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ONSOZ

Bu calisma, Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii Su
Uriinleri Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans Tezi olarak hazirlanmistir. Bu tez
calismasinin konusu “Gokkusagi Alabaliklarindan (Oncorhynchus mykiss) izole edilen
Lactococcus spp. izolatlarinin API 20 strep testi ile tanimlanmasi” olarak belirlenmistir.
Tipik hastalik semptomlar1 gosteren baliklardan elde edilen patolojik bakterilerin
tamimlanmas1 amaciyla farkli teknikler kullanilmaktadir. Molekiiler, histolojik ve
serolojik yontemler disinda ozellikle biyokimyasal metotlar olduk¢a yaygindir.
Biyokimyasal tanimlamada gram pozitif olan bakteriler i¢in API 20 strep tanimlama kiti
kullanilmaktadir. Bu kitin kullaniminda inkiibasyon sicakligindaki farkliliklar, bakteri
tireme problemleri gibi sorunlar nedeniyle hatali sonuglar olusabilmektedir. Sunulan bu
tez calismas:t ile bu hatalarin giderilmesi ve baliklardan izole edilen tiirlerin
tanimlanabilmesi i¢in kullanilan APl 20 strep testinin standardizasyonun saglanmasi

amagclanmistir.

Balik yetistiriciliginde hastalik etmenlerinin gerek sucul ortam gerek ise yogun
stoklamadan dolay1 kolay yayillim gostermesi toplu oliimlere sebebiyet vermektedir.
Ulkemizde kiiltiirii yapilan gokkusagi bahiginda siirdiiriilebilir {iretim saglamak igin
hastalik etmenlerin dogru ve hizli tanimlanmasit bu sektordeki hastalik baskininin
etkisini azaltilmasinda 6nemli bir faktor olacaktir. Boylece, ekonomik kayiplarin 6niine

gecilebilecektir.

Yiiksek lisans tez c¢alismalarim esnasinda bilgi ve deneyimlerini benden
esirgemeyen danigsman hocam Sayin Prof. Dr. Fikri BALTA ’ya ve bu siirecte manevi
desteklerinden dolay1 degerli meslektasim Sayin Kagan BUZ’a ve arkadasim Didem
Ayca KARAGOZ’e, Annem Nazmiye YAGMUR, Babam Yusuf YAGMUR’a ve
Kardeslerim Veysel YAGMUR, Giilimser YAGMUR, Yiiksel YAGMUR Nursel
YAGMUR ve M. Kemal YAGMUR’a tesekkiir ederim. Ailemize yeni katilarak
hepimize mutluluk veren yegenim Filipp Can YAGMUR ithaf olunur.

Muhammed YAGMUR
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OZET

GOKKUSAGI ALABALIKLARINDAN ( Oncorhynchus mykiss ) iZOLE EDIiLEN
Lactococcus spp. IZOLATLARININ API 20 STREP TESTi iLE TANIMLANMASI

Muhammed YAGMUR

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Su Uriinleri Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Danismani: Prof. Dr. Fikri BALTA

Dogu Karadeniz Bolgesindeki 6 farkli gokkusagi alabalik isletmesinden 2019-
2021 yillar1 arasinda kok enfeksiyonu siiphesi ile Fakiiltemiz Hastaliklar Laboratuvarina
getirilen gokkusagi alabalik Orneklerinden izole edilen bakteri izolatlar1 bu tez
calismasinda kullanildi. Bu tez g¢alismasi kapsaminda alabalik tretim ¢iftliklerinden
laboratuvara gonderilen tipik hastalik semptomlar1 gosteren balik numunelerinden izole
edilen bakteri 25 izolat1 kullanildi. Hastalik etkenlerin tamimlanmasinda molekiiler,
histolojik ve serolojik yontemler disinda ozellikle biyokimyasal metotlar oldukca
yaygindir. Lactococcus garvieae bakterisi son yillarda gokkusagi alabaliklarindan izole
edilen ve tanimlamada bazi hatalarin yapildig: bir tiirdiir. Biyokimyasal tanimlamada
gram pozitif olan bu bakteri igin API 20 Strep tanimlama kiti kullanilmaktadir. Bu kitin
kullaniminda inkiibasyon sicakligindaki farkliliklar, bakteri iireme problemleri gibi
sorunlar nedeniyle hatali sonuglar olusabilmektedir. Bu tez calismasinda APl 20 Strep
testi yapilan izolatlarin ¢ogunlugu 7143111 ve 7143511 profili gosterdigi goriildii.
Referans susu ile birebir uyusan bir izolatin (D-372) oldugu tespit edilmistir. Gokkusagi
alabaliklarindan elde edilen izolatlarin antimikrobiyal ajanlara direng ve hassasiyetlerini
belirlemek i¢in disk diffiizyon yontemi ile antibiyogram testi uygulanmistir. Yapilan
test sonucuna gore tiim izolatlarin Sulfamethoksazol ve Streptomisin’e %100 direngli
oldugu gozlenmistir. Lactococcus spp. izolatlarina karsi Amoksisilinin - %100,

Doksisiklinin %76, Florfenikolun %64 tesirli oldugu gozlendi.

2022, 38 sayfa
Anahtar Kelimeler: Lactococcus garvieae, API 20 Strep, Antibiyogram testi.



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF Lactococcus spp. STRAINS, ISOLATED FROM RAINBOW
TROUT (Oncorhynchus mykiss), BY APl 20 STREP TEST

Muhammed YAGMUR

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate Education Institute
Department of Fisheries
Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Fikri BALTA

Bacterial isolates isolated from rainbow trout samples brought to the Diseases
laboratory of our Faculty between 2019-2021 from 6 different rainbow trout farms in
the Eastern Black Sea Region were used in this thesis study. Within the scope of this
thesis, 25 bacterial isolates isolated from fish samples showing typical disease
symptoms sent to the laboratory from trout farms were used. Apart from molecular,
histological and serological methods, especially biochemical methods are quite common
in the identification of disease agents. Lactococcus garvieae is a species that has been
isolated from rainbow trout in recent years and some mistakes have been made in its
identification. API 20 Strep identification kit is used for this gram positive bacteria in
biochemical identification. In the use of this Kit, erroneous results may occur due to
problems such as differences in incubation temperature and bacterial growth problems.
In this thesis study, it was seen that the majority of isolates tested for APl 20 Strep
showed 7143111 and 7143511 profiles. It was determined that there was an isolate (D-
372) that exactly matched the reference strain. In order to determine the resistance and
susceptibility of isolates obtained from rainbow trout to antimicrobial agents,
antibiogram test was applied by disc diffusion method. According to the test results, it
was observed that all isolates were 100% resistant to Sulfamethoxazole and
Streptomycin. It was observed that Amoxicillin was 100%, Doxycycline 76%,

Florfenicol 64% effective against Lactococcus spp. isolates.

2022, 38 pages
Keywords: Lactococcus garvieae, API 20 Strep, Antibiogram test

\Y



ICINDEKILER

ONSOZ .ottt ettt bbbttt I
TEZ ETIK BEYANNAMESI ..ottt I
OZET ottt I
ABSTRACT ..ttt sttt et e bt re e b e e teent e b e e be et e ne e reenneenes v
ICINDEKILER ......ocuivitiiiiictete ettt \Y
SEKILLER DIZINT ....coiviiiiiiieiicceeee ettt VI
TABLOLAR DIZINT ..ottt Yl
SEMBOLLER ve KISALTMALAR DIZINT ......ccoiiiiininiinnesseesnens Vil
1. GENEL BILGILER ..ottt 1
O T 5 5 T PP 1
1.2. Balik HaStalIKIATT ......ccoiuieeiiie ettt ee e e e 3
1.2.1. Bakteriyel Baltk HastaltKIart ............ccocviiiiiiiiiiiiicisceee e 4
i - T (0Tt Jod oo [0 U S]] o P 5
2. YAPILAN CALISMALAR .....ootiiiiiiet ettt 8
2.1 MALEIYAL. ... e 8
p A ST 11351514 [ A 8
2.2,  MEtOd. .o e 9
2.2.1. Hastalik Etkeninin 1ZolasyonU............cccvvvevriiueiiirereiiieeissereesess e 9
2.2.2. HAreKet IMUAYENESI. . ... vttt e e e e 11
2.2.3. KatAlazZ TSI ... euenii e 11
2.2.4, OKSIAAZ TOSHI. 1.ttt e e e 12
2.2.5. HEMONIZ T@Sti. .. ettt e 12
2.2.6. Gram BOyama..........oouiiiiiiiit i e 13
2.2.7. Hastalik Etkeninin API 20 Strep Testi Ile Tanimlanmasi............................ 14
2.2.8. ANtIDIYOQram TSt ...oue ittt e 15
SBLBULGULAR ...ttt sttt sb e b nbe et neenne e 17
3.1. AP 20 Strep Test SONUGIATT. ...ouvitiit it 21
3.2. Antibiyogram Test SONUGIATT. ..........coiuiitiiii e, 24
4. TARTISMA ve SONUCLAR ......ccoiiiiiieie sttt saa e sae s 26
KAYNAKLAR .ottt st et e bt nneenbe e e nnes 32
(074€) 10)1 1 15 Hata! Yer isareti tanimlanmams.



