslarini test etmek amaciyla %4 ve %6.5 NaCI igeren TSA
hazirland1 ve 30°C’de 14 giin inkubasyona birakildi. Yine 4°C ve 45°C’de tiremelerini test
etmek amact ile %0,5 NaCl iceren TSA hazirland1 ve 14 giin siireyle sozii edilen
sicakliklarda inkubasyona birakildi (Cagirgan, 2004). Negatif yada belirsiz sonug¢ veren
izolatlar i¢in bu islemler 2 kez tekrarlandi.

Izolatlarin hemoliz &zelliklerini aragtirmak amaciyla piyasada ki hazir koyun kanl
agarlar (Or-Bak, Tiirkiye) kullanildi. PYR aktivite testi Lactococcus’larin kendi aralarinda
tiir tayini agisindan Onemli bir test olup hazir test kitleri ile (Oxoid Biochemical
Identification System) iiretici firma talimatlarina uygun sekilde yapildi.

Starch hidroliz testi igin starch agar kullanildi (Anonim, Biotechnology Procedures
and Experiments Handbook. S. 234).
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2.6. Antibiyogram Testi

Elde edilen L. garvieae izolatlarinin tiimiine antimikrobiyal hassasiyetlerini
belirlemek ve suslar arasindaki antibiyotik diren¢ farkliliklarini tespit etmek amaciyla
cesitli antibiyotikler ile disk difiizyon testi uygulandi. Bu amagla 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 (ug/ disk) kullanildi. Segilen antibiyotiklerin arasinda hem bakterisit hem
de bakteriostatik bilesiklerin bulunmasina dikkat edilmistir.

Bu amagla izolatlar -80°C’de stok kiiltiir ortamindan ¢ikartilip oda sicakliginda
bekletildikten sonra steril 6ze yardimiyla TSA agara ekildi. 30°C’de 24-48 saat tiretildikten
sonra igerisinde birer ml serum fizyolojik suyu bulunan ependorflarda bakteri bulaniklig
ayni Olacak sekilde bakteri siispansiyonu hazirlandi (Kubilay vd., 2005). Bu bakteri
siispansiyonlarindan 0.1 ml alinarak Miiller Hinton Agar {izerine steril ekiivyon yardimiyla
iyice yayildi ve steril kabin icerisinde 5 dakika beklenerek petrilerin kurumasi saglandi.
Daha sonra agar yiizeyine ¢esitli konsantrasyonlarda antibiyotik emdirilmis diskler steril
pens yardimi ile esit mesafede yerlestirilerek 30°C’de 48 saat inkubasyona birakildi.
Inkubasyon sonunda olusan zon ¢aplar1 hassas cetvel ile dlgiildii. Test sonuclari suslar icin
hassas (S) ve direngli (R) seklinde kaydedildi. Hassas kabul edilen sinir degerleri ortalama
oksitetrasiklin i¢in 13 mm, gentamisin i¢in 14 mm, amoksisilin i¢in 15 mm, florfenikol ve
trimethoprim-+sulfametoksazol i¢in 16 mm, eritromisin i¢in 18 mm, enrofloksasin,
tetracycline ve penisilin G igin 20 mm, ve siprofloksasin i¢in 22 mm olarak kabul edildi
(NCCLS, 2002).

2.7. PCR i¢in DNA Izolasyonu

Mevcut tiim izolatlara teyit amaciyla PCR yapildi. Orneklerin toplam genomik
DNA’s1, QIAamp DNA Mini Kit, (QIAGEN) hazir ticari kiti ile (gram + bakteriden DNA
izolasyonu) ekstrakt edildi. Ekstraksiyon agsamalarinda iiretici firma talimatlarina aynen

uyulmustur. Elde edilen DNA’lar PCR islemine gegilinceye kadar -20°C de saklandi.
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2.8. PCR Sartlari ve Goriintiileme

Calismada daha onceden L. garvieae igin dizayn edilen primerler kullanildi. Bu
amacla 857 bp’lik LgF: 5’-CCA ACT TCC GTG GTG TGA CG-3’; LgR 5’-AGT GGC
TCA ACC ATT GTG TGC-3’ seklinde spesifik primerler kullanild1 (Altinok, 2011). PCR
isleminde pozitif kontrol olarak (ATCC 49156) bakterisi kullanildi. Ayrica 6rnek DNA s1
igcermeyen negatif kontrolde kullanildi.

DNA’nin yiikseltgenme islemi her bir 6rnek DNA’s1 ile birlikte toplam 25 ul’lik PZR
hacminde yiiriitiildii. Bu karisim igerisinde sirastyla; DNA, ileri ve geri yonlii primerler,
PZR Master karisim, 2X (PROMEGA) ve dH,0 bulunmaktadir. Hazirlanan karisim 0,5
ml’lik PZR tiiplerine dagitildi (Tablo 4).

Tablo 4. DNA nin yiikseltgenme islemi i¢in belirlenen PZR karisiminin bilesenleri ve

miktarlari
PZR Bilesenleri Miktar
2X Master Mix (50U/ ml Taq DNA polymerase, 400ul 12,5ul
dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 3Mm MgCI2)
Ileri Primer 0,5ul
Geri Primer 0,5ul
DNA 1ul
Nuclease free water 10,5ul
Toplam 25ul

Orneklerin 16S rRNA spesifik gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi Thermal Cycler
(Thermo hybaid) yardimiyla yapildi. Ilk adimda 94°C’de 3 dakika’lik bir denaturasyon
islemi yapilarak dongiilere gegildi. Dongili igerisinde tekrar 94°C’de 1 dakikalik
denaturasyon, 60°C’de 50 saniye annealing (yapisma), ve 72°C’de 60 saniye extension
(uzatma) islemi igin uygulandi. 35 dongii sonrasinda 72°C’de 10 dakika son uzama ile
islem tamamlandi (Altinok, 2011). PCR isleminden sonra &rnekler 1x TBE tampon
sisteminde %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiildii. Daha sonra etidium bromiir (1mg/100ul) ile
boyanarak jel goriintiileri jel goriintiileme sistemine (Kodak Gel Logic 200) aktarildiktan

sonra analiz edildi.
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2.9. ERIC-PCR Metodu

Bu amagla yukarida agiklandigi gibi PZR i¢in ekstrakt edilen genomik DNA’lar
kullanildi. Daha o6nceki g¢alismalarda ERICIR ve ERIC2 primerleri kullanilarak yapilan
denemelerde ERIC2 primerinin daha giiclii ayirt edici 6zellige sahip oldugu belirlendi
(Matsumoto vd., 2001). Calismada ERIC2: 5’AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG3'
primeri kullanildi (Versalovic vd., 1991). DNA’nin ¢ogaltilmasi islemi her bir 6rnek
DNA’s1 ile birlikte toplam 50°ul hacminde yapilmistir. PZR karisimi 1 pL 10 pM Primer,
25 pL 2X Quigen multipleks PCR karisimi, 5 uL Q solution, 1 uL. DNA ve 18 ul distile
sudan olusmustur. ERIC-PZR baslangi¢ denaturasyon (95°C’de 15 dakika) takiben 30
siklus denaturasyon (94°C de 1 dakika), yapisma (25°C’de 1.5 dakika) ve DNA uzama
(72°C de 1 dakika, 50 sn ) ve final uzama (72°C’de 10 dakika) seklinde Termocycler
(Termo Electron Corparation, USA) kullanilarak yiiriitiildii. PZR iiriinii %1 agaroz jel de
yiritildikten sonra etidium bromiir (1 mg/100 pl) ile boyandi ve UV altinda jel
goriintiileri jel goriintiileme sistemine aktarildiktan sonra analiz edildi.

