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OZET

ANTALYA ILi CIVARINDAKI BAZI ALABALIK CiFTLIKLERINDEN
LACTOCOCCUS GARVIEAE’NIN iZOLASYONU

Erbiulent ALTAN
Yiiksek Lisans Tezi, Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dal
Damsman: Prof. Dr. Jale KORUN

Aralik 2019; 61 sayfa

Bu caligmanin amact Antalyadaki baz1 gokkusagi alabaliklari isletmelerindeki
hasta baliklardan izole edilen Lactococcus garvieae suslarinin tanimlanmasidir.
Calismada ayrica suslarin antibiyotik duyarlilig1 ile Coklu Antibiyotik Direng (CAD)
indeks degerleri de c¢alistlmistir. Bu amacla 2018 yilimin Haziran ile Eyliil aylan
arasinda Kemer, Korkuteli, Manavgat ve Akseki deki alabalik isletmelerine gidilmistir.
Isletmelerdeki havuz suyu sicakligi 8 °C’den 21 °C’ye kadar degismistir. Calismada
viicut agirhiklart 180 gramdan 350 grama kadar olan toplam 30 adet Ornegi
kullanilmistir. Laktokokkozisden etkilenen baliklarda durgunluk, istahsizlik, deri
renginde koyulasma, tek ya da iki tarafli ekzoftalmus, opaklasma ve hemoraji
gozlenmistir. Nekropside, i¢ organlarda kanama, dalagin biiylimesi ve koyulagmast,
karacigerde kanama ve asites tespit edilmistir. Hasta baliklarin karaciger, dalak ve
bobreklerinden alinan rnekler Beyin Kalp Infuzyon Agar (BHIA) a inokiile edilmistir.
Ekimli Petri kutular1 25 + 2 °C de 72 saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi,
izole edilen bakteri suslarina fenotipik ve molekiiler tan1 teknikleri uygunlamis ve 75
sus Lactococcus garvieae olarak tanimlanmigtir. Antibiyogram test sonuglarina gore
suslarin hepsinin ampisiline diren¢li oldugu bulunmustur. Suslarin ampisilin disinda
diger antibiyotiklere kars1i duyarlilik ve diren¢ durumlart degisiklik gostermistir.
Suslarin Coklu Antibiyotik Direng (CAD) indeks degerleri sirasiyla 0,22; 0,33 ve 0,44
olarak bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Gokkusagi alabaligi, Laktokokkozis, Lactococcus
garvieae, Antimikrobiyal duyarlilik, CAD.

JURI: Prof. Dr. Jale KORUN
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ABSTRACT

ISOLATION OF LACTOCCOCCUS GARVIEAE FROM SOME TROUT
FARMS NEAR ANTALYA PROVINCE

Erbulent ALTAN
PhD Thesis in Aquaculture Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Jale KORUN

December 2019; 61 pages

The aim of this study is to identify of Lactococcus garvieae strains isolated from
sick fish from some trout farms near Antalya province. Also, antibiotic sensivities and
Multiple Antibiotic Resistance (MAR) index values of the strains were studied in the
study. For this reason, trout farms in Kemer, Korkuteli, Manavgat and Akseki were
visited between June and September of 2018. Temperatures of pond water in the farms
were changed from 8 °C to 21 °C. In the study, total 30 fish samples which their
weights of them were from 180 grams to 350 grams were used. Lethargy, anorexia,
darkening of skin color, uni or bilateral exophthalmus, opacification and hemorrhagy in
the fish affected by lactococcosis were observed. At necropsy, hemorrhagies in the
internal organs, enlargement and darkening of the spleen, hemorrhagy in the liver and
ascites were determined. Samples which were taken from the liver, spleen and kidney of
the sick fish were inoculated onto Brain Heart Infusion Agar (BHIA). The inoculated
Petri dishes were incubated at 25 + 2 °C for 72 hours. After incubation, phenotypical
and molecular diagnostic techniques to the isolated bacterial strains were applied and 75
strains were identified as Lactococcus garvieae. According to the antibiogram tests
results, it was found that the all strains were resistance to ampicillin. Sensivity and
resistance states of the strains to other antibiotics except ampicillin showed change.
Multiple Antibiotic Resistance (MAR) Index values of the strains were found as 0,22;
0,33 and 0,44, respectively.

KEYWORDS: Rainbow trout, Lactococcosis, Lactococcus garvieae, Antimicrobial
sensivity.
COMMITTEE: Prof. Dr. Jale KORUN
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ONSOZz

Balik yetistirciliginin verimli ve saglikli olmasi i¢in dogru planlama, uygun
yonetim ve egitimli personel gibi bircok etken birlikte bulunmalidir. Hayvansal tiretim
yapilan her sektOrde oldugu gibi populasyon yogunlugu, sagliksiz besin ve alan
baskisina bagli stres faktorleri hastaliklarin ortaya ¢ikmasina ve hizli yayilmasina neden
olur.

Havuzlarda populasyonun yogunluguna bagli olarak biyotik ve abiyotik
etkenlerin sucul ortamlarda gortlmesi sonucu etkilerini azaltmak igin kullanilan
kemoterapotik ilaglarin kullanimi artmaktadir. Bu etkenleri bir araya getirdigimizde ise
Uretim tesislerinin is giicii ve maliyetini asan {iriin elde etmesi Ve zarara ugramasi ile
sonuclanmaktadir.

Bu ¢aligmada i¢ su balik yetistiriciliginde en biiylik paya sahip olan gokkusagi
Alabalig1 yetistiriciliginde goriilen ciddi sorunlara yol acan ve biiyiik kayiplara sebep
olan laktokokkozis incelenmistir.

Oncelikle beni bu tez konusunda ¢alismaya ydnlendiren, deneylerin yapilmasi ve
tezin yazilmasi sirasinda benden yardimlarini esirgemeyen Akdeniz Universitesi Su
Uriinleri Fakiiltesi Ogretim Uyelerinden, danigmanim Sayin Prof. Dr. JALE KORUN’a
ictenlikle tesekkiir ederim.

Son olarak maddi ve manevi desteklerinden dolay1r aileme sonsuz tesekkiir
ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

a . Alfa

B : Beta

g : Gram

mg/l : Mili gram/ litre

mm  : Milimetre

pH : Cozeltinin asitlik veya bazlik derecesini tarif eden 6l¢u birimi
ppm : Milyonda bir birim

Mg : Mikrogram

UV  : Ultra Viyole

°C : Derece
% : Yiizde
Kisaltmalar

ABD : Amerika Birlesik Devletleri
AGD : Ameboik Solunga¢ Hastalig1
BCWD: Bakteriyel Soguk Su Hastaligi
BEA : Safra Eksilin Agar

BHIA : Beyin-Kalp Infuzyon Agar
BKD : Bakteriyel Bobrek Hastalig
GAD : Coklu Antibiyotik Direnci
DNA : Deoksiribonukleik Asit

dNTP : Deoksinikleosid trifosfat

dsDNA: Cift Sarmalli DNA Iplik¢igi

viii



EDTA : EtilenDiamin Tetraasetik Asit

ERM : Enterik Kizil Agiz Hastaligi

FAO : Gida ve Tarim Orgiitii

FMS : Fry Mortalite Sendromu

GSP : Glutamate Starch Phenol Red Agar
IPZR : Immiin-PZR Yontemi

I.P.  :Intro-Peritoneal

LAB : Laktik Asit Bakterileri

MAR : Multiple Antibiotic Resistance

MAS : Motile Aeromonas Septicemia
MRSA: Man, Rogossa ve Sharp agar

MR-VP: Metil Red-Voges-Proskauer

NA  : Nurient Agar

NB  : Nutrient Buyyonu

PZR :Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RAPD : Random Amplified Polymorphic DNA
RPM : Dakikadaki Devir Sayis1

rRNA : Ribozomol RNA

RTFS : Rainbow Trout Fry Syndrome
RT-PZR: Es Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu
SKDM: Secici Bobrek Hastalig1r Vasati
sSDNA: Tek Sarmal DNA

TCBS : Thiosulphate Citrate Bile Sucrose Agar
TSA : Tryptic Soy Agar

TSB : Tryptic Soy Buyyonu
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1. GIRIS

Giliniimiizde dogal balik stoklarinin asir1 avlanmasi, denizlerde yiiksek miktarda
plastik ¢op adalar ile iklim degisikliklerinden kaynakli etkiler, dogal balik stoklarinin
stirekliligini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle, su iiriinleri yetistiriciligi gida
yoniinden 6nem tagrmaktadir. Su iiriinleri yetistiriciligi Diinya Gida Tarim Orgiitii (FAO
2018) tarafindan diinyada en hizli biiyliyen gida sektorii olarak belirlenmistir
(Subasinghe vd. 2009; Yavuzcan vd. 2010).