SEKILLER DiZIiNi

Sekil 1. Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykKiss).............ooocooiiiiiiiiiiiiinnn 2

Sekil 2. Kanli agarda izole edilen Lactococcus spp. izolatlarindan steril 6ze ile 6rnek

Sekil 4. Gram Boyama uygulama asamalart............ccc.ooeiiiiiiiiiiiiii i, 14
Sekil 5. Lactococcus spp. izolatinin Gram boyamadan sonraki mikroskop altindaki
o0 1111300 L 14

Sekil 6. API 20 strep test kitlerine homojenize bakteri izolatlarin yerlestirildikten
sonraki i1k gOTTNTIST. ... vvevtentee e 15

Sekil 7. Kok enfeksiyonu olan bir gokkusagi alabaliginin tipik dig gortiniimdi .......... 17
Sekil 8. Kok enfeksiyonlu bir gokkusagi alabaliginin i¢ organlarin goriiniimii........... 18
Sekil 9. Lactococcus spp. izolatlarinin antibiyogram test sonuglarina ait goriintii...... 18

Sekil 10. API 20 strep test kitindeki L. garvieae referans izolatinin (ATCC43921)
ayiraglar dokiilmeden 6nceki ve dokiildiikten sonraki biyokimyasal testlerin
SOMUGIATT. ..ttt e e e 22
Sekil 11. API 20 Strep test kitlerine homojenize bakteri izolatlarin yerlestirildikten
sonraki ilk goriintiisii ve 24 saat sonra ayiraglar dokiildiikten sonraki olusan

GOTUNTUSTL. + « ettt ettt et ettt e ettt et e e e e e 22
Sekil 12. API 20 Strep test kitlerine 24 saat sonra ayiraglar dokiildiikten sonraki testin
GOTUNTUSTL. .« ettt ettt et ettt e e e e e e 22
Sekil 13. Hastalikli alabaliklardan izole edilen Lactococcus spp. izolatlarmnin
antimikrobiyal diren¢ miktarlart (%0)...........ccooveiriiiiiiii 25
Sekil 14. L. garvieae izolatlarinin APl Rapid ID 32 Strep testi sonucu biyokimyasal
Profil farkliliKIart. ... ..o 28
Sekil 15. L. garvieae izolatlarmin LCGL 0441 ve LCGL 0658 gen lokuslarindaki
allellerinden elde edilen binomial veriler ile olusturulan dendrogram.........29

VI



TABLOLAR DIiZiNi

Tablo 1. Alabalik yetistiriciligi 2019-2020 yillarina gore tiretim miktarinin dagilimai....1

Tablo 2. Lactococcus spp. taksonomik siniflandirma....................oooiiiiiinn, 5
Tablo 3. Gokkusagi alabaliklardan tespit edilen bakteriyel izolatlara ait bilgiler........ 10
Tablo 4. Antibiyotik disk icerikleri ve inhibisyon disk ¢ap1 sinir degerleri............... 16

Tablo 5. Lactococcus spp. izolatlarina ait geleneksel fiziksel ve biyokimyasal testler..19
Tablo 6. Lactococcus spp. izolatlarina uygulanan API 20 Strep testinin sonuglari......23
Tablo 7. Lactococcus spp. izolatlarinin antibiyogram testi duyarlilik profilleri.......... 24

Tablo 8. Bakteri izolatlarina ait API profillerin API wep sistemindeki benzerlik
OTANIATT. ..t 27

VIl



ATCC
API
BHIA
BHIB

°C

Dog. Dr.
Dr. Ogr. Uyesi
FTS
H202

H2S

L. garvieae
MHA
NaCl

O. mykiss
Prof. Dr
RTEU
TSA
TSB
TUIK

Hg

vd.,

SEMBOLLER ve KISALTMALAR DiZiNi

American Type Culture Collection
Application Programming Interface
Brain Heart Infizyon Agar

Brain Heart Infizyon Brot
Santigrat Derece

Dogent Doktor

Doktor Ogretim Uyesi

Fizyolojik Tuzlu Su

Hidrojen peroksit

Hidrojen Siilfiir

Lactococcus garvieae

Miiller Hilton Agar

Sodyum Kloriir

Oncorhynchus mykiss

Profesér Doktor

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Triptik Soy Agar

Triptik Soy Brot

Tiirkiye Istatistik Kurumu
Mikrogram

ve digerleri

VI



1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Yeryiiziindeki insan niifusunun giderek artmasina paralel olarak gida iiretiminin
de bu artisa paralel olarak artmasi gerekmektedir; aksi durumda ciddi bir gida
yetersizligi ile kars1 karsiya kalinmasi kaginilmazdir. Ulkeler buna istinaden mevcut
gida iretimini artirmak i¢in modern {iretim teknikleri gelistirmekte ve verimliligi
artirarak kullanilan alanlardan maksimum {iretim saglamak i¢in c¢alismalarini
siirdiirmektedir. Hayvansal kokenli proteinlerin {ilkemizde tiikketiminin istenilen
diizeyde olmadig1 bilinmektedir. Balik eti igcermis oldugu besin degerleri agisindan
onemli bir hayvansal protein grubunu olusturmaktadir. Ulkemizin, besleyici degeri
yiiksek hayvansal protein ag¢iginin kapatilmasi i¢in balik¢ilik iirlinleri 6nemli bir
kaynagi olusturmaktadir (Dogan, 2002). Genel olarak iilkemizin iklimi ve ekolojik
ozellikleri balik iiretiminin yapilabilmesi i¢in oldukc¢a uygundur. Alabalik yetistiriciligi
tilkemizin balik iiretiminde 6nemli bir yere sahip oldugu rapor edilmistir (Akbulut vd.,
2001; Dolgun, 2015). Kuzey Amerika kokenli bir tiir olan gokkusagi alabaligi;
adaptasyonunun ve yemden yararlanma oraninin yiiksek olmasi, suni yontemlerle
yumurta ve sperm sagiminin kolayligi, kulugka siiresinin kisalig1 ve hastaliklara karsi
dayaniklig1 gibi 6zellikleri nedeniyle iilkemiz yetistiricileri tarafindan tercih edilen bir
tir olmustur (Yilmaz, 2011). Ulkemizde i¢ sularda ve denizlerde iiretimi yapilan
alabaliklarin 2019-2020 yillarina gore artis miktarlari Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK-

2020) verileri baz alinarak hazirlanan Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Alabalik yetistiriciligi 2019-2020 yillarina gore iretim miktarinin dagilimi
(TUIK 2020). (URL -1)

Yetistiricilik alan1 ~ Balik tiirii 2019 2020
. Alabalik (Gokkusag) 113678 126101
I Ton
¢ su (Ton) Alabalik (Salmo sp.) 2375 1804
. Alabalik (Gokkusagi) 9411 18182
D T
eniz (Ton) Alabalik (Salmo sp.) 281 507




Tiirkiye’de modern iiretim teknikleri kullanilarak yetistiriciligi yapilan ilk balik
tiirli gokkusag1 alabaligidir. Ankara {iniversitesi, Ziraat Fakiiltesi ve Tarim ve Koy Isleri
Bakanhigmnin girisimiyle ilk {iretim denemeleri Konya Konuklar Devlet Uretme
Ciftliginde gergeklestirilmistir (Celikkale vd., 1999). 1968 yilinda Bilecik-Sogiit’te ilk
0zel alabalik ¢iftligi kurulmustur (Elbek vd., 1992).

Salmonidae familyasindan olan alabaliklar soguk, berrak ve bol oksijenli gol,
akarsularda yasarlar. Genellikle ince uzun bir viicut yapisina sahip alabaliklarin en ayirt
edici ozelliklerinden biri sirt yilizgeci ve kuyruk yiizgeci arasinda bulunan adipoz (yag)
yiizgecidir (Sekil 1.) (Celikkale, 2002). Alabaliklar karnivor (etgil) canlilar olup tiirlere
gore degisen sayida dislerinin varligi bildirilmistir (Dolgun, 2015). Alabaliklar hayat
evrelerini gore hayatlariin tamamini i¢ sularda gecirenler ve yasamlarinin bir
bolimiinii tath sularda, bir boliimiinii de denizel ortamlarda siirdiiren (Anadrom) olmak
tizere iki gruba ayrildigi bildirilmistir (Celikkale, 2002). Alabaliklar cografik
kokenlerine gore Avrupa ve Kuzey Amerika olmak lizere iki gruba ayrilmis olup
tilkemizde genel olarak Kuzey Amerika orjinli gokkusagi alabaliginin yetistiriciligi
yapildig1 rapor edilmistir (Dolgun, 2015). Gokkusagi alabalig1 diger alabalik tiirlerinde
de oldugu gibi sirt tarafinda bir adipoz ylizgeci bulunmaktadir. Dorsal yiizgecinde 10-
12, anal yiizgecinde ise 8-12 yumusak 1sina sahip olup pul yapisi sikloid ve kiigiiktiir.
Bu baliklar yan taraflarinda gokkusagi goriinimlii bir bant bulunmasiyla karakterize

olmus ve bu nedenle gokkusagi alabaligi olarak isimlendirilmistir (Y1lmaz, 2011)

Adipoz Yiizgec

Sekil 1. Gokkusagr alabaligi (Oncorhynchus mykiss) (Anonim)(URL-2)



Balik yetistiriciliginde 1990 yilina kadar olan siirecte 15-20 bakteri tiirii hastalik
etkeni olarak bildirilmistir (Munro, 1982). Son yillarda ise baliklardaki hastalik
vakalarindan 70 civarinda bakteri tiirti hastalik patojeni olarak izole edildigi rapor
edilmistir (Woo vd., 2003).