Bant desenleri Bionumerics Gelcompar 1l software (Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgium) ile analiz edildi. Farkli izolatlarin bant desenleri arasinda ki benzerlik
Dice similarity coefficient kullanilarak %2,5 tolerans ve %1 optimizasyon kullanilarak
hesaplandi. Sonrasinda kiime analizi kullanilarak [unweighted pair-group method with

arithmetic mean (UPGMA)] dendogram olusturuldu.



3. BULGULAR
3.1. isletmelerin Genel Durumu

2009 ve 2010 yaz aylarinda iki kez Ornekleme yapilan isletmeler baliklarin bir
kismin1 sagim yoluyla kendileri yetistirdikleri bir kisminin da Kayseri, Izmir, Mugla gibi
yorelerden azda olsa cevre igletmelerden aldiklari tespit edilmistir. Yumurta yada yavru
alim1 esnasinda hastalik kontrollerinin profesyonelce yapilmadigi genellikle kulaktan
dolma bilgilerle gerceklestirildigi goriilmiistiir. Yine ornekleme yapilan biiylik caplh
isletmelerin ¢evrelerinde ki kiigiik isletmelere yavru yada porsiyonluk boyda balik temin
ettikleri belirlenmistir.

Akarsular iizerine kurulu isletmelerin yillik iretim kapasiteleri 30 ile 130 ton
arasinda degismektedir. Denizlerdeki isletmelerin kapasiteleri ¢ok daha yiiksektir. Bu
isletmelerin bazilarinda suyun debisi, havuza giren suyun degisim siiresi ve miktari,
havuzlarin yogunlugu, suyun fiziksel ve kimyasal yapisi gibi basit kurallara uyuldugu
bazilarinda ise bu kriterlerin mevsime bagh olarak degisim gosterdigi ve bazen sinir
degerlerin disinda oldugu goriilmiistiir.

Yaz aylarinda gergeklestirilen drnek toplama isleminde hava sicakligi 15°C ile 28°C
arasinda su sicakligi ise buna paralel olarak 8°C ile 19°C arasinda degismektedir. Bazi
isletmelerde cografik konumundan dolayr su sicakligmin 14°C’yi hi¢ ge¢medigi
bazilarinda ise 22°C’yi buldugu goriilmiistiir. Isletmelerdeki suyun pH’s1 6,2 ile 7.4
arasinda degismektedir. Ozellikle ormanlik alanlar arasina kurulan isletmelerdeki suyun
pH s1 diisiik bulunmustur.

Baraj gollerinde ve denizlerde ki kafes isletmelerinde yapilan balik {ireticiliginde
benzer yanlis yaklasimlarla karsilasilmistir. Kafeslerin  kiyidan uzaklhiginin  ve
derinliklerinin nizami olmamasi, farkli isletmelere ait kafeslerin birbirine ¢ok yakin olmast,
bazilarinin sektorle ilgili yetkili eleman (Balik¢ilik Teknolojisi Miihendisi, Su Uriinleri
Miih. vs.) calistirmadigini gézlemlenmistir.

Bazi isletmelerin kis aylarinda su yollarinin donmasi yazin su sicakliklarinin baligin
tolere edebildiginden daha yukarillara ¢ikmasi fazla yagmur yagdiginda suyun
bulaniklagsmas1 ve askidaki katt madde miktarinin artmasi gibi olumsuzluklar yasadiklarini

ve bu olumsuzluklara kars1 bir b planlarinin olmadigi goriilmiistiir.
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Yine bazi isletmelerin hastalik ¢iktiginda bu durumu ticari kaygi sebebi ile
gizlemesi, orijini belirsiz bazi antibiyotikleri gelisi giizel test etmeden kullanmasi, son ¢are
olarak iiniversite yada enstitiilere basvurmasi gibi durumlara sahit olunmustur. Ilaglarm
pozolojilerinin ayarlanmasi, uygulama ve saklanma sekilleri konusunda da yanlislar
yapilmaktadir. Tiim bu olumsuzluklar isletmelerde balik hastaliklarinin ¢ikisin1 ve
yayilmasini kolaylastirmakta ve tedavi edilmesini bir o kadar giiclestirmektedir. Bilingsiz
ilag kullanimi ile beraber direngli suslar gelismekte bu durumda isletmelerde ekonomik

kayba neden olmaktadir.

3.2. Biyokimyasal Test Sonuglari

Orneklerin karaciger ve bobrek dokularindan ilk olarak BHIA yada TSA’ya
ekilmesinden sonra tireme goriilen petrilerdeki farklt morfoloji gosteren koloniler
mikroskop altinda tek tek alinarak saflagtirilmistir. Saf koloniler halinde izole edilen
izolatlara klasik biyokimyasal testler ve duruma gore API 20 Strep, AP120 E yada API120
NE uygulanmistir. Tim bu testler ayrica daha onceki yillarda izole edilen L. garvieae
oldugunu bildigimiz suslara da uygulanmis ve tiim izolatlarin tanimlanmasi yapilmstir.

Ornekleme siiresi boyunca ii¢ isletmeden L. garvieae bakterisi izole edilmis olup
bunun disinda farkli isletmelerden A.salmonicida, A. hydrophila, Y.ruckeri, H. alvei, V.
fluvialis ve diger Vibrio sp. tiirleri izole edilmistir. Bes farkli isletmeden yedisi tiir ve
biride cins bazinda olmak iizere toplam sekiz farkli bakteri izole edilmistir. Lactococcus
garvieae bakterisi 2009 da Rize’de dere isletmesinden, Giimiishane’de baraj goli
isletmesinden ve 2010 yilinda Persembe deniz kafesi isletmesinden olmak iizere toplam ii¢
ayr1 yerden izole edilmistir. Diger bakteriyel patojenler identifikasyon isleminin ardindan
antibiyogram testine tabi tutulmus ve sonuglari igletme sahipleri ile paylagilmistir.

Ornekleme yapilan baliklardan tanimlanan bakteriler ve hangi dokulardan izole
edildikleri Tablo 5’da belirtilmistir.
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Tablo. 5. Denizde bulunan kafeslerden ve tath su isletmelerinden izole edilen bakteriler
ve dokulari

Izole Edilen Doku
Bakteri Ornek  Bsbrek Karaciger Isletme Sayisi
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 izolatindan birisi su sicakliginin 9-10°C’lerde seyrettigi ve
baliklarin saglikli goriindigii bir isletmeden izole edilmistir. Lactococcus garvieae nin
BHIA ve TSA ‘da 25°C de 24-36 saatte toplu igne basi biiyiikliigiinde tek tek parlak

diizgiin kenarli koloniler meydana getirdigi gézlenmistir (sekil 1).