Balik yetistiriciliginin basarili olmasi biiyiik dl¢iide uygun yonetim ile miimkiin
olmaktadir. Bu nedenle, baliklarin yasam siklusunu ve kiiltiir kosullarini bilmek 6nem
arz eder. Bununla birlikte, kiiltiir kosullarinda karsilasilan olumsuzluklar baliklar1 strese
sokacak sekilde asir1 stoklama yapilmasi ve baliklarin patojenlere karst duyarliliklarinin
artmasindan kaynaklanmaktadir (Aftabuddin vd. 2016). Diger hayvansal retim yapan
sektorlerde oldugu gibi hastaliklarda su iiriinleri yetistiriciliginin gelisimi ve siirekliligi
tizerinde dnemli bir engeldir. Hastaliklar sebebi ile kiiltiirii yapilan baliklarda yasanan
kayiplar, tedavi giderleri, {iriin miktar1 ve kalitesindeki diisiis liretim maliyetini arttirir
(Idowu vd. 2017). Hastalik canli bir organizmanin normal fizyolojik fonksiyonlarini
yerine getirmesine engel olan ve klinik bulgular ile ayirt edilebilen patolojik bir
durumdur. Saglikli baliklar hastaliklara karsi direnglidir. Ancak cevresel patojenler
baliklarin bagisiklig1 diisiik oldugunda ve su kalitesi yetersiz oldugunda aktif hastalik
gelisebilir (Idowu vd. 2017). Hastaliklar kendi igerisinde bulasic1 ve bulasici olmayan
hastaliklar seklinde ikiye ayrilir. Bulasici hastaliklara sucul ortamda bulunan ya da diger
baliklar tarafindan tasinan viriis, bakteri, mantar ya da parazit gibi canli faktorler neden
olup bu hastaliklar gerek kiiltiir kosullarinda gerekse dogal ortamlarda balik iiretiminde
diisiise neden olan 6nemli faktorler arasinda yer alir (Aftabuddin vd. 2016; Idowu vd.
2017).

Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) diinya genelinde ekonomik yénden
onemli balik tiirleri arasinda yer alir. Gokkusagi alabalig: kiiltiiriine ilk kez 1879 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde baslanilmistir. Daha sonralar ise gida,
stoklama ve sportif balik¢ilik amaci ile diger iilkelerede ithal edilmistir. Ulkemizde
gokkusag1 alabaliginin kiiltiir ¢alismalarima 1970’11 yillarda baslanilmistir. Bununla
birlikte, kiiltiir ¢aligmalart 1980’li yillarda hiz kazanmistir (Korun 2015). Diger
ilkelerde oldugu gibi, ililkemizde de gokkusagi alabalig: kiiltiiriinii etkileyen hastaliklar
arasinda Lactococcus garvieae’nin neden oldugu laktokokkozis gelir (Korun 2015). L.
garvieae iilkemizde ilk kez 2002 yilinda Diler ve arkadaslari tarafindan bildirilmistir
(Diler vd. 2002). Bu tarihten itibaren hastalik, tilkemizin farkli bolgelerinde kiiltiiri
yapilan gokkusagi alabaliklarindan rapor edilmistir (Korun 2015).

Laktokokkozis diinya genelinde cesitli balik tiirlerini etkileyen Onemli bir
bakteriyel enfeksiyondur. Hastalik etkeni L. garvieae’dir. L. garvieae Gram pozitif,
fakultatif olarak anaerobik, hareketsiz, oval-kok sekilli bir bakteri tiiriidiir (Vendrell vd.
2006; Jung vd. 2009).

Laktokokkozis hiper akut ve septisemik bir durum olarak tanimlanmakla
birlikte, hastaligin gelisimi biiyiik 6l¢lide cevresel kosullara, 6zellikle de su sicakligina
ve suyun mikrobiyolojik kalitesine baglidir. Hastaliktan etkilenen baliklarda baglangicta
istah kayb1 sonrasinda deri renginde koyulasma, durgunluk, diizensiz ylizme davranisi
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ile denge kayb1 gozlenir. Etkilenen baliklarda ayrica tek ya da iki tarafli ekzoftalmus,
ylzgeglerin taban kisimlarinda, perianal bolgede, operkulumda, goziin periorbital ve
intraokuler kisminda kanamalar mevcuttur. Ayrica hasta baliklarda karmm kisminda
siskinlik ile anal prolapsus da gozlenir. Nekropsi de ise hava kesesinde, bagirsakda,
karacigerde, dalak ve bobrekde kanama, dalakda biiylime, karaciger ve dalakda nekroz
ve bagirsak da kanli sivi mevcuttur (Vendrell vd. 2006).

Hastalik etkeni L. garvieae’nin tanimlanmasi bakterinin biyokimyasal ve
antijenik Ozelliklerine gore yapilmasina karsin, L. garvieae’nin insan patojeni olarak
bildirilen Lactococcus lactis subsp. lactis ya da hasta baliklardan izole edilen
Enterococcus-benzeri bakteri tiirleri gibi diger Gram pozitif koklardan ayirt edilmesi
guctir (Jung vd. 2009). Bu sebeplerden dolayi, L. garvieae’nin molekiiler tanimlanmasi
icin 16S rRNA genini hedef alan PZR bazli teknikler gelistirilmistir (Kim vd. 2011).
Tanimlamada kullanilan primer giftleri arasinda PLG-1 ve PLG-2 primer cifti ve
SA1B10-1-F ve SA1B10-1-R primer ciftide yer alir (Zlotkin vd. 1998; Kim vd. 2011).

Gokkusagr alabaligr isletmelerinde laktokokkozisin kontrolii igin siklikla
kullanilan antibiyotiklerin eritromisin, oksitetrasiklin, amoksisilin ve diisiik dozda
doksisiklin oldugu bildirilmistir. Farkli ¢ografik boélgelerden izole edilen L. garvieae
suglarinin enrofloksasin ve nitrofurantoine duyarli oldugu ancak oksolinik asit ile
stilfametoksozal-trimetoprime direngli oldugu bildirilmistir (Vendrell vd. 2006).

Diler ve arkadaslar1 (2002) L. garvieae suslarinin penisilin ve klindamisine
direncli oldugunu ancak eritromisin, ampisilin ve kloramfenikole ise duyarli oldugunu
bildirmistir.

Soltani ve arkadaslar1 (2008) Irandaki alabalik isletmelerinde laktokokkozisin
tedavisinde 6zellikle eritromisin, oksitetrasiklin ve enrofloksasin kullanildigin1 ancak bu
antimikrobiyal tedavilerin etkili olmadigint bildirerek, bu durumdan bakteriyel direng
artisinin sorumlu oldugunu bildirmistir.

Antibiyotik direnci gida yolu ile bulasan hastaliklarin kontroliinde
epidemiyolojik ara¢ olarak kullanilmaktadir. Antibiyotik direnci ayrica antibiyotik
hakkinda bilgi vererek bakteriden kaynaklanan hastalik tedavisine yardimci olabilir.
Coklu Antibiyotik Direnci (CAD) gosteren bakteriler insan saglig1 yoniinden de 6nemli
bir tehdit olusturabilir. CAD tibda, tarimda ve su fdrilinleri yetistiriciliginde
antibiyotiklerin gelisigiizel kullanimindan kaynaklanmaktadir (Al-Dulaimi vd. 2019).
Baliklarda hastaliklara neden olan bakteri tiirleri ile ilgili olarak CAD indeks degerinin
belirlenmesine yonelik c¢alismalarda mevcuttur. Bu calismalar 6zellikle Aeromonas
hydrophila (El-Barbary 2017) Uzerine olup L. garvieae ile ilgili ¢alismalar ise mevcut
degildir.