Cografik olarak farkli o6zellik gosteren bolgelerde Yyapilan arastirmalarda
gokkusagi alabaliklarinda bakteriyel hastalik etkeni olarak Aeromonas spp.,
Pseudomonas spp., Vibrio spp., Streptococcus spp., Flexibacter spp., Yersinia spp.
tespit edilmis olup bunlar iginde 6zellikle Aeromonas salmonicida, Yersinia ruckeri,
Vibrio anguillarum ve Lactococcus garvieae hastalik etkenlerinin ciddi kayiplara yol
actigl bu arastirmalarda belirtilmistir (Akinbowale vd., 2006; Avci vd., 2010; 2014;
Burka vd., 1997; Cagirgan, 2004; Kum vd., 2004; Balta vd., 2010; Balta vd., 2019;
Schmidt vd., 2000; Tanrikul, 2007). Ozellikle Dogu Karadeniz Bolgesinde kiiltiirii
yapilan gokkusagi alabaliklarindan farkli bakteriyel balik patojenleri izole edilmistir.
Mevsimsel olarak ani su sicakligi degisimlerin baliklarda stres nedeni oldugu ve immun
sistemin baskilandig1 bildirilmistir (Dengiz Balta, 2010; Dengiz Balta vd. 2017). immun
sistemi baskilanmig baliklarda bakteriyel hastalik etkenlerinin zaman zaman toplu
Oliimler meydana getirdigi ve bu dliimlere bagli olarak biiyiik ekonomik kayiplarin
meydana geldigi rapor edilmistir. Siirdiiriilebilir bir iiretim igin bakteriyel balik
patojenlerin izole edilerek etkin tedavi ve kontrolin yapilmasmnin 6nemi farkli
aragtirmalarda vurgulanmistir (Balta vd., 2016; 2017; 2019a; 2019b; Balta vd., 2016;
Balta, 2016; 2020).

1.2. Balik Hastaliklar1

Kiiltiir baliklarinin yetistiriciliginde olusan belli bash kayiplar; kimyasal zehirler,
beslenme eksikligine bagli yetersizlikler veya tiretim tekniklerindeki hatalar gibi bazi
faktorlerden ileri gelebilecegi bildirilmektedir. Bununla birlikte en fazla kayip
oranlarina, patojen mikroorganizmalarin sebebiyet verdigi hastaliklar nedeniyle oldugu

rapor edilmistir (Roberts vd., 2001).



Baliklarda hastaligin seyrini; konagin durumu, patojen mikroorganizmanin
viriilensi ve gevresel faktorler gibi bir dizi karmasik kosullarin etkiledigi bir siire¢ olup
bulasict hastalik etkenleri su iiriinleri tiretimini siirlayici bir etkiye sahip oldugu rapor
edilmistir (Guijarro vd., 2015).

Balik hastaliklari, hastaliklara neden olan patojen mikroorganizmalarin,
etiyolojilerine gore birlikte smiflandirilmaktadir. Bircok hastaligin etkeni birbirine
yakin ozellikler gostermekte olup akraba organizmalar tarafindan meydana getirilirken,
bu etkenlerin arasindaki farkliliklarin dogru tespit edilmesi ile hastaligin tedavi
stireglerini olumlu etkileyecegi bir gergektir. Hastaliklari meydana getiren patojen
organizmalarin orjinlerine goére; parazitik, bakteriyal, viral ve fungal olarak
smiflandirilmaktadir (Roberts vd., 2001).

1.2.1. Bakteriyel Balik Hastaliklari

Bakteriler ¢ok kiigiik canlilar olup hizla ¢cogalma kabiliyetine ve giicline sahip
olduklar1 igin ¢ok fazla rastlanilan mikroorganizmalardir. Baz1 bakteri tiirleri yogurt
yapimindan antibiyotik elde edilmesine kadar genis bir yelpazede insanlara fayda
saglamak igin insanlar tarafindan kullanilirken bazi bakteri tiirleri ise insanlarda ve
hayvanlarda ciddi hastaliklar meydana getirebilmektedir (Roberts vd., 2001).

Baz1 bakteri tiirleri de konak¢i olarak baliklart segmekte ve baliklarda
hastaliklarin olusmasina neden olmaktadir. Insanlarda ve memeli hayvanlarda yaygin
olarak bulunan bakteri tiirleri konakgilarini 6ldiirme giiciine sahipken, baliklarda birkag
bakteri tiirti haricindeki bakteri tiirleri ise ¢evre kosullarinin olumsuz etkileriyle birlikte
virlilans 6zelligini artirmakta ve baliklarda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan
hastaliklar1 meydana getirmektedir. Laboratuvar ortamlarinda baliklarda bulunan
bakterilerin teshisi i¢in enfekte olmus baliklarin solungag ve i¢ organlarindan uygun
besi yerlerine ekim yapilarak bakterilerin izolasyonu ve gelisiminin incelenmesi
gerekmektedir. Laboratuvar ortaminda kati ve sivi besi yerleri kullanilarak kolayca
tiretilebilen bakteriler, boyama metotlar1 kullanilarak boyanabilmekte ve boylece 151k
mikroskobu altinda kolaylikla tespit edilmektedir. (Roberts vd., 2001).



1.2.2. Lactocococus spp.

Tablo 2. Lactococcus spp taksonomik siniflandirma ( URL-3)

Alem: Bacteria
Alt Alem : Posibacteria
Sube : Firmicutes
Sinif : Bacilli
Takim : Lactobacillales
Aile : Streptococcaceae
Genus: Lactococcus
Tiir: Lactococcus chungangensis
Tiir : Lactococcus fujiensis
Tiir : Lactococcus garvieae
Alt Tiir : Lactococcus lactis cremoris
Alt Tiir : Lactococcus lactis hordniae
Tiir : Lactococcus lactis
Alt Tiir : Lactococcus lactis lactis
Alt Tiir: Lactococcus lactis tructae
Tiir : Lactococcus piscium
Tiir : Lactococcus plantarum

Tiir : Lactococcus raffinolactis

Lactococcus cinsi 7 tiirii kapsamakta olup (tablo 2.) bunlar igerisinde hastalik
etkeni olarak tanimlanan tek tiir Lactococcus garvieae ‘dir. Baliklarda Laktokokkozis
olarak bilinen hastaligin etkenidir (Cai vd., 2011). Buna karsin genetik ¢alismalar
sonucunda gen banka yiiklenmis Lactococcus garvieae genomik verilerinin analiz
edildigi bir ¢alismada ortalama niikleotid kimlik degerlerine dayandirilarak dort farkli

grubun veya alt grubun varligindan bahsedilmistir. (Kumru, 2021).

L. garvieae oval, sporsuz, hareketsiz, kapsiillii ya da kapsiilsiiz olabilen 0,7-1,4
um caplarinda gram pozitif bir bakteri olup sivi besi yerlerinde kisa zincirler, kanl
agarda alfa hemoliz, kat1 besi yerlerinde gri veya beyaz renkli koloniler olusturan
fakiiltatif anaerob (oksijensiz solunum) bir bakteridir ( Kav vd., 2007; Timur vd., 2011).


https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=956097
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=956114
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=956133
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=956239
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=956535
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=962800
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=962797
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=962795
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=969505
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=969508
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=969506
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=969507
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=962799
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=962796

Ulkemizde laktokokozis hastaligmin etkeni olan Lactococcus garvieae ilk kez
Ege Bolgesindeki bir gokkusagi alabaligr iiretim ciftliginde 2001 yilinda goriildiigi
bildirilmistir (Diler vd., 2002). Bu hastalik 6zellikle su sicakliginin 15-22°C ye ulastigi
yaz aylarinda %60-80’lere varan oliimler nedeni ile dnemli ekonomik kayiplara neden

oldugu rapor edilmistir (Balta vd., 2019; Eldar vd., 1999; Diler vd., 2002,).

Yapilan ¢aligmalarda hastalikli baliklarin yem almadiklari, sersem bir sekilde su
yizeyinde durduklari, ylizmede anormallik, gbziin korneasinda konjesyon (kan
birikmesi), solunga¢ lamellerinde kanama, yiizgeglerin tabaninda, burun - gz ¢evresi
ile ¢ene altinda, dalak, bobrek, ve karacigerde nokta vari hemorajiler, splenomegali
(dalak biiyiimesi), hava kesesinin siskin ve yangili oldugu, bagirsaklarinda sarimtirak
bir igerikle dolu oldugu rapor edilmistir (Balta vd., 2019; Durmaz vd, 2015).

Ulkemiz sularinda yaygin olarak kiiltiirii yapilan gokkusagi alabaliklarinda su
sicakliginin arttigi yaz donemlerinde toplu Oliimlere sebebiyet veren kok hastaliginin
etkeni olabilecegi diisiiniilen Lactococcus spp. izolatlari; Dogu Karadeniz Bolgesindeki
6 farkli gokkusagi alabaligi ciftliklerinde ortaya ¢ikan degisik zaman araliklaridaki
hastalik vakalarindan fakiiltemiz hastalik laboratuvarina getirilen ornekler arasindan
tespit edilerek kullanildi. Hastalikli baliklarin i¢ organlarindan (Bobrek ve Dalak)
TSA’ya ekimler yapildi ve 20°C’de inkiibasyona birakildi. Ekim yapilan TSA’da saf
kiiltirler halinde tireyen kolonilerden %5 koyun kani igeren kanli agar besi yerlerine
ekimleri yapildi. Bakterilerin hemoliz olusturup olusturmadig:r kontrol edildi. Kanl
agarda elde edilen saf kiiltirden elde edilen etkenlere API 20 strep test Kkitleri
kullanilarak biyokimyasal testleri yapildi.



Sekil 2. Kanli agarda izole edilen Lactococcus spp. izolatlarindan streil 6ze ile 6rnek

alma (Orijinal).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Balik Ornekleri

Dogu Karadeniz Bolgesindeki 6 farkli gokkusagi alabalik isletmesinden 2019-
2021 yillar1 arasinda kok enfeksiyonu stiphesi ile Fakiiltemiz Hastaliklar Laboratuvarina
getirilen hastalikli gokkusagi alabaliklarindan izole edilen bakteri izolatlar1 bu
caligmada kullanildi. Genellikle su sicakliginin arttigi yaz aylarinda kok enfeksiyonu

stiphesi ile laboratuvara balik drnekleri daha fazla gonderildi.