Sekil 1. Lactococcus garvieae’ nin TSA’ daki goriintiisii (tiip ve petri)

Rutin 6rneklemelerin disinda hastalik problemi ile ¢evre tesislerden gelen balik

ornekleri de incelenmistir. Bu amagla yapilan izolasyon c¢alismalar1 sonucunda tath
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sulardan en fazla Yersinia ruckeri izole edilirken denizlerdeki isletmelerden ¢ogunlukla
Vibrio tiirleri izole edilmistir. Bakteri izole edilen baliklarin agiz ¢evresinde, anal, pektoral
ve kaudal yiizgeglerinde ve operkulumda yaygin kanamalar, i¢ organlarda degisen sekil ve
miktarlarda kanamalar, karin boslugunda siv1 birikimi (asides) ve bazilarinda ekzoptalmus
tespit edilirken bazi durumlarda baliklarin hi¢bir semptom gostermedikleri de (latent
enfeksiyon) gozlenmistir. Sekil 2 ve 3’de L. garvieae izolatlarina ait biyokimyasal testlerin

bazilar1 gosterilmektedir.

¢) 4°C de iireme d) 45°C de iireme

Sekil 2. Baz1 L. garvieae izolatlarinin farkl tuzluluk ve sicakliklardaki goriintiisti
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- 99

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

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

Sekil 3. L. garvieae izolatlarina ait biyokimyasal testlerin bazilar
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Sekil 4. L. garvieae izolatlarina ait AP120 Strep testi (24 saat sonra)

Lactococcus garvieae izolatlarina ait klasik biyokimyasal ve APl 20 Strep oranlari

Tablo 6°da verilmistir.

Tablo 6. Klasik biyokimyasal ve API 20Strep sonuglari

Biyokimyasal Testler (Konvensiyonel)

Biyokimyasal Testler (AP120 STREP)

Katalaz
Oksidaz
O/F
Motilite
Sitrat
Jelatin
H,S

Indol

MR

VP

LAC

GLU

SAC

a (alfa) Hemoliz
%4Nacl
%6,5Nacl
45°C iireme
4°C iireme
Starch
ADH

PYR

-(41/41)
-(41/41)
+(41/41)
-(41/41)
-(41/41)
-(41/41)

-(41/41)
-(41/41)
+(41/41)
+(41/41)
+(41/41)
+(41/41)
+(41/41)
+(41/41)
+(41/41)
+(33/41)
+(35/41)
+(40/41)
-(41/41)
+(41/41)
+(41/41)

VP
HIP
ESC
PYRA
o GAL
3 GUR

3 GAL
PAL
LAP
ADH
RIB
ARA
MAN
SOR
LAC
INU
RAF
AMD
GLYD
TRE

+(32/41)
+(21/41)
+(29/41)
+(40/41)
-(40/41)
-(41/41)

- (36/41)
- (41/41)
+(39/41)
+(34/41)
+(37/41)
- (38/41)
+(35/41)
- (41/41)
- (32/41)
- (41/41)
- (41/41)
- (41/41)
- (38/41)
+(37/41)
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Tiim L. garvieae izolatlarinin fenotipik 6zellikleri Tablo 7°de belirtilmistir.

Tablo 7. L.garvieae suslarinin klasik biyokimyasal, Api 20 Strep ve kiiltiirel 6zellikleri.

Test/ S v o< wo~omo I d833 388 533K%
suslar
Oksidaz - - - - - - - - - - - < - - - - < - - -
Katalaz T A T S T S S B T S
O/F F F FFFFTFTFFFFFFFFFFF FF
Motil. S e T T T
Sitrat S T T S T S S S
Jelatin S e T T T
H2S S T T S T S S S
Indol S e T T T
MR + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + + + +
VP + + + + 4+ + 4+ + + + + + 4+ + + + + + 4+ 4+
VP Kls. + + + + + + + + + 4+ + + + 4+ + + + + + 4+
HIP - - - -+ + + 4+ + -+ o+ o+ o+ o+
ESC + + + + + - 4+ + 4+ + 4+ + + + + - + + + -
PYRA + + + + 4+ + 4+ + 4+ + + + 4+ + + + + + + +
A GAL S T T S R T S S S
3 GUR S T T R S T N S S S
3 GAL e T A T T S
PAL S A T S R T S S B T
LAP + + + + + + 4+ + 4+ + + + - + + + + + + o+
ADH + + + + 4+ + 4+ + 4+ + + + 4+ + + + + + + +
RIB + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + + + o+
ARA - - - - - - - -+ - -+ - - - - - - -
MAN + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + + + o+
SOR S A T S R T S S B T
LAC I T S I
TRE + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + + + 0+
INU S T T S T S R T
RAF - = = = = = = = = = = - = - = - = - - -
AMD - = = = = = = = = = = - = - = - = - - -
GLYD S T T S T S R T
HEM 0 o0 0 0O 0 o O O o 0 0 o o o 0 o o o o o
45°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
4°C + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + + + 0+
%6,5Nacl + + + + + + + 4+ 4+ + + + + + + 4+ + + + +
%4 Nacl + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + + + 0+
Starch S T T S T S R T
GLUkls. + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + + + +
SACKIs. + + + + + + + 4+ 4+ + + + + + + + + + + 4+
ADHKIs. + + 4+ + + + + + 4+ + + + + + + + + + + +
LACKIs. + + + + + + + 4+ 4+ + + + + + + + + + + 4+
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Tablo 7’nin devami

1

2

3
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

Suslar/NNN
Test
OX e T T T S
Kat. e T T T T T
O/F FFFFFFFFFFFFFFFFFFFF F
Motil. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Sitrat - - - - - - - - - - - - - - - - - .-
JEL - = = = = = = = - = = - = - - = = - - - -
H2Ss - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Indol - - - - - - - & - - 4 4 -4 4 4 4 4 . - . .
MR
VP
VP Kls.
HIP
ESC -+ - -
Pyra + + +
oGal - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 4+ -
BGur - - - - - - - - - - - - - - - .- e e e
Gal - - - - - - - - -
PAL - = = = = = = = - = = - - - - - - - - - -
LAP + + +
ADH + + - - 4+ - - - -
RIB + + +
ARA - - = = = - - - -
MAN
SOR = - - - - - - . . oo o oL o o
LAC - - + + - - - - - - - 4+ 4+ - - - - - - + -
TRE + + + + + +
INU - = = = = = = = - = = - - - - - - - - - -
RAF - - - - - - -
AMD - - - - - - -
GLYD - - - - - - -
HEM  «
45°C +
4°C +
+
+

1

1
+

1

1

1

1

1

1

1
+

1

o+ o+ 4+
1
1
1
1
]
]
]
]
]

+
+
1

+
+
1

1

+
1

+
+
+
+
+
+
+
+
1

+

1
1
1
1
1
R+
1
1
1
1
1

+ e
S
e
e
1

+ + 2
1

+ + e

%06,5Nacl
%4 Nacl

Starch - - - - - - -
GLU Kils.

+ +
SAC kls. + +
+ +
+ 4+

+ + + + 2
+ + + + 2
+ + + + 2
+ + + + 2
+ + + +2 +
+ + + + 2
4+ 1

+ 1+

+ 0+

+ + +

+ + + + 2
+ + + + 2
+ + + + 2

ADH Kis.
LAC Kls.