Bu tez calismasi ile Antalya ilinde yer alan bazi alabalik isletmelerinde
laktokokkozis arastirilarak hastalik etkeni Lactococcus garvieae’nin tanimlanmasi,
bakterinin antibiyotiklere duyarliligi ve Coklu Antibiyotik Direng (CAD) indeks
degerleri belirlenerek bu alandaki eksikligin giderilmesi amaglanmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Diinya’da ve Tiirkiye’de Su Uriinleri Yetistiriciligi

Diinya genelinde su {iriinleri tiretimi 2016 y1l1 itibari ile 171 milyon ton’luk bir
degere ulagmakla birlikte, su tirlinleri yetistiriciliginin toplam icerisindeki payr %47
olup, balikk yemi ve balik yagi kullanimi da dahil olmak iizere gida dis1 kullanim
cikarildiginda ise paymin %53’lik bir degere ulastigi goriilmektedir (FAO 2018).

Su friinleri yetistiriciligi, avcilik tiretiminin nispeten duraganlik gdsterdigi
1980°li yillardan bu yana, siirekli ve istikrarli bir artig gostermektedir. Su Urlnleri
yetistiricilik tiretimi 1950’lerde yaklasik 20 milyon ton iken iiretim 2015 yilinda 160
milyon tona ulasmistir. 2016 yilinda ise iiretim, sucul bitkilerde dahil olmak iizere 110,2
milyon ton olmustur. Devamli yiikselis gosteren su lriinleri yetistiriciliginin 2000
yilinda kiiresel {retime katkist %25,7 iken 2016 yilinda katkisi %46,8 olarak
hesaplanmistir (FAO 2018).

Tiirkiye, Balkanlar ve Ortadogu arasinda bir gecis yolu olup %97°lik kism1 Asya
kitasinda yer alir. Tiirkiye Akdeniz, Ege, Karadeniz ve i¢ deniz 0Ozelligine sahip
Marmara olmak iizere iilke, su siitunlari ile gevrili bir yarim adadir. Ulkemizde 8333
km. kiy1 seridi, 1750000 km.lik nehirleri, 1 milyon hektarlik dogal gélleri, 700 kiiciik
baraj goll dahil olmak Gzere zengin su kaynaklarina sahiptir (Dirican vd. 2009).

Tiirkiye’nin sahip oldugu iklim, su kaynaklar1 ve kiyilar1 boyunca topografyasi
yetistiricilik ¢alismalari i¢in uygun bir zemin olusturur.(Dirican vd. 2009). Tirkiye’de
yetistiricilik faaliyetleri 1970’11 yillarda sazan (Cyprinus carpio) ve gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) kiiltiiri ile baglamis olup, 1980°1i yillardan itibaren Ege ve
Akdeniz’de Avrupa levregi (Dicentrarchus labrax) ve yaldiz bash cipura (Sparus
aurata) yetistiriciligine baglanmistir. 1990’11 yillarda ise gokkusagi alabaliginin denizde
kafes sistemlerinde biiyiitme ¢alismalar1 popiilerlik kazanmistir. Tiirkiye’de gokkusagi
alabalig1 en fazla kiiltiirii yapilan alabalik tiirii olmaktadir (Dirican vd. 2009).

Tarim ve Orman Bakanligi istatistiklerine gore, Tirkiye’de su iiriinleri
yetistiriciligi yildan yila artis gostermekte olup, yetistiricilik yoluyla tretim 2000
yilinda denizde 35646 ton, i¢ suda 43385 ton olmak iizere yillik iiretim 79031 ton
olmustur. 2005 yilinda ise denizdeki tiretim miktar1 69673 ton iken i¢ sudaki Uretim
48604 ton ile toplam {iiretim 118277 ton olmustur. Yetistiricilik {iretim miktar1 2010
yilinda denizdeki iiretim miktari, 88573 ton iken bu deger 2017 yilinda 172492 tona
ulagsmustir. I¢ sularda yetistiricilik yoluyla iiretim 2010 yilinda 78568 ton iken bu rakam
2017 yilinda 104010 tona ulasarak toplam iiretim 276502 tona ulasmistir (TUIK 2017).

Tiirkiye’de yetistiriciligi en ¢ok yapilan tiirlerin tiretim miktarlara bakildiginda
ise 2000 yilinda i¢ sularda alabalik tiretimi 42572 ton iken denizde cipura tretimi 15460
ton, levrek tretimi ise 17877 ton olmustur. 2010 yilina gelindiginde ise i¢ sularda
alabalik tiretimi 100239 ton, ¢ipura Uretimi 28157 ton, levrek Uretimi ise 50796 tona
ulasmistir. 2017 TUIK verilerine gére i¢ sularda alabalik tretimi 103705 ton iken,
cipura iiretimi 61090 ton, levrek iiretimi ise 99917 ton olmustur (Anonim 1 2019).
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2.2. Gokkusagi Alabahg (Oncorhynchus mykiss, Walbaum, 1792) Kulttru

Salmonid balik tiirlerinin kiiltiire alinmas1 sazan kiiltiirline gore daha yeni
olmasina karsin, kiiltiriine yonelik calismalar daha yogun yapilmistir. Salmonid tiirler
arasinda yer alan gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) en onemli tlrler
arasindadir (Pillay 1993). Gokkusagi alabaligi Kuzey Amerika’nin bati kisimlari ile
Kuzeydogu Asya da ki Kamgcatka bolgesinin dogal bir tiiriidiir (Janssen vd. 2015).
Gokkusagr alabaligmin kiiltiir calismalarina Onceleri sportif balik¢iligi desteklemek
amacli olarak dogal ¢evredeki balik popiilasyonlarinin arttirilmasinin hedeflenmesine
karsin, giiniimiizde Gliney Amerika, Avrupa, Balkanlar, Asya, Afrika ve Okyanusya da
dahil olmak tizere diinyanin bir¢ok tilkesinde kiiltiirii yapilmaktadir (Janssen vd. 2015;
Singh vd. 2016).

Diinya genelinde gokkusag: alabalig: treten tlkeler arasinda Iran, Sili, Tiirkiye,
Norveg, Peru ve Italya yer alir. Bu iilkelerin iiretimi toplam gokkusagi alabaligi
tiretiminin %64’ tinii karsilar (Adeli ve Baghaei 2015; Singh vd. 2016).

Gokkusagi alabaligr tarihsel yonden kiiltlirQl yapilan en eski balik tiirleri arasinda
yer alir. 1872°den bu yana gokkusagi alabaliginin yumurtalar1 gozlii evrede tiim diinya
ya nakledilmekte olup, bu yumurtalarin ilk nakilleri ABD’den 1877 yilinda Japonya ya,
1885 yilinda ise Ingiltere ve Iskogya ya gerceklestirilmistir. Avrupa da gokkusag
alabaligmin ticari olarak kiiltiirine ilk kez 1980°’li yillarda Danimarka da baslanmistir
(Adeli ve Baghaei 2015).