Laboratuvara getirilecek hasta baliklarin 6rneklenmesinde hastaliktan Glenlerle
ayn1 semptomu gosteren baliklarin getirilmesine istenildi. Ozellikle halsiz ve istahsiz,
renkte kararma, gozlerde cift tarafli ekzofthalmus, gibi semptomlar gdsteren baliklarin
secilmesine 6zen gosterilmesi ireticiden talep edildi. Her 6rneklemede havuzlardan
hastalik belirtisi gosteren en az 10’ar adet balik 6rneklenmesi ve 6zellikle 6lmek iizere

olan gokkusagi alabaliklarin laboratuvara gonderilmesi gerektigi iireticiye bildirildi.

Hastalik vakasi ¢ikan gokkusagi alabalik isletmelerin her birindeki havuz veya
kafeslerden en az 10 balik se¢ilmesi talep edildi. Calisma siiresince laboratuvara 13 kez
hastalikli balik 6rnegi getirildi. Tez galigmasi siiresince toplam 250 adet balik muayene
edildi. Ekim sonucu her havuz veya kafeslerden iireyen kok etkenleri i¢in bir izolat
numaras1 verildi. Alinan orneklere yapilan nekroskopi incelemelerinde i¢ organlarda
kanamalar, karacigerde renk degisimleri, karacigerde ve plorik ¢ekumda petesiel

kanamalarin oldugu gézlendi.



2.2. Metod

2.2.1. Hastalik Etkeninin izolasyonu

Hastalik vakalarinda tipik semptom gosteren baliklarin i¢ organlari agilarak 6ze
yardimu ile bobreklerinden ve dalaklarindan alinan 6rnekler lam tizerine ilave edilmis
bir damla steril fizyolojik tuzlu su (FTS; %085‘lik NaCl) ile karistirildi. Hazirlanan
preparat 40’lik objektif altinda bakterinin varligi mikroskobik olarak incelendi.
Mikroskop bakida bakterilerin kisa zincir, tek veya c¢iftli yuvarlak hareketsiz
bakterilerin oldugu goriildii. Hazirlanan bu preparat alevden ii¢ kez gegilerek fikse
edildi. Preparat soguduktan sonra Gram boyama yontemiyle boyandi. Boyanmis
preparatin lizerine immersiyon yagt 1-2 damla damlatilarak mikroskobun 100’lik
objektifte muayene edildi. Inceleme sonucunda mikroskobik sahada gériilen bakterilerin
morfolojik 6zelliklerine gore bakterilerin mor renkte goriilmesi Lactococcus spp. olma
ihtimali g6z 6ntinde bulunduruldu. Bu ¢alismada bdlgemizde kiiltiirii yapilan gokkusagi
alabalig1 ciftliklerinden 6rneklemelerin yapildigi yer (sehir), oérnekleme tarihi, ekim
yapilan organ ve izole edilen her bir bakteri izolatina ait verilen kod numaralari tablo 3
verildi.

Tipik hastalik semptomu (renkte kararma, gozlerde cift tarafli ekzofthalmus)
goriilen baliklarin mikroskobik muayenesi sonucunda bobrek ve dalak gibi organlardan
Tryptone Soy Agar (TSA) ve Broth (TSB), Brain Heart Infusion Agar (BHIA) ve Broht
(BHIB) agara alevde strelize edilen 6ze yardimi ile ekim yapildi. Ekim yapilan besi
ortamlar1 204+2°C ayarlanmis sogutmali etiive bakteri liremesi i¢in yerlestirildi. TSA ve
BHIA’da 24 saat sonra treyen kiiciik beyaz koloniler mikroskopta incelendi.
Mikroskobik muayene amaciyla hazirlanan preparatta hareketsiz yuvarlak tek, ¢ift ve
kisa zincirli goriilen bakterilerin bulundugu lam havada kurutulup alevden gegirilerek
tespit edildi. Gram boyama ile boyandi. Ayrica TSA ve BHIA’da bulunan bakteri
kolonilerine katalaz ve oksidaz testleri uygulandi. Bu inceleme sonunda hareketsiz,
Gram boyama testi pozitif, katalaz ve oksidaz testleri negatif olan bakteri izolatlarinin
her birine ayr1 kod verilerek stoklandi. Yapilan ¢calismalar sonucunda hareketsiz, katalaz
ve oksidaz testi negatif, Gram boyama testi sonucunda hazirlanan preparatlarin
mikroskobun 100°liik objektifinde incelenmesinde yuvarlak sekildeki tek, ikili veya kisa

zincir seklinde goriilen 25 adet izolat bu tez ¢alismasinda kullanildi.



Tablo 3. Gokkusagi alabaliklardan tespit edilen bakteriyel izolatlara ait bilgiler.

Sira No izolat kodu Organ Ciftlik Konumu Tarihi

1 D-173 Dalak Artvin / Borgka 26.10.2019
2 D-174 Bobrek Artvin / Borgka 26.10.2019
3 D-175 Dalak Artvin / Borgka 26.10.2019
4 D-180 Bobrek Artvin / Borgka 26.10.2019
5 D-181 Bobrek Artvin / Borgka 26.10.2019
6 D-182 Dalak Rize / Ardesen 05.11.2019
7 D-183 Bobrek Rize / Ardesen 05.11.2019
8 D-184 Bobrek Artvin / Borgka 18.11.2019
9 D-185 Bobrek Artvin / Borgka 18.11.2019
10 D-368 Dalak Artvin / Borgka 30.10.2020
11 D-369 Dalak Artvin / Borgka 30.10.2020
12 D-370 Dalak Artvin / Borgka 30.10.2020
13 D-372 Bobrek Ordu / Persembe 04.11.2020
14 D-375 Bobrek Rize / Findikl1 05.11.2020
15 D-380 Bobrek Trabzon / Yomra 12.11.2020
16 D-381 Dalak Trabzon / Yomra 12.11.2020
17 D-382 Bobrek Trabzon / Yomra 12.11.2020
18 D-383 Bobrek Trabzon / Yomra 12.11.2020
19 D-384 Bobrek Artvin / Borgka 18.10.2020
20 D-385 Bobrek Ordu (Sivas) 11.11.2020
21 D-386 Bobrek Rize / Findikli 12.11.2020
22 D-387 Dalak Trabzon / Akgabat 03.11.2020
23 D-388 Bobrek Trabzon / Akgabat 03.11.2020
24 D-398 Bobrek Trabzon / Akgabat 08.02.2021
25 D-492 Bobrek Artvin / Borgkaa 24.04.2021
26 Ref. Meme ATCC 1984-86

Tipik semptom gosteren hastalikli baliklardan TSA ve BHIA’da saf olarak izole
edilen hareketsiz, katalaz ve oksidaz testleri negatif, Gram boyama testi pozitif olan
bakteri izolatlar1 TSB’de {iretilerek tez ¢alismasinin ileri ki safhalarinda kullanilmak
tizere %20 gliserol ile 1 ml toplam hacimde epondorf tiiplere aktarildi. Vorteks
yardimiyla homojenize edildi ve 1iizerine izolat kodu yazilarak etiketlendi.

Etiketlendikten sonra -80 santigrad derecedeki dondurucuda stoklandi.
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2.2.2 Hareket Muayenesi

Tipik hastalik semptomlar1 gosteren gokkusagi alabaliklarin bobreklerinden TSA
ve TSB besi yerlerine ekim yapildi. Ekim yapilan besi yerleri 20°C’de sogutmali etiivde
tiretildi. Etiivde 24 saatlik siire sonunda TSA’da tireyen kolonilerin saf olup olmadigi
kontrol edildi. Daha sonra saf oldugundan emin olunan kolonilerden numune alinarak
hareket muayenesi yapildi. Kisaca, steril bir 6ze yardimi ile TSA’da iireyen saf
koloniden alinan bakteri 6rnegi temiz bir lam iizerine 6nceden bir damla ilave edilmis
olan FTS ile karistirildi. Mikroskobik muayenede bakteri yogunlugunun uygun olmasi
halinde objektif biiylikliigii 40’a ayarlanarak bakterinin hareketli olup olmadigina karar
verildi. Ayrica, etiivde 12 saatlik siire sonunda TSB besi yerinde iireyen bakteri 6rnegi
temiz lam {izerinde direkt bir lup alinarak 40°lik objektifte incelenerek hareketli olup

olmadigina karar verildi.

2.2.3. Katalaz Testi

Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen katalaz enziminin varligmin tespit
edilmesi amaciyla kullanilir. Katalaz enzimi eritrositlerde de bulundugundan kanli besi
yerlerinden alinan orneklerlerle yapilan testlerin sonuglari saglikli bilgi vermez. Bu

nedenle kanli agarda tiretilen bakterilere katalaz testi uygulanmadi.