1
1
1
1
1
1
+ + 4+ + + + + +
1
1
1
1
1
1
1

+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +

Tablo 7’nin st satirndaki numaralar Tablo 4’de yazili izolatlar ile ayni siray1 temsil
etmektedir.
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3.3. Antibiyotik Duyarhliklar

Lactococcus garvieae suslarinin yapilan disk diflizyon testine gore antibiyotik
duyarliliklart her bir sus icin ayr1 ayri tablo 8’de verilmistir. Bu test gerek yakin donem L.
garvieae izolatlarin antibiyotik direnglerinin ortaya ¢ikarilmasi gerekse suslar arasi
farkliliklarin  goriilmesi agisindan onemli bulgular ortaya koymaktadir. Antibiyogram
testinde bakteriye kars1 duyarli olan antibiyotiklerde degisen miktarlarda bir inhibisyon

zonu olusmustur (sekil 5).

Sekil 5. Bir L. garvieae susuna uygulanan antibiyogram testi

Bu sonuglara gore antibiyogram testi uygulanan suslarin genel olarak;
oksitetrasiklin, amoksisilin, tetrasiklin ve florfenikol gibi antibiyotiklere karsi duyarl
olduklari, gentamisin ve sulfametoksazol+trimethoprim gibi antibiyotiklere karsi ise
direngli olduklar1 saptanmistir. Bunun yani sira ayni bakterilerin siprofloksasine kars1 %68,
penisiline karsi %33, enrofloksasine karsi ise %40 ve eritromisin antibiyotigine karsi

%12’sinin direng gdsterdigi saptanmistir.
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Tablo 8. L.garvieae izolatlarinin disk diflizyon testine gore antibiyotik duyarliliklar

Suslar/ Antib. T30 AML1I0 E15 CIP5 TE30 PL0 FFC30 CNI0 SX125 ENRS

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. 17,2230  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) 1(21) R(17) S(19) R(9 R(0) R(19)

fyd. Safk. S(24)  S(21) S(21) R(16) S(26) R(18) S(18) R(10) R(0) R(17)
Asg.Ard.-37 S(7)  S(19) S(21) R(16) S(23) 1(20) S(19) R(11) R(0) R(0)
O.M. Eskit. S(26) S(21) S(22) R(18) S(22) 1(20) S(23) R(10) R(0) S(22)
225-1,Pap. S(26) S(22) S(21) R(19) S(Q7) S(1) S(21) R(10) R(0) R(19)
Mugla S(3)  S(21) S(25) 1(21) S(22) S(27) S(33) R(@) 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) 1(20)
671-14 S(17)  S(19) S(19) R(17) R(18) S(21) S(17) R(10) R(0) R(17)
Ard. Asg. S(30)  S(27) S(22) R(16) S(26) 1(20) S(22) R(10) R(0) R(19)
512-8 S(22) S(20) S(28) R(18) S(22) 1(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)  1(20)
Ser. 114/deniz  1(14) R(8) S(23) 1(21) 1(20) R(9 S(20) R(10) R(12) R(18)
511-15 S(24)  S(21) S(22) R(18) S(23) 1(20) S(18) R(®) R(0) S(21)
B.Baraji Ard. S(21) S(20) S(20) R(15) S(23) 1(19) S(20) R(10) R(0) R(15)
Ard. F-14 S(23)  S(21) S(21) R(14) S(Q7) 1(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) 1(20)
M 300 S(29) S(22) S(@3) 1(21) S(24) S@7) S(30) S(18) S(30) S(25)
G-27 R(12) S(6) R() R(18) R(10) S(22) S(26) R@©) R(0) 1(20)
PP60O S(26) S(22) S(23) S(24) S(30) S(28) S(26) R(13) R(0) R(19)
Musg. 1 S(28) S(23) S(27) S(22) S(27) S(29) S(25) 1(16) R(0) S(27)
Mug. 2 I(14)  S(22) S(29) R(19) S(24) S(26) S(31) I(14) R(0) S(22)
Mug. 3 S(7)  S(22) S(25) S(28) S(29) S(28) S(27) 1(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) 1(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) 1(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) 1(16) R(11) R(0) S(22)
1073/03C S(24)  S(19) S(19) R(18) S(22) 1(20) 1(16) R(12) R(0) S(22)

04/8782 FTPI  S(24) S(21) S(20) R(19) 1(21) R(16) 1(16) 1(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) 1(20) S(18) R(8) §(28) R(19)
8740/03 C S(38) S(27) S(25) S(24) S(33) S(24) S(22) 1(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, Duyarlilik; R: Direngli, S: Duyarls,
Zon ¢ap1 (mm)]
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3.4. PCR Sonugclari

Klasik biyokimyasal testler ve API20 Strep sonuglarna gore L. garvieae olarak
identifiye edilen tim izolatlara teyit amaciyla PCR yapilmistir.

M 1 2 34 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19

— e e - L L Rl e—

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Sekil 6. PZR testi sonucu bazi L. garvieae suslarinin alinan goriintiileri, (M: Markar, 1:K-
5, 2: Ard.30, 3: sider17, 4:399, 5:637-5, 6:1.Saf, 7:Ard.37, 8:0.eskit, 9:225-1,
10:Mugla, 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:Ser-114, 22:G-27, 23:511-15, 24:1TP109,
25:2398, 26:B. Baraj, 27:F-14, 28:1073, 29:8782, 30:164 A/03, 31:(-) kontrol,
32:ATCC49156

Bu islem sonucunda mevcut kirk susun L. garvieae oldugu saptanmistir. Ayrica
Persembe susu teyit amaciyla sekansa gonderilmistir. Elde edilen bakteri DNA’lar1 jelde
yiiriitiilerek marker ile dlciilmiis ve 857 bp’lik iiriin boylarmin aynm1 oldugu goriilmiistiir.
Biyokimyasal yontemler ve API sonuglarina gore izole edilen L. garvieae bakterileri PCR

yontemi ile de dogrulanmistir.
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3.5. ERIC-PZR Sonuglari

Lactococcus garvieae izolatlarinin genotiplendirilmesi amaciyla enterobacterial
repetitive intergenic consensus (ERIC-PZR) epidemiyolojik olarak Tiirkiye ve diinyada
daha once ¢alisilmamistir. Bu calismada 5 farkli iilkeden ve farkli kaynaklardan 2001-2011
yillar1 arasinda izole edilen toplam 39 adet L. garvieae izolat1 ile 1 adet L. lactis izolatinin
genetik benzerlikleri karakterize edilmistir. Bunun sonucunda L. garvieae’ nin yayilimi ve
bu olayin mekanizmasi hakkinda daha derin bilgi edinilmistir. ERIC-PZR igin spesifik
primer kullanilarak yapilan PCR amplifikasyonun’dan sonra PCR iiriinii agaroz jel
elektroforezine tabi tutulmus ve sonra etidyum bromiir ile boyanan jelde olusan DNA
bantlarin yeri ve sayisi kiyaslanarak ¢esitlilik elde edilmistir (Sekil 6). Cogaltilan bantlarin
yogunluguna bagl olarak olusan bir yada daha fazla bant farki, farkli eric tiplerini ortaya
koymaktadir. ERIC-PZR metoduna gore L. garvieae suslari 88 bp ile 3826 bp arasinda 2

ile 15 adet farkli tiriinler vermistir.

-
o 9
o -
.- o
- o
a- 8
- -
- .
L
- -
ot
-
-
-

Sekil 7.1. L. garvieae suslariin ERIC-PZR modeli. M: markir (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: Iy. Saf, 12. 512-8, 13:225-1, 14: 235-16,15: F-14, 16: L. lactis, 17:
Mugla, 18: 636-16, 19.Ser-114.
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Sekil 7.2. L. garvieae suslarinin ERIC-PZR modeli. M: markir, 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: 1-1684, 34: 107303/c, 35: 8053C/02, 36:
ATCC, 38: M1, 39: A.Asagi.