Gokkusagr alabaligi kiiltiiriniin yayilmasinda baglica sinirlayict faktér suyun
kalitesidir. Gokkusagi alabaligimin su ihtiyaci; sicaklik kosullari, kiiltiir cesidi ve
yogunluga bagl olarak degisir. Ornegin 1liman iklimde yiizey suyu kullanan bir tatl su
alabalik isletmesi i¢in {iretilen her ton basina yaklasik olarak 5 I/s suya ihtiya¢ vardir.
Bununla birlikte, su sicakligi azaldik¢a daha diisiikk miktarlarda su kullanilabilir (Pillay
1993). Gokkusagi alabalig kiiltiiriinde su sicakligi 6nemlidir. Optimal su sicakligi 10 ila
18 °C arasinda iken en iyi gelisme sicakligr 10-12 °C arasindadir. Bununla birlikte, tiir
25 °C’ye kadar olan sicakliklart da tolere edebilir. Yumurtlama 2-10 °C’lar1 arasinda
gerceklesir (Pillay 1993; Adeli ve Baghaei 2015). Baliklar 3 ppm gibi diisiik oksijende
canli kalabilmelerine karsin kiiltiir kosullarinda ise ¢ozlinmiis oksijen degerinin 5 ila 7
ppm arasinda olmasi istenir. Kulugkahanelerdeki suyun oksijen doygunlugu %100
olmalidir. Amonyak 6nemli bir parametre olup protein katabolizmasini i¢ceren metabolik
bosaltim {irlinlerinden iiretilir. Su da sicaklik ve pH’in artmasi ile iyonize olmamis
amonyak orani artar. Bu durum baliklar igin tehlikeli olur (Pillay 1993; Adeli ve
Baghaei 2015).

ABD’nin birgok bolgesinde gokkusagi alabaligi kiltiirii ciftlik kosullarinda
yapilir. Bununla birlikte, kanal sistemi en yaygin olarak kullanilan sistemdir. Danimarka
da havuzlarda alabalik yetistiriciligi yapilirken toprak havuzlarda ise balik yetistiriciligi
daha az tercih edilmektedir. Glinlimiizde gokkusagi alabaliginin kafeste kiiltiirii hizli bir
sekilde yayginlagsmis olup hem deniz hem tath su ¢evrelerinde kullanilmaktadir (Pillay
1993). Sekil 2.1. de kiiltiir kosullarinda gokkusagi alabaligi yetistiriciligi verilmistir
(Anonymous 1).
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Sekil 2.1. Kiiltiir kosullarinda gokkusagi alabaliginin yetistiriciligi (Anonymous 1)
2.3. Kultur Gokkusagi Alabalhiklarinda Gorulen Bakteriyel Hastahklar

Baliklar, sediment de bulunan ¢esitli saprofitik bakteri turlerin; bitkiler, fito ve
zooplankton dahil diger organizmalari da igeren zengin bir c¢evrede bulunur. Suda
mevcut mikroorganizmalarin bir kismi baliklarin deri, solunga¢ ve sindirim kanalina
yerleserek balik viicudunda kommensal olarak yasarlar. Bu yerlesme ile birlikte,
baliklarin sindirim sistemini destekleyici ve boylece bu hayvanlarin bagisiklik sistemleri
tizerine de faydali bir etki gosterirler (Pg¢kala-Safinska 2018). Ne var ki, bu
mikroorganizmalar balik saghgmi olumsuz yonde etkileyerek tehdit edebilir. Bu
kosullar altinda ise, bu bakteriler sartli patojenik etken olarak kabul edilir (P¢kala-
Safinska 2018).

Su iirlinleri yetistiriciligi en hizli gelisme gosteren hayvansal gida sektdrlerinin
ilk siralarinda yer alir. Yetistiricilik sektorii diinyadaki toplam balik {iretiminin
neredeyse yarisint karsilamaktadir. Gilintimiizde yetistiricilik uygulamalar1 ekstansif
kiiltiir sisteminden ticari balik yemlerinin kullanildigi ve daha yiiksek miktarlarda
baliklarin stoklandig1 yar1 entansif ve entansif kiiltiir sistemlerine kaymistir. Bununla
birlikte, kiiltiir kosullarinda yetistiricilik faaliyetlerinin hizla yayilmasi sonucunda ¢esitli
balik tiirlerini etkileyen hastaliklarin goriilme sikligi da artmistir (Shefat 2018). Ancak,
hastalik gelisimi sadece balikta hastaliga neden olan bakteri tiirleri ile sinirl degildir.
Baliklarda hastalik meydana gelmesi baligin bagisiklik durumu, 151k, giines ¢arpmast,
oksijen, pH gibi es-gevresel faktorler ile hastalik etkeninin viriilensine 6nemli 6lgiide
baglhdir. Bundan dolayi, tath su sistemlerindeki degisiklikler balik i¢in 6nemli bir tehdit
olmakla birlikte, hastaligin ¢ikisinda ve yayilmasinda kontrol edici faktorlerdir (Terech-
Majewska 2016; Pekala-Safinska 2018).
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Yogun yetistiricilik sistemlerinde hastaliklar baliklarda yiiksek mortaliteye
neden olarak ekonomik kayiplar ile sonuglanir. Baliklarda goriilen bulasici hastaliklar
arasinda bakteriyel ve viral enfeksiyonlar diinya genelinde su iriinleri yetistiriciliginin
stirdiiriilebilirliginin ondinde ciddi bir sorundur (Shefat 2018). Bununla birlikte, belirli
bir hastaliginin gelisimi, 6nemli 6l¢tde belirli bir zon, bolge ya da tlkedeki mevcut
iklim kosullarma da baghdir. Ornegin, Iskandinav iilkelerinde baliklarda en sik goriilen
hastalik sorunlar1 arasinda ameobik solunga¢ hastaligi (AGD) ile kopepodlarin istilasi
gorulirken, orta Avrupa Ulkelerinde ise Aeromonas spp. kaynakli enfeksiyonlar en
yaygin bakteriyel balik hastaligidir (Pekala-Safinska 2018). Dalsgaard ve Madsen
(2000) Danimarka da tath suda kiiltiirii yapilan gokkusagi alabaliklarinda goriilen
baslica bakteriyel hastaliklarin Yersinia ruckeri’nin neden oldugu Enterik Kizil Agiz
(ERM) hastaligi, Flavobacterium psychrophilum kaynakli enfeksiyonlar ile Aeromonas
salmonicida etkenli furunkulozis oldugunu bildirmistir. P¢kala-Safinska (2018) Polonya
da ki kiiltlir baliklarinda goriilen epizootik durumun diger karasal Avrupa iilkelerinde
goriilen hastaliklardan 6nemli 6lgiide farkli olmadigini ancak son yillarda bakteriyel tath
su balik hastaliklar1 patolojisinde dinamik degisimlerin gézlendigini bildirmistir.

Baliklarda bildirilen bakteriyel patojenlerin sayica fazla olmasina karsin diinya
genelinde kiiltiiri yapilan balik tiirlerinde yasanan kayiplarin Aeromonas, Vibrio,
Edwardsiella, Flavobacterium, Yersinia, Francisella, Photobacterium, Piscirickeetsia,
Pseudomonas ve Tenacibaculum gibi Gram-negatif bakteri tirleri ile Lactococcus,
Streptococcus, Mycobacterium ve Renibacterium gibi Gram-pozitif bir grup patojenin
sorumlu oldugu rapor edilmistir (Pridgeon ve Klesius 2012; Sudheesh vd. 2012).

Deniz baliklar1 yetistiriciliginde oldugu gibi tathh suda kiiltiirii yapilan balik
tirlerinin  de Flavobacterium, Aeromonas, Yersinia ruckeri, Renibacterium
salmoninarum, Mycobacterium ile Streptococcus ve Lactococcus tiirleri tarafindan
tehdit edildigi bildirilmistir (Pridgeon ve Klesius 2012; Sudheesh vd. 2012).