Saf olarak TSA’da iiretilen kolonilerden alinan bakteri 6rnegi steril edilmis bir 6ze
yardimu ile alind1 ve temiz bir lam iizerine distile su ile siispanse edildi. Uzerine %3 ‘liik
H20: (Hidrojen Peroksit) damlatilarak karistirildi. Bu islemlerin sonunda oksijen
gazinin serbest kalmasindan dolay1 kabarcik olusturan 6rnekler pozitif katalaz enzimine

sahip Ornekler olarak degerlendirildi.
Kabarcik olusturmayan ornekler ise negatif katalaz enzimi icermeyen olarak

degerlendirilmistir. Bu ¢alismada izole edilen bakteri orneklerin test sonuglari Tablo

5’de verilmistir.
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2.2.4. Oksidaz Testi

Oksidaz Testi; baz1 bakteriler tarafindan sentezlenen sitokrom oksidaz enziminin
aktivitesini 6l¢meye yarayan bir testtir. Elde edilen saf kolonilerden alinan bakteri
ornekleri 6nceden oksidaz ayraci damlatilan kurutma kagidigina steril pasteur pipeti
yardimiyla siiriilerek renk degisimlerinin olup olmadigi gézlemlendi. 10 ile 60 saniye
icinde koyu mavi renk olusturan 6rnekler pozitif, olusturmayan oOrnekler ise negatif
olarak degerlendirildi. Bu ¢alismada izole edilen bakteri orneklerine ait oksidaz test

sonuglar1 Tablo 5°de verilmistir.

2.2.5. Hemoliz Testi

Bakterilerin bazilar1 sentezledikleri ¢esitli hemolizin enzimleriyle kandaki
hemoglobini farkli derecede hemoliz etmektedirler. Kanli agarda olusturduklar
hemolizin tipi bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan 6nemli bir 6zelliktir. TSA’da
tireyen bakteri kolonisinden steril bir 6ze yardimiyla alinan bakteri érnekleri %5 koyun
kani iceren kanli agarlara ekimi yapildi. Petri kutusundaki besiyeri 37°C dereceki etiivde
2 gilin boyunca inkiibe edildilerek hemoliz zonlar1 olusturup olusturmadiklar1 gozlendi.
Koloni etrafinda diizglin bir hatla ¢evrilmis ve tamamen seffaf bir halka olusturanlar
beta hemoliz; Koloni etrafinda demir birlesiklerinin olusturdugu yesil renkli, tam seffaf
olmayan bir halka olusturanlar alfa hemoliz; Koloni etrafinda herhangi farkli bir durum

olusturmayan 6rnekler ise gama hemoliz olarak degerlendirildi.
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Sekil 3. Kanli agarda alfa hemoliz gdsteren Lactococcus spp. izolatinin goriiniimii
(Orijinal).

2.2.6. Gram Boyama

Bakteriler hiicre duvarindaki lipitlerin yapilarina gére boyama sonunda mavi-mor
ya da kirmizi—pembe renklere boyanirlar. Gram boyama teknigi kullanilarak yapilan
boyama islemi sonunda bakteriler iki gruba ayrilir. Boyama sonunda mikroskopun 100
objektifinde mavi—-mor renge boyanmis olarak goriinen bakterilerin Gram pozitif,
kirmizi—pembe renge boyanmis olarak goriinen bakterilerin ise Gram negatif bakteriler
oldugu kabul edildi.

TSA’da 24 saat siireyle iireyen saf kolonilerden steril bir 6ze yardimiyla alinan
ornekler temiz bir lam iizerine damlatilmis olan %0,85°lik fizyolojik tuzlu su ile
karistirildi. Oda sicakliginda kuruyan preparatlar alev tlizerinden gegirilerek fiksasyon
islemi yapildi. Hazirlanan preparatlar soguduktan sonra kristal viyole soliisyonu
damlatilarak bir dakika bekletildi ve ardindan saf suyla durulandi. Ardindan preparat
iyot ¢ozeltisi ile kaplanir ve bir dakika beklendikten sonra saf su ile durulandi. Preparat
tizerine %96°lik etil alkol kapatilarak 10-15 saniye beklendi ve yeniden saf sudan
gecirildi. Bu islemin adina dekolorizasyon adi verilmektedir. En son islem olarak
preparat safarin soliisyonu ile kaplanarak 1 dakika bekledikten sonra saf sudan gegirildi.
Kuruyan ornekler iizerine immersiyon yagi damlattirilarak 151k mikroskobunun 100°liik

objektifinde incelendi. Boyama sonunda mikroskobik sahada gézlemlenen bakterinin
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sekli ve rengi Tablo 5’de kaydedildi.

B Kristal Viyolet
B Lugol

[] Alkol

[ Sulu Fuksin

. - S \
/
Gram Pozitif
| | Gram Negatif
€ Kristal Viyole (Mor Boya) @ LugoI Uygulamasi © Alkol Uygulamasi © SuluFuksin veya Safranin
Uygulamasi Mord an% (Dekolorizasyon) (Pembe Kirmizi Boya) Uygulamasi

Sekil 4. Gram Boyama uygulama asamalar1 (Anonim ) (URL-4).

‘ ' %
e = . 4 - 4 i

Sekil 5. Lactococcus spp. izolatinin Gram boyamadan sonraki mikroskop altindaki

goriintimii (Orijinal).

2.2.7. Hastahk Etkenlerin API 20 Strep Testi Ile Tanimlanmasi

TSA, BHIA agarda izole edilen ve bu tez ¢alismasinda kullanilmak tizere -80°C
stoklanan izolatlar derin dondurucudan c¢ikartilarak TSA’da canlandirildi. TSA’da

tiretilen bakterilerin saf olmasia 6zen gosterildi. TSA’da saf olarak iireyen izolatlarin
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her birine hareket muayenesi, gram boyama testi, katalaz ve oksidaz testleri
tekrarlandiktan sonra Kanli agara (%5 koyun kani ilave edilmis.) bakteri suslari ekildi.
Her bir kanli agarin {izerine bakteri stok numarasi yazildi. Ekimi yapilan kanli agarlar
25+1°C’ye ayarlanmis sogutmali etiive iiremesi igin yerlestirildi. Bu besi yerleri
tizerinde 48 saat sonunda treyen saf bakteri kolonilerin hemoliz olusturup
olusturmadig1 kontrol edildi. Bu tez ¢alimasinda bakterilerin tanimlanmasi amaciyla
biyokimyasal testler API 20 strep testi (bioMéricux, Fransa) ile yapildi. Bu amagla API
20 strep test kitlerin kullanim prosediirlerine gore kanli agarda iireyen bakteriler API 20
strep test kuyucuklarina yerlestirildi. Bu test Kitleri 25+1°C’lik inkiibatére yerlestirildi.
API 20 strep test kitleri prosediirene uygun olarak farkli saatlerde kontrol edildi. Renk
degistiren kuyucuklar pozitif olarak kaydedildi. API 20 strep test kitleri 24 saat sonra
etiivden ¢ikartilarak ayraglar ilgili kuyucuklara birer damla olarak damlatilarak ve 10
dakikalik reaksiyon sonrasi renk degisimine gore pozitif veya negatif olarak kaydedildi
(Onalan, 2019) . API 20 strep test kitlerindeki biyokimyasal seker testleri icin 48 saat
beklendikten sonra izolatlarin test sonuglari sar1 renge donenler pozitif (+) veya kirmizi
renge donenler negatif (-) olarak kaydedildi. APl 20 strep test Kitlerine izolatlarin

inokiilesiyondan sonra ilk goriintiileri sekil 6’de verilmistir.

Pe 8 b6 koL
o> L.w2P

Sekil 6. APl 20 strep test kitlerine homojenize bakteri izolatlarin yerlestirildikten

sonraki ilk goriintiisii (Orijinal).

2.2.8. Antibiyogram Testi

Bu tez ¢aligmasinda hastalikli gokkusagi alabaliklarin i¢ organlarindan TSA ve
Brain Heart Infusion Agar (BHIA)’da saf olarak izole edilen L. garvieae oldugu
diistiniilen 25 izolatin her biri i¢in ayri1 ayri1 antibiyogram testi yapildi. Bu besi
yerlerindeki 24 saati gegcmemis taze kiiltlirlerden steril 6ze yardimiyla birka¢ koloniden
alman bakteriler FTS iceren 2 ml tiiplerde vorteks yardimiyla homojenize edilerek

McFarland No:0,5 bulanikligina ayarlandi. Daha 6nceden sterilize edilerek hazirlanmig
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ve +4°C’de tutulan Miiller Hilton Agar (MHA) buzdolabindan ¢ikartilarak 37°C’deki
etiivde 20 dakika siire bekletilerek nemi alindi. Hazirlanan bakteri siispansiyondan 0,1-
0,2 ml alinarak kurutulmus MHA tizerine dokiiliip cam yayma ¢ubugu yardimiyla besi

yeri yiizeyine kuruyana kadar yayildi ( Onalan vd., 2020).

Antibiyotik dispanseri (disk dagitict) yardimiyla MHA {izerine antibiyotik diskleri
dagitildi. MHA besiyerinde bulunan bakteriler 25°C’de 18 saat siireyle lremeye
birakildi. MHA besiyeri iizerinde antibiyotik diskleri tarafindan olusturulan zon gaplari
dijital bir kumpas yardimiyla ol¢iimii yapildi ve Olglilen zon ¢aplar1 kaydedildi.
MHA’da yapilan antibiyogram test sonuglarina ait veriler Tablo 6°da gosterildi.
Antibiyogram test sonuglarina ait veriler Tablo 4’deki standart inkiibasyon zon ¢aplari

araliklaria gore degerlendirildi.

Tablo 4. Antibiyotik disk icerikleri ve inhibisyon disk gap1 sinir degerleri

Disk Standart Inhibisyon Zon Capi (mm)
Antimikrobiyel ajanlar
Konsantrasyonu D OH H Referanslar

Ampisilin (AM) AM 10 pg <13 14-16  >17 NCCLS, 1997
Amoksisilin (AX) AX 10 pg <13 14-17  >18 NCCLS, 1997
Doksisiklin (DO) DO 30 pg <10 11-13 >14  NCLSI, 2013
Enrofloksasin (ENR) ENR 5 pg <16 17-20 >21 NCCLS, 1997
Eritromisin (E) E15pg <I3 14-22 >23 NCCLS, 1997
Florfenikol (FCC) FFC 30 pg <14 15-18 >19 NCCLS, 1997
Oksitetrasiklin (T) T30 g <14 15-18 >19 NCCLS, 1997
Oksolinik asit (OA) OA2pug <10 11-12  >13 NCCLS, 1997
Streptomisin (S) S10pg <11 12-14  >15 NCCLS, 1997
Siilfametoksazol (SMZ) SMZ 100 ug <12 13-16 >17 NCCLS, 1997
Trimethoprim+Sulfamethaksazol ~ SXT 25 pg <10 11-15 >16 NCCLS, 1997

D: Direngli, OH: Orta Hassas, H: Hassas.