Kirk adet susun genomik DNA’larinin ERIC-PZR ile ¢ogaltilmalar1 sonucu 40 farkhi
ERIC alt tipi olusmustur. ERIC-PZR 39 adet L. garvieae susunu 8 temel kiimede (E1-E8)
guruplandirilmistir.

Farkli alanlardan izole edilen 40 adet Lactococcus izolati i¢in ERIC-PZR
tirlinlinlerinin elektroforetik profilleri belirlendi. Tim L. garvieae ve L. lactis izolatlarin
goriintlisti software yardimiyla farkli kiimeler icerisinde farkli benzerlik oranlarinda
gruplandirilmistir (Sekil 7).

Bu sonuglara gore izolatlar aras1 benzerlik oranlar1 ¢cok yiiksek degildir (< %80). E1
kiimesi 4 Italya susunun ii¢iinii (%75), 4 Mugla susunun ikisini (%50), 1 Fransa ve 1 de
Karadeniz susu icermektedir. Italya’dan izole edilen ve ikisi gokkusagi alabaligindan
biride peynirden elde edilen suslar yakin 6zellik gostermektedir. E2 kiimesini ise bir diger
Italya susu olan ve inek siitiinden izole edilen G- 27 susu tarafindan olusturulmaktadir. Bu
susun diger Italya suslari ile baglantis1 zayiftir (% 45). E3 kiimesi ise Karadeniz’den izole
edilen suslarin %30’u (5/16), 1 Mugla ve birde Ispanya izolatindan olusmaktadir. Bu
grupta yer alan ve dar bir alandan izole edilen iy-saf, 512-8 ve 225-1 suslari birbirleri ile
benzer Ozellik gostermektedir. E4 kiimesini 1 Mugla susu ile 1 Karadeniz susu teskil
etmektedir. ES kiimesi ise Izmir’den izole edilen 1 sus ile Karadeniz’den yakin ¢evreden
izole edilen alt1 sustan olusmaktadir. E6 kiimesini tiim Ispanya suslarmin %89’u (8/9),

Japonya’dan izole edilen referans sus ATCC 49156 ve bir Karadeniz susu olusturmaktadir.
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E7 kiimesini birbirine yakin alanlardan izole edilen iki Karadeniz susu olusturmaktadir. Bu
iki sus diger kiimelere dahil edilen Karadeniz suslarimin bazilariyla benzerlik
gostermektedir. E8 kiimesi ise Lactococcus lactis izolatidir. Tiirkiye’den izole edilen bu

sus hicbir L. garvieae izolati ile yakinlik géstermemektedir.
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Sekil 8. Lactococcus izolatlarin dendogrami
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garvieae
garvieae
garvieae
garvieae
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garvieae
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garvieae
garvieae
garvieae
garvieae
garvieae
lactis

PP60
M2

M3
M300
A-58
216-6
239FR
G-27
Mugla
636-16
F-14
498
lySAF
512-8
2251
M1
AASAGI
235-16
671-14
Sider17
673-5
511-15
A30
BBARAJ
164A-03
1-1684
ATCC
107303/C
FTPI
ITP109
8740-03
532
399-18
8053C/02
A37
SER-114



4. TARTISMA

4.1. Biyokimyasal Test Sonuc¢lari

Lactococcosis bir ¢ok iilkede yiiksek mortalite diizeyi ile seyretmistir (Austin ve
Austin, 1999). Bu nedenle Avrupa’nin bir¢ok iilkesinden bir¢ok arastirmaci bu hastaligin
epidemiyoloji ile ilgili ¢ok sayida arastirmalar yapmglardir. Ulkemizde yurt igi ve yurt
disindan baliklardan izole edilen L. garvieae izolatlar1 arasinda epidemiyolojik iliski
bakimindan yeterince arastirma yapilmamistir. Bu nedenle hastaligin kaynagmin ne
oldugu, nereden ve nasil yayildig1 ayrica yakin zamanda balik yetistiriciligini bu alanda ne
gibi tehlikelerin bekledigi konusu muglaktir.

Vela vd., (2000) L. garvieae’nin degisik tilkelerdeki degisik tiirlerden izole edilmis
13 biyotipinden s6z ederken, Eldar vd., (1999) 3 biyotipi oldugunu rapor etmistir.
Elimizdeki referans sus biyotip 1 olarak bilinmektedir (Eldar vd., 1999). Bu arastirmada
tiim suslar gram pozitif 2-8 aras1 kisa zincirler halinde oval koktan olusan, kanli agarda o
hemolitik bakteriler olarak belirlenmistir.

Uygulanan 21  klasik  testten  (gram  boyama, oksidaz, Kkatalaz,
oksidasyon/fermentasyon, hareket, sitrat, jelatin hidrolizi, hidrojen siilfiir {iretimi, indol
iiretimi, metil ret, Voges Proskar, glikoz, sakkaroz, laktoz ve nisasta asidifikasyonu,
arjinin dihidrolaz, hemoliz, %4’lik NaCl de iireme) gibi testlerde suslar arasinda
homojenite goriilmiistiir. Bu sonuclar Kubilay vd. (2005), Cagirgan (2004) ve Eldar
(1999)’un yaptiklar1 arastirmalar ile benzerlik gostermektedir. Bunlarin disinda 4°C’de
tireyebilme 6zelligi sadece biyotip 1 olarak bilinen referans sus (ATCC 49156) da negatif
iken diger biitlin suslarda pozitif sonug¢ vermistir. 45°C’de iireme 6zelliklerine bakildiginda
Tirkiye’den izole edilen suslar ile referans sus benzer 6zellik gosterirken (+), dort adet
(%10) Ispanya ve Fransa izolatlar1 (-) 6zellik gdstermislerdir. %4 liikk NaCl de tiim izolatlar
iirerken %6,5°luk NaCl de referans sus ile birlikte Ispanya ve Fransa’dan izole edilen
toplam 9 adet izolat (%22,5) zayif yada hi¢ iirememislerdir. Bu ilireme o6zellikleri ile
Ispanya’dan elde edilen izolatlar yerli izolatlardan ayrilmaktadir. Murray, (1990) test ettigi
Lactococcus’larin %56 sinin %6,5 luk NaCl de iireyebildigi ayrica bunlarinda %25 inin

45°C’de iireyebildigini belirtmistir.



37

Bu iki 6zellik ayrica Lactococcus’lart diger 5 farkli gram (+) kok tiirlerinden ayiran
ozelliklerdir (Eldar vd., 1999). Ureme 6zelliklerine bakildiginda Tiirkiye’den izole edilen
suglarla biyotip 1 olarak kabul edilen referans susun farkli oldugunu soyleyebiliriz.
Laktozdan asit {iretimi klasik olarak gerceklestirilen biyokimyasal test sonuglarina gore
tiim suslarda (+) iken API 20 Strep test sonuglarina gore sadece dokuz adet izolat (%22)
ayni sonucu vermistir.