Flavobacterium cinsi otuzdan fazla tliri kapsamakla birlikte, bu cinste yer alan
uc tur flavobakteriyozise neden olur. Bu tirler F. psychrophilum, F. columnare ve F.
branchiophilum’dur. Flavobacterium tiirleri toprakta, tatli su ve deniz gevrelerinde
yaygin olarak bulunurlar (Sudheesh vd. 2012; Pg¢kala-Safinska 2018). Turler sucul
cevrelerde dogal olarak bulunmakla birlikte, saglikli baliklarin fizyolojik olarak
solunga¢ mikroflorasinin bir kismini olusturur. Flavobacterium tirleri tipik kayma
hareketi gosterir ve hidrokarbonlar gibi polimerik organik bilesikleri ayristirabilirler. F.
psychrophilum, F. columnare ve F. branchiophilum taksonomisi baslangigta tiirlerin
fenotipik Ozelliklerine dayandirilarak yapilmistir. Ancak, son yillarda yapilan G+C
miktari, DNA-ribozomal Riboniikleik asit (rRNA) hibritlesme ve yag asidi ile protein
profillerine dayandirilan siniflandirmaya gore bu g tiiriin Filum/Divizyon, Cytophage-
Flavobacterium-Bacteriodes, Flavobacteriaceae ve Flavobacterium tiiriine ait oldugunu
ortaya koymustur (Sudheesh vd. 2012).

F. psychrophilum salmonid baliklarda Bakteriyel soguk su hastaligi (BCWD) ile
siklikla gokkusagi alabaligi frymi etkileyen Fry Mortalite Sendromu (FMS)’na neden
olur (Sudheesh vd. 2012). F. psychrophilum enfeksiyonlari tiim diinyada gorulir.
Juvenil gokkusag: alabalig1 ile coho salmonu BCWD’ye ozellikle hassastir. Bununla
birlikte bakteri yilan baligi tiirleri (Anguilla japonica ve A. anguilla), sazan turleri
(Cyprinus carpio ve Carassius carassius) ve Rutilus rutilis gibi balik tiirlerinde de
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bildirilmigtir. Hastaligin baglica karakteristik bulgusu etkilenen baliklarda pedunkiilde,
dorsal yiizgecin 6n kisminda, aniiste ve alt ¢enede deri iilserlerinin goézlenmesidir.
Hastalikta mortalite %70’e varabilir (Sudheesh vd. 2012). Dalsgaard ve Madsen (2000)
Danimarka da F. psychrophilum’un 1985 yilindan beri izole edilmekte oldugunu,
bakterinin fingerling baliklarda soguk su hastaligina yol agtigin1 bildirmistir. RTFS’ nin
diger bircok Avrupa iilkelerinde oldugu gibi Danimarka da ki kulugkahanelerde alabalik
fry’inda 6nemli kayiplara neden oldugu rapor edilmistir (Dalsgaard ve Madsen, 2000).
Pekala-Safinska (2018) son on yil boyunca Flavobacterium tirlerinin Polonya da ki
salmonid ve cyprinid baliklardan izole edildigini, BCWD’nin ise ilk kez gokkusagi
alabaliginda gozlendigini bildirmistir.

Yersinia ruckeri Enterobacteriaceae familyasinda yer alan Gram-negatif bir
bakteri tiirli olup kiiltiir gokkusag1 alabaliklarinda ciddi ekonomik kayiplara yol agan
Enterik Kizil Agiz (ERM) hastaliginin etkenidir (Huang vd. 2015; Ormsby vd. 2016;
Menanteau-Ledouble vd. 2018). Y. ruckeri ilk kez 1956 yilinda Idaho/ABD de
Hagerman vadisindeki hasta gokkusag: alabaliklarinda izole edilmistir. Giiniimiizde ise
bakteri Kuzey ve Gliney Amerika, Avrupa, Avustralya ve Giiney Afrika da ki balik
popiilasyonlarinda mevcut olmakla birlikte, diinyanin farkli bolgelerindeki kiiltiir
gokkusagi alabaliklarindanda bildirilmistir (Akhlaghi ve Sharifiyazdi 2008; Huang vd.
2015; Ormsby vd. 2016). Y. ruckeri Salvelinus namaycush ve Salmo trutta gibi alabalik
tirleri ile Atlantik salmon (S. salar)’u gibi diger balik tiirlerinden izole edilmekle
birlikte, en ¢ok gokkusagi alabaligini etkiler (Huang vd. 2015). Bu nedenle, ERM
ozellikle gokkusagi alabaliginin akut bir enfeksiyonudur. Enfeksiyon genellestirilmis
bakteriyemi ve hemorajik septisemi ile karakterize edilir. Hemorajik septisemi
durumunda 6zellikle agiz bolgesinde olmak iizere deri alti kanamalar goriiliir. Bu
kanamalardan dolayi, hastalik ‘kizil agiz’ olarak adlandirilmistir. Hastaliktan etkilenen
baliklarda gozlenen i¢ bulgular arasinda karaciger, pankreas, pilorik seka, lateral viicut
kaslar1 ile hava kesesi iizerinde petesiyal kanamalar, yangili dalak ve bagirsak yer alir.
Arka bagirsak ¢ogunlukla opak sarimsi sivi ile doludur (Ormsby vd. 2016; Menanteau-
Ledouble vd. 2018). Son yillarda Y. ruckeri’nin Avustralya, Sili, Norveg ve iskogya gibi
Atlantik salmonu Uretiminin ekonomik yonden 6nemli oldugu iilkelerde enfeksiyona
neden oldugu bildirilmistir. Hastalik Yersiniozis ya da Salmon kanli benek hastaligi
olarak adlandirilmis olup ERM’nin daha az ciddi olarak seyreden bir formu oldugu
bildirilmistir. Yersiniozis/Salmon kanli benek hastalig1 belirgin bir sekilde tek ya da iki
tarafli ekzoftalmus ile karakterize edilir. Hastaligin 1980°den bu yana Avustralya da ki
Atlantik salmon baliklarinda goriildiigii bildirilmistir (Ormsby vd. 2016). Y. ruckeri
isletme kosullarinda baligin disinda suda, sediment ya da balik tanklarindaki biofilm de
aylarca canli kalabilir. Bakteri gdkkusagi alabalik isletmelerinde %70°e varabilen
mortaliteye neden olabilir. ERM’den kurtulan baliklar asemptomatik tasiyici olup Y.
ruckeri’yi etrafa sacarlar. Boylece ortamda bulunan diger baliklarda enfekte olur. Bu
durum, ayni isletme kosullarinda olabilecegi gibi asemptomatik baliklarin bir
isletmeden diger isletmeye nakledilmeleri ile de olabilir ve bakteri, bir alabalik
popiilasyonundan diger alabalik popiilasyonuna, bir isletmeden diger bir alabalik
isletmesine yayilabilir (Huang vd. 2015). ERM antibiyotikler ile tedavi edilebilir ancak
hastalik ¢ikiglarinin ve yogun antibiyotik uygulamalarini 6nlemek amaci ile uygun
asilama ve iyi bir bakim yapilmas: zorunludur (Huang vd. 2015). Ne var ki, ERM’ye
kars1 etkili bakterin bazli asilamanin Y. ruckeri’ye karsi baliklar1 korumada yaygin bir
sekilde kullanilmasina karsin, bakterinin biyotip 2’ye ait hareketsiz suslarinin asili
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baliklarda dahil olmak {izere tiim baliklarda hastaliga neden oldugu bildirilmistir. Bu
nedenle, biyotip 1 ve 2’yi igeren ve boylece baliklarin bakterinin her iki biyotipine kars1
korumanin amaglandigi ticari asilar gelistirilmistir (Menanteau-Ledouble vd. 2018).

Aeromonacidaea familyasi en az yirmi bes tiir iceren Aeromonas cinsi de dahil
olmak iizere bes cins ile temsil edilir. Aeromonas cinsi Uyeleri Vibrionaceaea (Vibrio)
ve Enterobacteriaceae (Plesiomonas) familyalar1 ile ortak olarak paylastiklari sitokrom
oksidaz ve katalaz gibi biyokimyasal 0zellikler, sucul ekosistem ve hastalik
spektrumundan dolay1 6nceden Vibrionaceae familyasina dahil edilmistir (Liu 2015).
Bununla birlikte, DNA-DNA hibritlesme, 16S rRNA ve 5S rRNA niikleotid sekanslama
ile, rpoB, gyrB, DNA ile recA gibi diizenleyici genlerin kullanilarak yapilan
karsilagtirmali analiz ¢alismalar1 ile Aeromonas cinsinin Aeromonacidaea familyasina
ait olma durumu kesinlik kazanmistir (Liu 2015). 1943 ile 1970’li yillar1 arasinda
Aeromonas cinsi olusturulurken tiirler gelisme ve biyokimyasal oOzelliklerine gore
mezofilik ve psikrofilik olmak tiizere iki gruba ayrilmistir. Aeromonas hydrophila ile
temsil edilen mezofilik grup 35-37 °C sicakliklarda gelisme gosteren, insan hastaliklari
ile alakali ve hareketli izolatlardan olusurken, psikrofilik grup ise baliklarda hastalik
yapan, A. salmonicida ile temsil edilen, 20-25 °C’lik optimal gelisme sicakliklarina
sahip, hareketsiz suslardan olusur (Liu 2015).