Antibiyogram testinde National Committee for Clinical Laboratory (1997)
belirttigi standart disk difiizyon yontemi yardimiyla yapildi ve degerlendirildi.
Antibiyogram testleri i¢in bu ¢alismada, Ampisilin (10pug), Amoksiklin(10ug),
Eritromisin(15png), Enrofloksasin (5 pg), Florfenikol (30 pg ), Gentamisin (10 pg),
Oksitetrasiklin(30pg), Oksolinik  (2pg), Sulfadiazin-Trimetoprim  (25pg),
Sulfametoksazol (25 ng), Streptomisin (10 pg) gibi antibiyotik diskleri kullanildi.
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3. BULGULAR

Bu tez calismasi kapsaminda alabalik iiretim ¢iftliklerinden laboratuvara
gonderilen tipik hastalik semptomlar1 gosteren balik numunelerinden izole edilen 25
adet bakteri izolati kullanildi. Gokkusagi alabaliklardan izole edilen ve Lactococcus
spp. olabilecegi diistiniilen bakteri izolatlarina ilk olarak Gram boyama, katalaz ve
oksidaz testleri yapildi. Test sonuglarma gore Gram pozitif, katalaz ve oksidaz testi
negatif olan izolatlardan farkli sistemlerden ve bolgelerden 25 adet izolat secildi. Bu
bakteri izolatlar1 kanli agar besi yerlerine ekilerek 24 saat sonraki kolonilerle API 20
strep testi yapildi. L. garvieae’nin referans (ATCC 43921) susuna yapilan API 20 strep

testi sonuglari, bu ¢alismada kullanilan izolatlarin sonuglari ile karsilastirildi.

Hastaliga yakalanan baliklarda istahsizlik, bas, géz ve yiizge¢ tabanlarinda
kanama, ekzoftalmus (tek ve ya cift tarafli), semptomlar gosterdigi bildirildi.
Davranigsal olarak hasta baliklarin halsiz bir sekilde su yilizeyine yakin yiizdiikleri ve
havuzun su ¢ikis bolgelerinde toplandiklari bildirildi. Nekroskobik muayenede ig
organlarda kanamalar, karacigerde renk degisimleri, karaciger, plorik ¢ekumda ve hava
kesesi tizerinde noktasal kanamalar oldugu goriildii. Bagirsaklarin siskin iginin beyaz
bir sivi ile dolu oldugu ve boylu boyunca yaygin kanamalar oldugu gozlendi. Kok

enfeksiyonlu bir gokkusagi alabaliginin tipik dig goriiniimii Sekil 7°de ve i¢ organlarin

goriiniimii Sekil 8de verildi.

Sekil 7. Kok enfeksiyonu olan bir gokkusagi alabaligimin tipik dis goriiniimii (Orijinal).
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Sekil 8. Kok enfeksiyonlu bir gokkusag alabaliginin i¢ organlarin goriiniimii (Orijinal).

L. garvieae; Gram pozitif, hareketsiz, yuvarlak formunda kisa zincirler olusturan
bir bakteri olup alinan izolatlara oncelikle bu 6zelliklerin varligina bakmak amaciyla

fiziksel ve biyokimyasal testler yapilarak test sonuglari Tablo 5’de verildi.

Hastalikl1 gokkusagi alabaliklarindan izole edilen Lactococcus spp. izolatlarina

yapilan antibiyogram test sonuglarina ait goriintiisii Sekil 9°da verildi

Sekil 9. Lactococcus spp. izolatlarimin antibiyogram test sonuclarina ait goriintii
(Orijinal).
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Tablo 5. Lactococcus spp. izolatlarina ait geleneksel fiziksel ve biyokimyasal test

sonugclari.
Baliklardan izole edilen bakteri izolatlarina verilen kod numarasi

Karakter

Sy f @ g o282 888 5 5

a] o a a o o o o a a a o a
Sekli K K K K K K K K K K K K K
Hareket - - - - - - - - - - - - _
Gram + + + + + + + + + + + + +
Katalaz - - - - - - - - - - - - -
Oksidaz - - - - - - - - - - - - -
OF F F F F F F F F F F F F F
H,S - - - - - = - - - = - - -
Indol - - - - 2 - - - - - - - -
Lysin - - - - . - 2 - - - - - -
Ornitin - - - = - = - - - - - - -
Arjinin + + + + + + + + + + + + +
Nitrat - - - - £ - - 2 - ; - - -
MR testi + + + + + + + + + + + + +
VP testi - - - - - - - - - - - - -
SS testi - - - - - - - - - - - - -
Eskulin + + + + + + + + + + + + +
Hemoliz o o o o o o a a o o o o a
%0 NaCl + + + + + + + + + + + + +
%6,5 NaCl + + + + + + + + + + + + +
+10°C + + + + + + + + + + + + +
+20°C + + + + + + + + + + + + +
+25°C + + + + + + + + + + + + +
+36°C + + + + + + + + + + + + +
+45°C + + + + + + + + + + + + +
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Tablo 5. (devami)

Baliklardan izole edilen bakteri izolatlarina verilen kod numarasi

Karakter 24

% 88 8 2 88 § 8§ § ¢

o o a o a a a Ao a o 0 a o4
Sekli K K K K K K K K K K K K K
Hareket - - - - - - - - - - - - -
Gram + + + + + + + + + + + + +
Katalaz - - - - - - - - - - - - -
Oksidaz - - - - - - - - - - - - -
OF F F F F F F F F F F F F F
H2S - - - - - - - - - - - - -
Indol - - - - - - - - - - - - _
Lysin - - - - - - - - - - - - -
Ornitin - - - E - = - - - ' - - -
Arjinin + o+ + o+ + + + o+ + + o+ + +
Nitrat - - - - < - - , - - - - ;
MR testi + 4+ + 4+ + + + o+ + + O+ + +
VP testi - - - - E - = - - . - - -
SS testi - - - - = - - - - - - - -
Eskulin + + + + + + + + + + + + +
Hemoliz o o o o o o o o a a o o o
%0 NaCl + o+ + o+ + + + o+ + + o+ + +
%6,5 NaCl + o+ + o+ + + + o+ + + o+ + +
+10°C + o+ + o+ + + + o+ + + o+ + +
+20°C + o+ + o+ + + + o+ + + o+ + +
+25°C + o+ + o+ + + + o+ + + o+ + +
+36°C + o+ + o+ + + + o+ + + o+ + +
+45°C + o+ + o+ + + + o+ + + o+ + +
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3.1. API 20 Strep Test Sonuclar:

APl 20 Strep testi yapilan izolatlarda; Voges Proskuer (VP) tiim izolatlarda
pozitif; Hippurat hidroliz (HIP) D-185 / 369/ 370/ 387/ 388 izolat kodlu izolatlarda
negatif diger izolatlarda pozitif; Eskulin hidroliz (ESC) biitiin izolat orneklerinde
pozitif; Pirrolidonil arilamidaz (PYRA) biitiin izolat &rneklerinde pozitif; a-
Galaktosidaz ( a-GAL) D-368 / 369 / 370 / 384 / 387 / 388 izolat kodlu izolatlarda
pozitif diger izolat Ornekleri ise negatif, B-Glukuronidaz (B-GUR) biitiin izolat
orneklerinde negatif, 3-Galaktosidaz (3-GAL) D-185 /368 / 369 / 370 / 384 / 387 /388
kod numarali izolatlar pozitif diger izolatlar negatif, Alkalin fosfataz (PAL) D-185/ 368
/ 369 / 370 / 384 kodlu izolatlar pozitif diger izolatlar negatif, Losin arilamidaz (LAP)
biitiin izolat 6rneklerinde pozitif, Arjinin dihidrolaz (ADH) D-387 kodlu izolatta negatif
diger izolat orneklerinde pozitif, Riboz(RIB) D-387/388 kodlu izolat 6rneklerinde
negatif diger izolat 6rnekleri ise pozitif, Arabinoz (ARA) D-384 / 387 / 388 kodlu
izolatlarda pozitif diger izolat Orneklerinde negatif, Mannitol (MAN) biitiin izolat
orneklerinde pozitif, Sorbitol (SOR) D-368 / 375 / 384 / 385 kodlu izolat 6rneklerinde
pozitif diger izolat 6rnekleri ise negatif, Laktoz (LAC) D-175/ 368 / 369 / 370 / 375/
380 /381 /382 /384 /386 /387 /388 /398 kodlu izolat drnekleri pozitif diger izolat
ornekleri ise negatif, Trehaloz (TRE) D-385 kodlu izolat negatif diger izolat 6rnekleri
pozitif, Inulin (INU) D-385 / 387 / 388 kodlu izolat 6rnekleri pozitif diger izolat
ornekleri ise negatif, Rafinoz (RAF) D-175/180 /368 / 369 / 370/ 372/ 375/ 384 | 387
/ 388 kodlu izolat 6rnekleri pozitif diger izolat 6rnekleri ise negatif, Amigdalin (AMD)
D-385 kodlu izolat 6rnegi negatif diger izolat érnekleri pozitif, Glikojen (GLYG) D-180
kodlu izolat 6rnegi pozitif diger izolat drnekleri negatif oldugu belirlendi. Biitiin izolat
ornekleri alfa hemoliz olusturdugu gozlendi. Labovutara getirilen gokkusagi
alabaliklarinin dalak veya bobreginden izole edilen bakteri izolatlar1 genel olarak bir
cogu 7143111 ve 7143511 profili olusturdugu tespit edildi. Izolatlara uygulanan API
20 Strep testlerinin sonuglar1 Tablo.6°te verildi. L. garvieae referans izolati
(ATCC43921) ile yapilan API 20 strep test sonuglarina ait ayiraclar ilave edilmeden
onceki ve ilave edildikten sonraki biyokimyasal testlerin sonuglar1 Sekil 10°da
verilmistir. Calisilan bakteri izolatlar1 ile yapilan APl 20 Strep testine ait ilk goriintii ve
aywraglar dokiildiikten (24 saat) sonraki olusan gorintiler Sekil 11 ve 12°de

sunulmustur.
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Sekil 10. L. garvieae referans izolatina (ATCC43921) ait APl 20 Strep testinde
ayiraglar dokiilmeden onceki ve dokiildiikten sonraki biyokimyasal testlerin sonuglar

(Orijinal).