Izolatlarin hemen hepsi riboz, glikoz, sakkaroz ve trehaloz gibi karbonhidratlardan
asit uiretebilirken, az sayida izolat (%14) mannitolden ve eskulinden (%30) liretememistir
(yerli izolatlar). Italya, Fransa ve bazi yerli izolatlar biyotip 1 referans susu ile
karbonhidratlarin asidifikasyonunda benzer o6zellik gostermislerdir. Tim suslar LAP
(Losin aminopeptidaz) ve klasik olarak gergeklestirdigimiz PYR (PYRrolidonyl
Arylamidaz) pozitiftir. Eldar vd. (1999)’a goére, HIP ( hippurik asit hidrolizi) ve B GAL (B
galaktosidaz) calistiklar tiim suslar negatif iken, bu calismadaki test sonuglart sirasi ile
%48 ve %88 oraninda ayn1 ¢ikmistir. « GAL (a galaktosidaz) ve 5 GUR (B glukuronidaz)
sonuglar esdeger (-) ¢ikmistir. Sadece Lactococcus lactis olarak bildigimiz sus a GAL (+)
sonug vermistir. Ayrica L. garvieae’yi L. lactis 'den ayirdigi bilinen ve hem API hemde kit
yardimi ile klasik olarak gerceklestirdigimiz PYR testi ayni sonucu vermistir. Tiim
izolatlar inulin, raffinoz, amidon ve glikojen asidifikasyonu bakimindan negatiftir. Bu
sonuglar Kubilay vd., (2005); Cagirgan, (2004); Eldar vd., (1999) nin yaptiklar
aragtirmalar ile ayni sonucu gostermektedir.

Klasik olarak gerceklestirdigimiz testlerde suslar arasinda goriilen tam
homojeniteden API 20 Strep’de s6z edilememektedir. Genel olarak bakildiginda biyotip 1
olan ATCC 49156 Japonya susunun API20Strep’e gore Tiirkiye’den elde edilen izolatlar
ile birkag istisna disinda ortak 6zellik gdsterdigi, buna karsin Italya, Ispanya ve Fransa
menseli balik ve diger hayvanlardan izole edilen izolatlar ile fazlaca farkli biyokimyasal
Ozelliklere sahip oldugu goriilmiistiir.

Bakteri izolatlan ile gergeklestirilen fenotipik denemeler yalniz basina bakterinin
karakteristik ozelliklerini oransal olarak ifade eder. Izolatlar arasi genetik gesitliligin
belirlenmesi i¢in fizyolojik denemeler tek baslarina yeterli olmayip genetik calismalarla

mutlaka desteklenmelidir (Eldar vd., 1999).
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4.2. ERIC-PZR Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Tarih boyunca tiirlerin genetik yakinliklarinin arastirilmasi amaci ile pek ¢ok metod
denenmistir. Bunlardan PZR bazli olanlar1 genis yayilim gostermistir. PZR reaksiyonlari
digerlerine oranla kolay, giivenilirlikleri yiiksek ve nispeten ucuzdur (Duan vd., 2009).
Mikroorganizmalarin ayriminin yapilmasinda Pulse Field Gel Elektroforesis (PFGE) son
yillarda en giivenilir metot olarak bilinmesine ragmen RFLP en sik kullanilan metodlardan
biridir. Ne var ki her iki teknikte genis kalitede DNA, pahali ekipmanlar, fazla zaman ve
ugras gerektirmektedir (Silveria vd., 2002). ERIC-PZR son yillarda elde edilen sonuglara
bakildiginda rastgele ¢ogaltilmis DNA polimorfizmi (RAPD-PZR) ve restriksiyon pargacik
uzunlugu polimorfizmi (RFLP) gibi molekiiler karakterizasyon tekniklerinin yerini almistir
(Silveria vd., 2002). ERIC-PCR bir RAPD-PZR olarakta diisiiniilebilir (Versalovic vd.,
1991). Gegmis yillarda RAPD-PZR ve RFLP gibi teknikler kullanilarak ayni bakterinin
farkl1 suglar1 arasinda yapilan genotiplendirmeler daha sonra ERIC-PZR ile test edildiginde
sonuclarin daha ayirt edici ve genetik farklilik diizeyinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir
(Maurer vd., 1998). ERIC-PZR metodu ile daha az zaman ve masrafla dogru sonuglara
ulagilabilmektedir. Matsumoto vd, (2001) ERIC-PZR metodunun gram (-) bakteriler ile
calisildiginda c¢ok kullanisli oldugunu ve PFGE ile denk ayird edici gilice sahip oldugunu
fakat gram (+) bakterilerde daha diisiik duyarlilikta olabilecegini belirtmistir.

Bu ¢aligmada L. garvieae izolatlarinin genotiplendirilmesi amaciyla ERIC-PZR
metodu optimize edilerek kullanilmistir. Bes farkli {ilkeden ve farkli kaynaklardan izole
edilen 40 adet patojenik Lactococcus izolati analiz edilmistir. Bu ¢alismada benzerlik orani
diisiik bulunan L. garvieae suslar1 8 kiimede toplanmistir. Bu da suslar arasinda énemli
taksanomik heterojenitenin oldugunu géstermektedir (sekil 7). izolatlar arasi benzerlik
oranlarinin diisiik olmasi bu izolatlarin ¢ogunun birbirine uzak alanlardan elde edilmesi ve
bakteri suslarinin mutasyon ve benzeri bazi olaylar sonucu genetik yapilarinda degisiklik
olabilecegini akla getirebilir. Bu tarz genetik kokenli olaylar antibiyotik kullanimini
siirlandirarak bakteri ile miicadeleyi giiclestirmekte, dolayisi ile etkenin yayilmasina
engel olunamamaktadir.

Biri hari¢ tiim Ispanya izolatlar1 aym kiime igerisinde (E6) gruplandirilmistir. Bu
kiimenin digerlerinden 6nemli sekilde ayrilmasi bakterilerin ayni orijinli olmalar1 seklinde
yorumlanabilir. Karadeniz Bolgesi’nden dar bir alandan izole edilen suslarin gogunlugu 2

grup (E3, ES) igerisinde yer almigtir. Ayrica Karadeniz izolatlarinin yer aldigi gruplarda
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birer ikiser Mugla ve izmir izolatlar1 yer almaktadir. Bu sonuglar &zellikle Karadeniz
Bolgesinde balik hareketlerinin bilingsiz yapildigi bolgede dar alanda balik ve yavru
alisverisinin siklikla yapildig1 ayrica yilin belli dénemlerinde Izmir, Mugla ve gevresindeki
bliyiik capli kuluckahanelerden bolgedeki isletmelere yavru balik ve yumurta transferi
yapildig1 gergegini akla getirmektedir. L. garvieae bakterisinin ilk olarak Ege Bolgesi’'nde
ciktiktan bir silire sonra Karadeniz Bolgesi’ndeki isletmelerde goriilmesi bu hastaligin
yukarida agiklandig1 gibi horizontal olarak bulagtigini akla getirmektedir. Mevcut 1 Fransa
susu, Italya suslar1 ve 2 adet Mugla suslarmin ayn1 kiime (E1) igerisinde yer almasi benzer
durum olarak diigiiniilebilir.