A salmonicida’nin achromogenes, masoucida ve smithia olmak tzere dort
altttir bulunup Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida’nin salmonid baliklarda
furunkulozise neden oldugu bildirilmistir. Bakteri sazan ve deniz yass1 balig tiirlerinde
ulsere neden olur (Bartkova 2016; Alghabshi vd. 2018). A. salmonicida subsp.
salmonicida en onemli balik patojeni olup ilk kez 1894 yilinda Almanya da Ki
kahverengi alabalik (S. trutta) kuluckahanesindeki baliklarda iilseratif lezyonlar ve
c¢iban benzeri kabarciklar ile tespit edilmistir. Furunkulozis daha sonralar1 1902 de ABD
de ki kulugkahanelerden, 1950’1 yillarda ise Danimarka da tatli suda kiiltiirii yapilan
gokkusagi alabaliklarindan bildirilmistir. Furunkulozisin tipik karakteristik bulgular
durgunluk, istah kaybi, deride hiperpigmentasyon, ¢iban veya iilserler, i¢ organlarda
kanama ve dalakta blytumedir (Bartkova 2016).

Baslangigta A. salmonicida’nin sadece klinik olarak hasta baliklardan izole
edilebilmesi sebebi ile bakteri zorunlu balik patojeni olarak kabul edilmistir. Bu durum
tizerinde cevresel Orneklerden ya da hastalifa dair bulgu gdstermeyen baliklardan
bakterinin canli ve kiiltiirii yapilabilir hiicrelerinin izolasyon gii¢liigii de etkili olmustur.
Ancak, bakterinin suda sekiz gline kadar canli kalabildigi de yapilan calismalar ile
gosterilmistir (Bartkova 2016; Alghabshi vd. 2018). Furunkulozisin naklinde tasiyici
baliklarin etkili oldugu bildirilmistir. Hastaliga karsi asilama caligmalar1 1937 de
deneysel olarak denenmistir. Ancak, 1990’1 yillarin baslarmma kadar yag-adjuvanth
asilama uygulamalar1 yapilamamistir (Bartkova 2016).

Hareketli Aeromonas Septisemisi (MAS) mezofilik Aeromonas tirlerinin neden
oldugu bakteriyel bir enfeksiyondur. Hastalikta gozlenen bulgular ani baslayan balik
oliimleri, istahsizlik, ylizme anormallikleri, solgun solungaglar, deri de kabarcik ve
iilserlerdir. Bu iilserler baliklarin herhangi bir bdlgesinde bulunabilir ve ¢ogunlukla
parlak kirmizi kenar ile ¢evrilidir. Enfeksiyon stres ile alakali olup en yaygin stres
faktorleri su sicakligi, diisiik kaliteli su, popiilasyon yogunlugunun yiiksek olmasi ve
ellemedir (Goharrizi vd. 2015; Duman vd. 2018). Hastalik baslica yayin baliklar ve tath
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su levregi gibi tatli suda bulunan balik tiirlerini etkilemekle birlikte sts baliklart ve
tropikal balik tiirlerini de etkiler. Baliklarda MAS’ye sebep olan hareketli Aeromonas
tirleri olarak siklikla A. hydrophila oldugu bildirilmistir. Ancak son yillarda kiiltiirii
yapilan balik tiirlerinden en yaygin olarak izole edilen Aeromonas tirleri A. hydrophila,
A. sobria, A. caviae, A. veronii ve A. bestiarum olmakla birlikte, bu tiirler arasinda yer
alan A. sobria, A. veronii ve A. bestiarum tiirlerinin gokkusagi alabaliklari igin olasi
patojenler oldugu bildirilmistir (Goharrizi vd. 2015; Duman vd. 2018).

Pseudomonadaceae familyasi Gram-negatif, hareketli, aerobik, ¢omak sekilli,
sitokrom oksidaz ve katalaz pozitif bakteri tirlerini icerir. Pseudomonas cinsi Uyeleri
toprak, tatli su ve deniz g¢evreleri gibi dogal ortamlarda yaygin olarak bulunmakla
birlikte, kozmetik ve medikal iriinlerden de izole edilmistir. Bu cins ilk kez 1894
yilinda tanimlanmistir. Ne var ki, giiniimiizde Pseudomonadlar genis ancak yeterince
tanimlanmamig bir grup olarak kabul edilmekle birlikte sadece rRNA benzerlik Grup
I’in ger¢ek Pseudomonadaceae tiirleri oldugu diisiiniilmektedir. Grup I’in pek ¢ok iiyesi
psikrofildir. Pseudomonas tiirleri arasinda pigmentli ve pigment iiretmeyen tiirler de
mevcuttur. Tiirlerin iirettikleri proteolitik ve lipolitik enzimler taze ve islenmis 6rnegin
donuk balik iiriinlerinin kalitesini diigiirebilirler (Franzetti ve Skarpellini 2007; Lunestad
ve Rosnes 2008). P. fluorescens, P. putida ve P. fragi en sik olarak izole edilen
tirlerdir. Bu tiirler arasinda yer alan P. putida ve P. fluorescens’in baliklar igin ciddi
patojen olduklar1 kabul edilir. Bu tiirler baliklarda yiiksek mortalite ve ekonomik
kayiplara neden olurlar (Franzetti ve Skarpellini 2007; El-Barbary ve Hal 2017). P.
fluorescens enfeksiyonu baliklardaki bakteriyel hemorajik septiseminin baslica
etkenlerinden biri olarak kabul edilir. Bakteri diinya genelinde gerek tatli suda gerekse
deniz de kiiltiiri yapilan balik tiirlerinin stresle alakali bir hastaligidir. P. putida
gokkusag1 alabaligt ve Avrupa yilan baligi (Anguilla anguilla) gibi ¢esitli balik
tiirlerinin yetistiriciligini tehdit eden 6nemli bir balik patojeni oldugu bildirilmistir (El-
Barbary ve Hal 2017). P. anguilliseptica diger bir pseudomonas tiirii olup havuzda
kiltiirii yapilan japon yilan baligi (A. japonica)’nin kirmizi benek hastaliginin etkeni
olarak tanimlanmistir. Tiir ilk kez 1981 de Avrupa da yilan balifinda bildirilmistir.
Finlandiya da ise bakteri kiiltlir salmonid baliklarin bazi tiirlerinde de goriilen hastalik
cikislar ile alakali olarak izole edilmistir. P. anguilliseptica kaynakli enfeksiyonlardan
etkilenen salmonid baliklarda gbzlenen klinik bulgularin Avrupa yilan baliginda
gozlenen klinik bulgulara benzerlik gosterdigi bildirilmistir. Hasta baliklarda deride,
peritoneum da ve karacigerde petesiyel kanamalar tespit edilmistir (Winklund ve
Bylund 1990).