Sekil 11. APl 20 Strep test kitlerine homojenize bakteri izolatlarin yerlestirildikten

sonraki ilk goriintiisii ve 24 saat sonra ayiraglar dokiildiikten sonraki olusan goriintiisii

(Orijinal).

Sekil 12. API 20 Strep test Kitlerine 24 saat sonra ayiraglar dokiildiikten sonraki testin

goriintiisti (Orijinal ).
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Tablo 6. Lactococcus spp. izolatlarina uygulanan API 20 Strep testinin sonuglart.

L. garvieae izolatlarimin API 20 strep test sonuglari

izolatin
< 2 % 2 o

N sz yfEZ3zy52838SE25550
D-173 + + + + - - - - + + + - 4+ - - + - - 4+ - q
D-174 + + + + - - - - + + + - 4+ - - + - - 4+ - q
D-175 + + + + - - - - + + + - 4+ - + + - + + - q
D-180 + + + + - - - - + + + - 4+ - - + - 4+ 4+ + q
D-181 + + + + - - - - + + + - 4+ - - + - - 4+ - q
D-182 + + + + - - - - + + + - 4+ - - + - - 4+ - q
D-183 + + + + - - - - + + + - 4+ - - + - - 4+ - q
D-184 + + + + - - - - + + + - 4+ - - + - - 4+ - q
D-185 + - + + - - 4+ + + + + - 4+ - - + - - 4+ - q
D-368 + + + + + - 4+ + + + + - 4+ + + + - + 4+ - 0«
D-369 + - + + + - 4+ + + + + - 4+ - + + - + 4+ - 0
D-370 + - + + + - 4+ + + + + - 4+ - + + - + 4+ - q
D-372 + + + + - - - - + + + - 4+ - - + - + 4+ - q
D-375 + + + + - - - - + + + - 4+ + + + - + 4+ - 0
D-380 + + + + - - - - + + + - 4+ - + + - - 4+ - q
D-381 + + + + - - - - + 4+ + - 4+ - + + - - + - q
D-382 + + + + - - - - + 4+ + - 4+ - + + - - + - q
D-383 + + + + - - - - + + + - 4+ - - + - - 4+ - q
D-384 + + + + + - 4+ + + + + + 4+ + + + - + + - 0
D-385 + + + + - - - - + + + - 4+ + - - + - - - q
D-386 + + + + - - - - + 4+ + - 4+ - + + - - + - q
D-387 + - + + + - 4+ - + - - 4+ 4+ - + + + + + - 0
D-388 + - + + + - 4+ - + + - 4+ 4+ - + + + + + - q
D-398 + + + + - - - - 4+ 4+ + - + - + + - - + - 0
D-492 + + + + - - - - + + + - 4+ - - + - - 4+ - q
Ref. + + + + - - - - + 4+ + - + - - + - + + - qa

VP: Voges Proskuer, HP: Hippurat hidroliz, ESC: Eskulin hidroliz, PYRA: Pirrolidonil arilamidaz, o-
GAL: a-Galaktosidaz, B-GUR: B-Glukuronidaz, f-GAL: B Galaktosidaz, PAL: Alkalin fosfataz, LAP:
Losin arilamidaz, ADH: Arjinin dihidrolaz, RiB: Riboz, ARA: Arabinoz, MAN: Mannitol, SOR:
Sorbitol, LAC: Laktoz, TRE:Trehaloz, INU:Inulin, RAF: Rafinoz, AMD: Amigdalin ve GLYG:

Glikojen.
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3.2. Antibiyogram Test Sonuclari

Gokkusagi alabaliklarindan izole edilen Lactococcus spp. izolatlarina uygulanan
antimikrobiyel test sonuglarina gore; tiim bakteri izolatlarmin sulfamethoksazol ve
streptomisine %100, trimethoprim+sulfamethaksazole %68, ampisiline %64,
enrofloksasine %40, oksitetrasiklin ve oksolinik aside %36 diren¢ gosterdigi belirlendi.
L. garvieae izolatlarina kars1 amoksisilinin %100, doksisiklinin %76, florfenikolun %64
oraninda tesirli oldugu tespit edildi. Disk diflizyon test sonucunda Olciilen zon
caplarinin degerlendirilmesi sonucu Lactococcus spp. izolatlarina ait hassasiyet
profilleri Tablo 7 da verildi. izolatlarin antibiyotiklere kars1 direng ve hassiyet oranlari

Sekil 12°de gosterilmistir.

Tablo 7. Lactococcus spp. izolatlarinin antibiyogram testi duyarlilik profilleri.

Antibiyotik diskleri

3 ;:2 50 = 0 = 50 0

oy 2 = 2 g 2 ¢ 2 35 2 &

= o ; N i IS) = o s < f D

S £ 3 - : & s & o 6 8 %
D-173 D D D OH H D D H OH H H
D-174 H D D OH D D D H D H H
D-175 D OH D D D D OH H D H D
D-180 H OH D D H D H H D H H
D-181 H H D D H D D D D H H
D-182 H D D D H D H D D H H
D-183 D OH D D D D D OH D OH H
D-184 D OH D D D D D OH D OH H
D-185 D OH D D D D D OH D OH H
D-368 D OH D D D D D OH D OH H
D-369 H H D OH H D H OH OH H H
D-370 H H D OH H D H OH OH H H
D-372 H H D OH H D H OH OH H H
D-375 H H D OH H D H OH OH H H
D-380 H H D OH H D H OH OH H H
D-381 H H D OH H D H OH OH H H
D-382 OH OH D D H D H H H H H
D-383 OH D D D H D H H D H H
D-384 OH D D D H D H H D H H
D-385 D OH D D OH D H D D H H
D-386 H D D D D D D H D H H
D-387 D D D D H D OH D D H H
D-388 H D D D OH D D OH D OH H
D-398 OH OH D D H D H H D D H
D-492 D D D OH H D D OH D H H

AM: Ampisilin, AX: Amoksisilin, DO: Doksisiklin, ENR: Enrofloksasin, E: Eritromisin, FFC:
Florfenikol, T: Oksitetrasiklin, OA: Oksolinik Asit, S:Streptomisin, SMZ: Sulfamethoksazol, STX:
Trimethoprim+Sulfamethaksazol, D: Direngli, OH: Orta Hassas, H: Hassas.
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Sekil 13. Hastalikli alabaliklardan izole edilen Lactococcus spp. izolatlarmnin

antimikrobiyal direng miktarlar1 (%) (Orijinal ).
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Gokkusagr alabalik ¢iftliklerinde &zellikle su sicakliginin 15-22°C ulastig1 yaz
mevsimindeki hastalik olgularinda hastalik etkeni olarak izole edilen L. garvieae’ nin
daha ¢ok porsiyonluk ve iizeri baliklarda siddetli 6liimlere (%60-80) ciddi ekonomik
kayiplarin meydana geldigi bildirilmistir (Balta ve Dengiz Balta, 2019; Eldar vd., 1999,
Diler vd., 2002).

Hastalikli havuz veya kafeslerdeki baliklarda genellikle ilk fark edilen hastaligin
tipik semptomlar1 olan; baliklarda durgunluk, istahsizlik, yiizme bozukluklari, tek veya
cift tarafli ekzoftalmus, yiizge¢ tabanlarinda, burun ve goz cevresi ile ¢ene altinda
hemorolojiler oldugu rapor edilmistir. Hastalikli baliklara yapilan i¢ muayenelerde ise
bobrek, karaciger ve dalakta nokta vari hemorojiler mevcut, splenomegali (dalak
biiyiimesi), hava kesesinin gergin ve {izerinin kanamali oldugu; bagirsaklarin sar1 renkte
ve s1vi kivamda bir igerikle dolu oldugu rapor edilmistir (Balta vd., 2019; Durmaz vd.,
2015).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda Dogu Karadeniz Bolgesindeki 6 farkli Gokkusagi
Alabalik Ciftliginden Fakiiltemiz Hastaliklar Laboratuvarina farkl tarihlerde getirilen
tipik hastalik semptomlar1 gosteren (deride kararma, istahsizlik, yiizme anormallikleri,
tek veya cift tarafli ekzolftmus) Ornekleri se¢ildi. Baliklar segilerek bunlarin dalak ve
bobreklerinden izole edilen 25 adet bakteri susu iizerinde APl 20 srep testi
uygulanmistir. Karsilagtirmalar i¢in 1 Adet Referans susu (ATCC43921) kullanilmustir.
Uygulan API 20 strep testi sonuglarina gore izolatlarin ¢ogunlugu 7143111 ve 7143511
profili gosterdigi goriildii. Bakteri izolatlarinin 25°C’deki API 20 strep profili 7143551,
7143153, 5173111, 7373751, 5373551, 7143751, 5354571 ve 5355571 olarak tespit
edilmistir. Referans susun API 20 strep profili 7143151 olarak belirlenmis ve APl web
sisteminde Lactococcus lactis ssp. lactis’e %82,7 ve Enterococcus faecium’a %9,8
oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Refarans sus ile sadece birebir uyusan bir
izolatin (D-372) oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligma sonucunda ortaya konulan API 20
strep test sonuglarmin API profili internet ortamindan API wep sisteminden
karsilastirilarak belirlenmistir. Izolatlara ait api profili ve benzerlik oram yiizde olarak