Filogenetik agac analiz edildiginde tiim L. garvieae suslari ile L. lactis arasinda
klasik biyokimyasal testler ve API 20 Strepte goriilmeyen  yiiksek heterojenite
gorilmektedir. Bu sonu¢ ERIC-PZR metodunun yiikksek ayirt etme giiclinii ve
biyotiplendirmenin mutlaka genetik bir metot ile desteklenmesi gerektigini ortaya
koymaktadir. Klasik biyokimyasal test ve API 20 Strep sonuglarmi ERIC-PZR ile
karsilastirdigimizda birkag istisna hari¢ sonuglarin benzer oldugu goriilmektedir. Her iki
analizde de ayni iilkeden yada yakin lokalisazyonlardan izole edilen suslar benzer
ozellikler gostermekte bu gruplar arasina tek tiik diger iilke yada bolge izolatlar1 dahil
olmaktadir.

ERIC-PZR teknigi gram (—) ve gram (+) bakterilerin tiplendirilmesinde genis bir
bi¢gimde kullanilmaktadir (Niemann vd., 1999). ERIC-PZR iilkemizdeki Lactococcosis ve
diger bakterilere ait salgmlarmin arastirilmasinda ve kontrol altina alinmasinda
kullanilabilir ve L. garvieae izolatlari arasindaki genetik farkliliklarin bilinmesi salginlarda

asilama i¢in suglarin se¢imi konusunda yardime1 olabilir.

4.3. Antibiyotik Direncleri

Balik yetistiriciliginde bakteriyel hastaliklar1 kontrol altina alabilmek i¢in iyi
yonetim, uygun c¢evre kosullar1 ve koruyucu oOnlemlerin yani1 sira gerektiginde
antimikrobiyal bilesenlerinde kullanilmasi1 gereklidir. Akuakiiltiirde ilaglarin bilingSiz
kullanim1 sucul bakterilerde antibakteriyel direnci arttirmaktadir. Bazen ilag direngleri
plazmit kokenli olup diger jenerasyonlara rahatca nakledilebilir. 2001 yilinda hastaligin
tilkemizde gorilmesinin (Diler vd., 2002) ardindan hizla diger bolgelere yayilmasi ve

onemli ekonomik kayiplara yol agmasi hastalikla etkin miicadele edilmesini ve



40

kemoterapotiklere basvurulmasini sart kilmistir. Yapilan bu calismada etkenin birgok
antibiyotige duyarli olmasi hastalifin antibiyotiklerle tedavisinin miimkiin oldugunu
gostermektedir. Ancak gelisigiizel antibiyotik kullanimina bagli olarak diren¢ gelisimi,
canli dokusunda kalint1 olusmasi ve tedavi masraflarinin yiiksekligi gibi nedenlerden otiirii
duyarli antibiyotigin se¢ilmesi konusu 6nem kazanmistir.

Bu c¢alismada kullanilan izolatlarin oksitetrasiklin, amoksisilin, tetrasiklin,
florfenikol, penisilin, enrofloksasin ve eritromisine karst duyarli olduklar1 gentamisin ve
sulfametoksazol+trimetoprim gibi antibiyotiklere karsi ise direngli olduklar1 saptanmuistir.
Referans olarak kullanilan ATCC 49156 (Japonya) susu genel sonugla benzerlik
gostermektedir. Calisilan suslarin  tamamina yakiminda sulfametoksazol+trimetoprim
bilesigine kars1 hi¢ zon alaninin olusmamasi ilerde bu bilesik kullanilarak L. garvieae igin
selektif besi yeri olusturma ¢alismalarinda kullanilabilir.

Austin vd., (1999) eritromisinin 25 mg/kg balik oraninda ve 7 giin siire ile
sarikuyruklarda streptococcosis tedavisinde kullanildiginda oksitetrasiklin ve ampisilinden
daha etkili oldugunu bildirmistir. Oysa bu c¢alismada oksitetrasiklin ve ampisilin
eritromisine gore daha etkili bulunmustur.

Tirkiye’de  yapilan  bagska  bir  ¢alismada L.  garvieae  suslarinin
amoksisilin+klavulanik asit, enrofloksasin, tetrasiklin, doksasiklin, kloramfenikol,
eritromisin ve nitrofrantoin gibi antibiyotiklere karsi duyarli olduklarini, kanamisin
penisilin, sefuroksim, siprofloksasin, klindamisin, trimetoprim+sulfametoksazol gibi
antibiyotiklere kars1 direngli olduklar1 bulunmustur (Kubilay vd., 2005).

Genel bir bilgi olarak eritromisin ve tiirevi antibiyotiklerin gram (+) bakterilere kars1
en etkili bilesikler oldugu bilinmesine ragmen bu ¢alismada suslarin %12 sinin diregli
bulunmasi bu bilesigin bu alanlarda yaygin olarak kullanildigini akla getirebilir.

Mazzolini vd., (2003) Kuzey italya’da klinik izolatlarindan yaptiklar1 calismada L.
garvieae suslarmin ampisilin, amoksisilin, oksitetrasiklin ve eritromisine karsi duyarli
oksolinik asit, streptomisin, trimethoprim ve sulfadiazine karsi direngli oldugunu
saptamistir. Bu ¢alismadan elde edilen bulgular da bunu dogrular niteliktedir.

Bu ilaglarin bazilarmin in vitro sartlarda L. garvieae ye karsi etkili olmalarina
ragmen, gerek balikta ani gelisen istahsizlik gerekse direncli suslarin olusmasindan dolay1
in vivo sartlarda etkisiz olduklar1 gézlenmistir (Bercovier vd., 1997).

Ravelo vd., (2001)’ e gore farkli cografik orijinli L. garvieae suslari ile yapilan

calismalarda suslarin tiimiiniin enrofloksasin ve nitrofurantoin duyarli oldugu, oksolinic
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asit ve sulfametoksazol-trimetoprime ise direcli oldugu gdzlemlenirken eritromisin,
kloramfenikol, oksitetrasiklin ve ampisiline karsi ise sonuglarin orijine gore degisken
oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada da benzer sonuglara ulasilmasi yani bakterinin ayni
antibiyotige kars1 farkli direng seviyelerinin belirlenmesi suslarin bolgesel farkliligi olarak
izah edilebilir.

Caligmada her bolgedeki izolatlarin florfenikole kars1 duyarli oldugu goriilmektedir.
Buda Avrupa Birligi ila¢ Diizenleme Konseyi tarafindan kullanimi serbest kilinan bu
antibiyotigin akuakiiltiirde kullanima yeni baglanmasindan kaynaklanmaktadir. Karadeniz
bolgesinden izole edilen L. garvieae izolatlarinin antibiyotik duyarliliklar1 konusunda etkin
calisma yapilmamistir. Bu ¢alisma son zamanlarda sik¢a karsimiza ¢ikan Lactococcosis
enfeksiyonlarinda ireticilerin  bilingli antibiyotik kullanim1 konusunda uyarilmasi

acisindan onemli sayilabilir.



5. SONUCLAR

Lactococcus garvieae’nin genotiplendirilmesi amaci ile Ispanya, italya, Fransa,
Japonya ve Tiirkiye nin ¢esitli bolgelerinden toplanan L. garvieae izolatlarinin yani sira
bes farkli alandan 2009 ve 2010 yaz aylarinda drneklemeler yapilmigtir.