Bakteriyel bobrek hastaligi (BKD) kiiltiir ve dogal salmonid baliklar1 etkileyen
bulagict 6nemli bir hastaliktir. Hastaligina Gram-pozitif, basil sekilli Renibacterium
salmoninarum neden olur. R. salmoninarum genellikle ciftler halinde bulunur. BKD ilk
kez 1930’11 yillarin baslarinda Iskogya da Atlantik salmonu ile ABD de S. fontinalis, S.
trutta ve gokkusagi alabaliginda 6zellikle bobrekleri etkileyen kompleks bir hastalik
olarak tanimlanmistir (Hardie vd. 1996; Jansson 2002). Giiniimiizde ise hastalik Kuzey
yarimkiiredeki tiim salmonid tiirlerini tehdit eden ciddi bir hastalik olarak kabul
edilmekle birlikte Oncorhynchus spp. hastaliga karsi en hassas tiirdiir (Faisal vd. 2010;
Faisal vd. 2012). BKD akut ve kronik olarak seyreder ve bakteriden etkilenen baliklarda
bobreklerde 6zellikle hematopoietik doku kisimlarinda graniilamatdz doku olusumlarina
neden olur (Faisal vd. 2010). Hastalikta g6zlenen klinik bulgular arasinda denge kaybu,
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ekzoftalmi, solgun solungag, siskin abdomen, yiizgeclerde ve yan ¢izgi etrafinda nokta
benzeri kanamalar ve hemorajik bolgeler yer alir. i¢ bakida bdbrek genellikle siskin
olup organ yiizeyinde ¢esitli biiytikliikkte grimsi-beyaz nodiller gorilur. Bu nodullere
dalak, kalp ve karaciger de de rastlanir. Dalak biiyiimiis ve karaciger parlak renkte
olabilir. Karin boslugunda asidik sivi birikimi vardir. BKD’nin nakli baliktan baliga
temas (yatay nakil yolu) ve damuzlik stoklardan yumurtalara (dikey nakil yolu)
seklindedir. Hastalik stres ile alakali bir hastalik olup hazirlayici faktorler arasinda
cevresel faktorler 6nemlidir (Jansson 2002). R. salmoninarum’a kars1 gelistirilmis etkili
ticari bir as1 bulunmamaktadir. Bu nedenle hastaligin kontrolii enfekte stoklarin
toplanmasi ve dollenmis yumurta ile damizlik baliklarin eritromisin gibi antibiyotikler
ile tedavilerinin yapilmasidir (Faisal vd. 2010).

Baliklarda streptokokkozis genel bir terim olup Streptococcus, Lactococcus ve
Vagococcus tiirlerinin neden oldugu hastaliklari tanimlamak amaci ile kullanilan genel
bir terimdir (Kia ve Mehrabi 2013; Raissy vd. 2016). Hastaliga sebep olan tiirler
arasinda Streptococcus paraberis, S. iniae, S. difficilis, L. garvieae, L. piscium,
Vagococcus salmoninarum ve Caryobacterium piscicola bildirilmistir. Bununla birlikte,
hastaliga dair ilk yayinlarda hastaliktan izole edilen izolatlar belirli bir tiir ad1 altinda
tanimlanmistir. Sugslar hemoliz gibi fenotipik 0Ozelliklere gore gruplandirilmaya
calisilmigtir. Boylece alfa (o) hemolitik izolatlarin graniilamatéz yangidan sorumlu
oldugu, beta (B) hemolitik izolatlarin septisemi ve irinli, yangili goziin gézlendigi
septisemik enfeksiyonlara neden oldugu bildirilmistir. Hemolitik olmayan izolatlarda
tanimlanmistir (Gomes vd. 2006). Gilinimiizde ise streptokokkozis su sicakliklarina
bagl olarak 1lik su ve soguk su streptokokkozisi seklinde iki gruba ayrilmistir (Gomes
vd. 2006).

Streptokok enfeksiyonlar ilk kez 1957 yilinda Japonya da yogun bir sekilde
kiltiirii yapilan gokkusagi alabaliklarindan bildirilmistir. O tarihten giinlimiize kadar
hastalik bir¢ok deniz ve tath su balik tiirlerinden rapor edilmistir. Hastaliktan etkilenen
tirler arasinda gokkusagi alabaligi basta olmak tizere sar1 kuyruk, kefal, yilan baligi,
tilapya, mersin, Avrupa deniz levregi ve ayu baliklar1 6rnek olarak verilebilir (Kia ve
Mehrabi 2013; Raissy vd. 2016). Streptokokkozis karakteristik olarak istahsizlik, denge
kayb1, durgunluk, diizensiz ylizme, tek ya da iki tarafli ekzoftalmi, gozlerde hemoraji ve
opaklagma, deri renginde koyulasma, operkulum ve aniis etrafinda kanama ile gozlenir.
Hastaliktan etkilenen baslica organlar dalak, karaciger ve beyindir. Bobrek, bagirsak ve
kalp ise hastaliktan daha az etkilenir. I¢ bakida dalakta biiyiime, karaciger de solgunluk
ve fokal nekrotik bolgeler gozlenir (Gomes vd. 2006).

2.4. Antimikrobiyaller ve Bakteriyel Bahk Hastaliklarinda Kullanimi

Antimikrobiyel, antibiyotik ve antienfektif terimleri genel olarak bakteri, mantar,
viral ve parazit tiirlerine kars1 etkili olan ilaglari kapsayan farmasétik ajanlarin genis bir
grubunu kapsar. Bu farmasotik ajanlar igerisinde antimikrobiyal ajanlar en yaygin
olarak kullanilandir. Antimikrobiyal tedavi 19.’uncu yy baslarinda Paul Erlich
tarafindan kullanilmaya baslanmis olup, Erlich metilen mavisi, atoksin, trimarsemid ve
savlarsan gibi ilk sistemik ilaclar1 bularak salvarsanin = sifilis tedavisinde
kullanilabilecegini ortaya koymustur (Tabak 2002; Akkan ve Karaca 2003; Leekha vd.
2011). 1929 da Fleming, Penicillium notatum mantarinin bazi stafilokok tiirleri iizerine
etkili oldugunu gostermistir. Florey ve arkadaslar1 bu mantarin metaboliti olan penisilini

10



KAYNAK TARAMASI E. ALTAN

bularak 1941 yilinda insanlarda kullanimi ile antibiyotik devri baglamistir (Tabak 2002;
Akkan ve Karaca 2003).

Antibiyotikler; bakteri, mantar ve aktinomiset gibi mikroorganizmalar
tarafindan dogal olarak ya da sentetik yolla elde edilen, diisik yogunlukta bile
bakterinin gelismesini etkileyen ya da onlar1 6ldiiren biyoaktif maddelerdir (Akkan ve
Karaca 2003; Topal vd. 2015). Antibiyotik terimi Yunanca karsi anlamina gelen anti
kelimesi ile yasam anlamina gelen bios kelimelerinden tiiretilmistir. Biitiin bakteri
tiirlerinde yavas, hizli ve dinlenme olmak {izere lic ¢ogalma evresi mevcuttur.
Antibiyotikler bakterinin hizli veya yavas gelisme donemleri iizerine etki gosterirler
(Akkan ve Karaca 2003; Topal vd. 2015). Antibakteriyel ajanlar arasindaki baslica
ayirim; ajanin bakteriyosidal veya bakteriyostatik 6zellikte bir ajan olup olmadigidir.
Bakteriyosidal ilaglar bakteriyi oOldiiren ilaglardir. Bu ilaglar bakteri hiicrelerini
oldiirmekle birlikte, bakteri hiicresinin yikimina da neden olurlar. Hiicre duvari {lizerine
Ornegin B-laktamlar, hiicre zar1 ilizerine ve bakteriyel DNA {izerine etkileri bulunur.
Siilfonamidler, tetrasiklinler ve makrolidler bakteriyostatik ilag grubunda yer alir.
Bakteriyostatik ilaglar bakterinin gelisimini ve {iremesini durdururlar. Bu ilaglarin
kullanim1 kesildiginde bakteriler tekrar tireyebilir. Bu nedenle, bakteriyostatik ilaglar ile
birlikte bakteriyi 6ldiirmek i¢in konak savunma mekanizmalarina da gerek duyulur.
Bakteriyostatik ajanlar ile bakteriyosidal ajanlar arasindaki ayrim kesin degildir. Bir
kisim ajanlar belirli mikroorganizmalar {lizerine bakterisidal etki gosterirken, diger
mikroorganizmalara kars1 ise bakteriyostatik etki gosterebilir (Colak 1999; Akkan ve
Karaca 2003; Leekha vd. 2011).