Tablo 8 *de verilmistir.
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Tablo 8. Bakteri izolatlarina ait API profillerin APl wep sistemindeki benzerlik

oranlari.

izolatlar  API profili Benzerlik yiizdesi

D-173 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis  %27,9 Enterococcus faecalis
D-173 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis  %27,9 Enterococcus faecalis
D-175 7143551 9%62,2 Lactococcus lactis ssp. lactis %22 Enterococcus faecalis

D-180 7143153 %84,6 Lactococcus lactis ssp. lactis ~ %10,1 Enterococcus faecium
D-181 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis  %27,9 Enterococcus faecalis
D-182 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis ~ %27,9 Enterococcus faecalis
D-183 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis  %27,9 Enterococcus faecalis
D-184 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis  %27,9 Enterococcus faecalis
D-185 5173111 %67,3 Lactococcus lactis ssp. lactis ~ %27,9 Enterococcus faecalis

D-368 7373751 %74,4 Enterococcus faecium %14,2 Streptococcus uberis
D-369 5373551 %94,9 Enterococcus faecium %4,1 Lactococcus lactis ssp. lactis
D-370 5373551 %94,9 Enterococcus faecium %4,1 Lactococcus lactis ssp. lactis
D-372 7143151 %82,7 Lactococcus lactis ssp. lactis ~ %9,8 Enterococcus faecium
D-375 7143751 %92 Enterococcus faecalis %5,8 Streptococcus uberis

D-380 7143511 %59,9 Enterococcus faecalis %35 Lactococcus lactis ssp. lactis
D-381 7143511 %59,9 Enterococcus faecalis %35 Lactococcus lactis ssp. lactis
D-382 7143511 %59,9 Enterococcus faecalis %35 Lactococcus lactis ssp. lactis
D-383 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp lactis ~ %27,9 Enterococcus faecalis
D-384 7143751 %92 Enterococcus faecalis %?5,8 Streptococcus uberis

D-385 7143511 %59,9 Enterococcus faecalis %35 Lactococcus lactis ssp. lactis
D-386 7143511 %59,9 Enterococcus faecalis %35 Lactococcus lactis ssp. lactis
D-387 5354571 %77,8 Enterococcus faecium %20,3 Globicatella sanguinis
D-388 5355571 9%99,9 Enterococcus faecium %0,1 Lactococcus lactis ssp lactis
D-398 7143511 %59,9 Enterococcus faecalis %35 Lactococcus lactis ssp. lactis

D-492 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp lactis ~ %27,9 Enterococcus faecalis

Ref. 7143151 %82,7 Lactococcus lactis ssp. lactis  %9,8 Enterococcus faecium

Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal testler organizmanin
fizyolojik profili tizerine oldukga 6nemli bilgiler sunmasina karsin mikroorganizmayi
tiir seviyesinde tanimlamada yeterli olmadigi tespit edilmistir. Bu calisma referans
susun bile Lactococcus garvieae olarak API 20 strep testi ile dogru tanimlanmadigini ve
API web sisteminde Lactococcus lactis ssp. lactis’e %82,7 ve Enterococcus faecium’a

%9,8 oraninda benzerlik gostermesi ile hatali sonug vermistir. Bu nedenle bu sistemlerle
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tanimlamanin dogru yapilamayacagi kanisina varimistir. Bu da bize dogru
tanimlamanin yapilabilmesi i¢in genetik diizeyde c¢aligmanin yapilmasi gerektigini
gostermektedir.

Genetik calismalar sonucunda gen banka yiiklenmis Lactococcus garvieae
genomik verilerinin analiz edildigi bir ¢alismada ortalama niikleotid kimlik degerlerine
dayandirilarak dort farkli grubun veya alt grubun varligindan bahsedilmistir (Kumru,
2021).

L. garvieae’nin fenotipik, serotipik ve genotipik farkliliklarinin belirlenmesi
amaciyla gerceklestirilen c¢alismada Tirkiye’nin muhtelif bolgelerinden farkli
zamanlarda izole edilmis 22 farkli L. garvieae izolatinin fenotipik olarak 3 farkli profil
olusturduklari (Sekil 14) API Rapid ID 32 Strep ile belirtilmistir (Onalan vd., 2016).

= s = o |8
: : HE AL
Testin Testin | , | 5 3 456789 1011 12 13 14 15 16 17 18| 19 |20 21|22
Kodu Adi < < < 20 21|22
1.0 ADH + + + 4+ 4+ + 4+ + 4+ + 4+ ||+ |+
1.1 BGLU | + + + + ++ 4+ ++ + + + + + + F+ + |+ +]+
1.2 BGAR | - S e e e = owe & B s s G 3B oo NS =
1.3 BGUR | - ol = E e W e = B H e B 3G WS @
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Sekil 14. L. garvieae izolatlarinin APl Rapid ID 32 Strep testi sonucu biyokimyasal
profil farkliliklar1 (Onalan vd., 2020).
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Arastirmacilar ayni izolatlar1 ile gergeklestirdikleri genetik profilleme sonrasinda
ise 22 izolatin 10 farkli grup (Sekil 15) olusturdugunu belirtmislerdir (Onalan vd.,
2016).
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Sekil 15. L. garvieae izolatlarmin LCGL_0441 ve LCGL 0658 gen lokuslarindaki
allellerinden elde edilen binomial veriler ile olusturulan dendrogram (Onalan ve

Arabaci, 2016).

Gokkusagi alabaliklarindan elde edilen izolatlarin antimikrobiyal ajanlara direng
ve hassasiyetlerini  belirlemek i¢in disk difflizyon yontemi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Yapilan test sonucuna gore tiim izolatlarin Sulfamethoksazol ve
Streptomisin’e %100 direngli oldugu gozlenmistir. L. garvieae izolatlarina karsi

Amoksisilinin %100, Doksisiklinin %76, Florfenikolun %64 tesirli oldugu gézlendi.
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L. garvieae, 0,7-1,4 um caplarinda gram pozitif,kok seklinde hareketsiz kapsiillii
ya da kapsiilsiiz olabilen bir bakteri olup siv1 besi yerlerinde kisa zincirler ; kanl agarda
alfa hemoliz , kat1 besi yerlerinde gri veya beyaz renkli koloniler olusturan fakiiltatif

anerop bir bakteridir( Kav vd., 2007, Timur vd., 2011).

Gokkusagr alabaliklarindan elde edilen izole edilen izolatlara yapilan oksidaz,
katalaz testinde tiim izolatlar negatif, Gram testinin pozitif, hareket testinin negatif

oldugu gozlendi.

Bakterilerin  tiir tamimlamasinda en fazla kullanilan yontemlerin basinda
geleneksel biyokimyasal ve fiziksel testler gelmektedir. Geleneksel biyokimyasal
testlerin yani sira APl hazir test kitleri de kullanilmakta olup, bu API test Kitlerinin
hatali inkiibasyon sicakliginda uygulanmasi sonucunda hatali isimlendirmelerin

yapildigi bildirilmektedir.

Hastalik balik iiretim ciftliklerinin ekonomik kayiplar verdigi énemli sorunlarin
basinda gelmektedir. Hizl1 tan1 tedavi balik 6liimlerinin en az indirgenmesinde dnemli
rol oynayacaktir. Tedavi siireci hastalig1 olusturan etkenin tanimlanmasi ile hem dogru

hem daha etkili bir sekilde yiiriitebilecektir.

Dogu Karadeniz Bolgesinde karadaki Alabalik ciftlikleri genellikle ayni dere
tizerinde kuruludur yani derenin deniz seviyesine yakin olan ¢iftlik derenin kaynagina
yakin olan ¢iftliklerde hastalik olmasi durumunda bu hastalik yiikiinii en sonda ki
ciftlige kadar iletmis olacaktir. Cogu aile isletmesi olan bu ciftliklerin salgin hayvan
hastaliklarla miicadele kapsaminda ayni biiylikbag ve kiigiikkbas oldugu gibi devlet
destekli asilamaya alinmalidir. Boylece bolgedeki ciftliklerinin hastalik sebebiyle
ugrayacag1 zararlar azaltilarak ekonomik olarak kalkinma saglanabilir. Ayrica saglikl

bir protein kaynagi olan baligin siirdiirebilir liretimi saglanacaktir.

Hastaligin etkeninin dogru tam1 ve tespiti o etkene karst kullanilacak
antibiyotiklerin dogru doz ve siirede kullanilmasina katkida bulunacaktir; boylece bu
etkenlerin bu antibiyotiklere diren¢ olusturmasi ve etkisini azaltmasinin Oniine

gegilebilir.
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Hastaliklarin genellikle su sicakliginin arttigi donemlerde olusmasi nedeniyle su
sicakliklarin artmadan baliklarin bagisiklik sistemini giiclendirici vitamin destegi

verilmesi ve asilamanin yapilmasi 6nemlidir
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