Orneklemeler esnasinda isletmelerin birgogunun balik sagligi acisindan yeterince
bilgi sahibi olmadiklari, hastalik yonetimi ve ila¢ kullanimi konusunda bilingsiz
davrandiklar1 goriilmiistiir. Bazilarinda su kriterlerinin mevsime bagli degisim gostermesi
ve Ozellikle de balik hareketlerinin gelisi giizel yapilmasi sik rastlanilan aksakliklar
arasindadir. Isletmelerin bir kismi yillik balik ihtiyaglarmi kulugckadan porsiyonluk boya
kadar kendileri karsilarken, biiyiik kisim isletmeler artan balik ihtiyaglarini yavru ya da
yumurta seklinde bolge icinden ya da diger bolgelerdeki biiylik capli isletmelerden
kargilamaktadir. Hatta bazi isletmeler bu ihtiyaglarini yurt disindan karsilayabilmektedir.
Cogunlukla kontrolsiiz gerceklestirilen bu balik hareketleri balik patojenlerinin
yayilmasina ve beraberinde bir¢ok problemin de dogmasina neden olmaktadir.

Zoonoz, oksidaz katalaz (-) ve gram (+) kok ozellikleri tagiyan L. garvieae bakterisi
ornekleme yapilan alanlarin {iclinden izole edilmistir. Tiirkiye’den ve diger iilkelerden
farkli kaynaklardan ge¢mis yillarda izole edilen 38 sus calismaya katilarak toplam 41 sus
ile calisma gerceklestirilmistir. Tiim suslara teyit amaciyla spesifik primerler kullanilarak
PZR yapilmistir. L. garvieae olduklari bilinen 41 susa klasik biyokimyasal testler ve Api
20 Strep testi uygulanarak suslar arasi genetik benzerlikler/ farkliliklar biyokimyasal olarak
ortaya koyulmustur. Yapilan drnekleme ¢alismalarinda L. garvieae disinda toplam 7 farkli
balik patojeni daha isimlendirilmistir. Bunlar arasinda tathh sularda en sik rastlanilan
Yersinia ruckeri iken denizlerde Vibrio tiirleridir.

Klasik testlerde suslar arasinda homojenite mevcuttur. AP1 20 Strep’de bundan tam
olarak soz edilememektedir. Genel olarak bakildiginda biyotip 1 olan ATCC 49156
Japonya susu klasik biyokimyasal testler ve API 20 Strep’e gore Tiirkiye’den elde edilen
izolatlar ile birkag istisna disinda ortak ozellik gdstermistir. Buna karsin Italya, Ispanya ve
Fransa menseli balik ve diger hayvanlardan izole edilen izolatlar ile fazlaca farkli
biyokimyasal 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir.

ERIC-PZR metoduna gore benzerlik orani diisiik bulunan L. garvieae suslar1 8 kiime

icerisinde gruplandirilmistir.
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APl 20 Strep ile ERIC-PZR sonuglar1 karsilastirildiginda birkag istisna harig
sonuglarin benzer oldugu gorilmiistiir. Her iki analizde de aym iilkeden yada yakin
cografik alanlardan izole edilen suslar benzer 6zellikler gosterdigi bu gruplar arasina tek
tiikk diger iilke yada bolge izolatlarinin dahil oldugu goriilmiistiir.

Lactococcus garvieae izolatlariin timiine antimikrobiyal hassasiyetlerini
belirlemek ve suslar arasindaki antibiyotik diren¢ farkliliklarini tespit etmek amaciyla
cesitli antibiyotikler ile disk diflizyon testi uygulanmistir. Bunun sonucunda antibiyogram
testi uygulanan suslarin genel olarak; oksitetrasiklin, amoksisilin, tetrasiklin ve florfenikol
gibi antibiyotiklere karsi duyarli olduklari, gentamisin ve sulfametoksazol+trimethoprim
gibi antibiyotiklere karsi ise direngli olduklari saptanmigtir. Bunun yani sira ayni
bakterilerin siprofloksasin, penisilin, enrofloksasin, ve eritromisin antibiyotigine karsi

degisen derecelerde direng gosterdigi saptanmustir.



6. ONERILER

Ulkemizde su iiriinleri yetistiriciligi sektorii hizla gelismektedir. Son yillarda dereler
tizerine kurulan isletmeler ve denizlerde gergeklestirilen kafes balik¢iliginin yani sira baraj
golleri iizerine de kafesler kurulmaya baslanmistir. Gergeklestirilen bu yogun yetistiricilik
faaliyetleri beraberinde birtakim sorunlar1 da getirmistir. Balik hastaliklar, iretimi
sinirlandiran ve ekonomik anlamda darbe vuran 6nemli sorunlardan biridir.

2001 yilinda iilkemizde ilk defa Ege Bolgesi’nde goriilen, ardindan hizla diger
bolgelere yayilan ve son yillarda Karadeniz Bolgesi’'nde yogun bir sekilde karsilasilan
Lactococcosis etmeni L. garvieae 'nin dogru teshis ve tedavi edilmesi ve yayiliminin
bilinmesine yonelik bu ¢alisma 6nemli sonuglar ortaya koymaktadir.

Bu sonuglar temelinde su friinleri sektoriindeki bilingli {ireticilere, konu ile
ilgilenecek arastirmacilara ve sektorle ilgili yasal diizenlemelere katki saglayabilecek
Oneriler soyle siralanabilir;

1. Su iriinleri yetistiriciligi yapacak bir isletme oncelikle kaynaklarinin yeterliligini ve
alt yapisini ¢ok iyi gézden gegirmelidir. Uretim ve Pazar iliskisini gbz 6niine alarak tesis
kapasitesi ve su kaynaklar1 yoniinden kendi kendine yeter olmalidir.

2. Yetistiriciler, iiretimdeki en Onemli maddi kayip nedenlerinden biri olan balik
hastaliklar1 konusunda bilingli olmali, biinyesinde ya da yakininda ki uzmanlar ile iletigim
halinde olmalidir.

3. Bu calismada biyokimyasal ve molekiiler metotlar kullanilarak L. garvieae’nin
genetik cesitliligi ve yayilimi konusunda bilgi verilmistir. Uretim asamasinda siklikla
karsilagilan diger balik patojenleri icinde benzer ¢aligmalar yapilmali ve korunma
stratejileri belirlenmelidir.

4.  Balik hastaliklarinin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere kars1 gelisen direng ileride
bakteriyel hastaliklarin tedavisinde zorluklar yasanacagini gostermektedir. Hastaliklarla
miicadelede etken isimlendirilmeli, antibiyogram yapilmali, uygun pozoloji ve uygulama
sekli belirlenmeli ve tireticiler ile paylasilmalidir.

5. Calismadaki bazi antibiyotikler tiim suslara tam diren¢ gostermesinden yola ¢ikarak
ileride L. garvieae'nin teshisine olanak saglayacak spesifik besi yeri iretimi

diisiiniilmelidir.
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6.  Alt tipleri belirlenen L. garvieae izolatlar ile ileride patojenite calismalart yapilmali
uygun izolat belirlenerek koruyucu as1 denemeleri yapilmalidir.

7. Lactococcus garvieae ve benzeri hastalik etmenlerinin yayilmasinda en 6nemli etken
olan balik hareketlerinin miimkiinse Tarim Bakanlig1 ya da tniversiteler kontroliinde
olmali. Biiyiik capta iiretim yapan isletmeler sertifikalandirilmali ve diger fireticiler
hastaliktan ari sertifikali yavru ve yumurta alimi1 konusunda bilgilendirilmelidir.

8. Ihbar1 zorunlu hayvan hastaliklarinda uygulanan karantina tedbirlerine benzer

tedbirler mortalitesi yiiksek diger balik hastaliklarinda da uygulanmalidir.
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