Antibiyotikler bakteri hiicresi lizerinde gosterdikleri etki mekanizmalarina gore;
1-hiicre duvari sentezini engelleyenler, 2-sitoplazmik zarin gecirgenligini degistirme, 3-
nikleik asit sentezini inhibe etme, 4-ara metabolizmay1 bozma, 5-protein sentezini
inhibe etme seklinde ayrilir (Colak 1999; Akkan ve Karaca 2003). Antibiyotikler etki
spektrumlarina gore genis ve dar olmak iizere gruplandirilir. Dogal penisilinler, nistasin
ve polimiksin dar spektrumlu, sentetik ve yar1 sentetik penisilinler, tetrasiklin ile
stlfonamidler ise genis spektrumlu antibiyotiklerdir (Akkan ve Karaca 2003).

Su triinleri yetistiriciliginde 6zellikle son 50 yildir antibiyotik kullanimi diinya
genelinde yayginlagmistir. Antibiyotik kullanimina alabaliklarda furunkulozisin
tedavisinde sulfonamidler ile bazi Gram-negatif patojenlere karsi tetrasiklinlerin
kullanimt ile 1970’11 yillara gelindiginde ise trimetoprim ve siilfonamidlerin kullaniminm
ile baslanmistir (Ozdemir 2010). Giiniimiizde bakteriyel balik hastaliklarinm
tedavisinde oksolinik asit ve flumekuin gibi kinolon grubu, oksitetrasiklin gibi
tetrasiklin grubu ya da sdlfadiazin + trimetoprim gibi silfonamid-diaminoprimidin
grubu tercih edilmekte ve kullanilmaktadir (Aksit ve Kum 2008). Su iriinleri
yetistiriciliginde kullanilan antibiyotikler, farkli cografya ve iilkelere gore degisiklik
gostermektedir. Ornegin, iilkemizde 2013 yilimin Temmuz ay: itibari ile su firiinleri
yetistiriciliginde kullanilan 41 adet ruhsatli ilag mevcuttur. Bu 41 ilacin 1’1 oksolinik
asit, 2’si amoksisilin, 2’si enrofloksasin, 9’u siilfadiazin + trimetoprim, 12’si
oksitetrasiklin ve 15°i de florfenikol igerir (Ozdemir 2010; Aydin 2013).

Su drlinleri yetistiriciliginde baliklara antibiyotik uygulamalar ti¢ farkl

yontemle yapilmaktadir. Bu uygulamalar yeme katilarak agiz yolu ile uygulama, banyo
ya da daldirma seklinde immersiyon uygulamasi ile {iglinci yontem enjeksiyondur
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(Ozdemir 2010). Su iiriinleri yetistiriciliginde B-laktam tiirii antibiyotikler Ingiltere ile
Japonya da uzun yillar kullanilmaktadir. Ancak, bu grupta yer alan ilaglar 6rnegin
amoksisilin gibi hareketli Aeromonas tiirlerinin bu ilaca direng gostermesi ve pahali bir
ilag olmas1 gibi faktorlerden dolay1 hastaliklarin tedavisinde genis bir kullanim alani
bulamamustir. Furazolidon ve niflirpirolini igeren nitrofuranlar sentetik antibiyotikler
olup antibakteriyel etkilerinin yaninda antiprotozoal etkiye de sahiptir. Bununla birlikte,
bu grup ilaglarin kansorejen etkilerinin olmasi sebebi ile giiniimiizde su iriinleri
yetistiriciliginde kullanimi yasaklanmistir (Ozdemir 2010). Eritromisin yetistiricilikte
kullanilan tek makrolid olup, eritromisin dar spektrumlu ve Gram-pozitif bakteri turleri
iizerinde etkilidir (Ozdemir 2010). Fenikoller genis spektrumlu antibiyotik grubudur.
Ozellikle bu grup icerisinde yer alan florfenikol salmonid baliklarda goriilen
furunkulozis ile RTFS nin tedavisinde kullanilmaktadir (Aksit ve Kum 2008; Ozdemir
2010). Bu grupta yer alan kloramfenikoliin yogun kullanim1 sonucu bakterilerde direng
gelisimi s6z konusudur. Kloramfenikol, tiamfenikol ve florfenikol ile ayni grupta
bulunmasina karsin tiamfenikol ve florfenikol ile ilgili olarak diren¢ gelisimi
bildirilmemistir. Kinolonlar sentetik antibakteriyellerdir. Birinci ve ikinci jenerasyon
seklinde ayrilir. Birinci jenerasyon kinolonlar arasinda nalidiksik asit, oksolinik asit ve
flumekuin yer alirken, ikinci jenerasyonlar arasinda ise enrofloksasin ve sarafloksasin
bulunur. Birinci jenerasyon kinolanlar arasindaki oksolinik asit genis spekturumlu olup
genellikle Gram-negatif bakterilere kars: etkilidir (Ozdemir 2010; Aydim 2013).

2.5. Coklu Antibiyotik Direnci (CAD)

20 yy’1in baglarindan giiniimiize kadar olan siiregte antibiyotik ajanlarin yogun
olarak kullanilmasi, ¢oklu direng gosteren bakteri tiirleri ile sonuglanmistir. Coklu
antibiyotik direnci (CAD) indeksi bir organizmanin direngli oldugu toplam antibiyotik
sayisinin tiirlin maruz kaldig1 antibiyotik sayisina orami seklinde hesaplanir. CAD
indeks degeri 0.2°nin {iizerinde ise bu durum ortamda antibiyotiklerin yogun olarak
kullanildig1 yiiksek riskli kontaminasyon durumunu gosterir (Bhuvaneshwari 2017,
Nelson vd. 2019). Antibiyotik direngli bakterilerin ortamda bulunmasi ve yayilmasi
diinya genelinde halk saglig1 acisindan ciddi sorunlara neden olmakla birlikte, dnemli
saglik sorunlar1 arasinda yer alir (Agubo vd. 2017; Saxena ve Kaushik 2019).

Bakterilerdeki antibiyotik direnci dogal oldugu gibi direng genlerinin aktarilmasi
ile de olabilmektedir (Ozaktas 2007; Piotrowska vd. 2017). Balik ciftliklerinde
bakteriyel hastaliklarin tedavisinde antibiyotikler yaygin olarak kullanilir. Yaygin bir
sekilde kullanilan antibiyotikler arasinda oksitetrasiklin, florfenikol, sarafloksasin,
eritromisin ve trimetoprimli ya da ornitoprimli siilfonamidler yer alir. Bu durum,
antibiyotik baskis1 ve diger bakteri tiirlerine de antibiyotik direncinin yayilmasii da
destekler. Baliklar kullanilan bu antibiyotiklerin hepsini absorbe edememekte ve bir
kismi su ve sediment de birikmektedir. Balik havuzlarinda izole edilen Aeromonas cinsi
bakterilerin ¢oklu antibiyotik direncini gosterdigi bildirilmistir (Ozaktas 2007;
Piotrowska vd. 2017). Danimarka da yapilan bir ¢alismada ise F. psychrophilum, Y.
ruckeri ve hareketli Aeromonas izolatlarindan G&zellikle de F. psychrophilum ile
Aeromonas tiirlerinde ¢oklu antibiyotik direnci rapor edilmistir (Ozaktas 2007).
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2.6. Laktokokkosiz

Laktokokkozis tiim diinyada gerek tathi su gerekse denizde kiiltlirii yapilan balik
tiirlerini etkileyen 6nemli bulasici bakteriyel bir enfeksiyondur (Sharifi Yazdi vd. 2010;
Aron 2017). Laktokokkozis diinya genelinde 6zellikle su sicakligmnin 15 °C iizerine
ciktiginda su triinleri yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplara neden olur (Sharifi
Yazdi vd. 2010). Hastalik etkeni Lactococcus garvieae her ne kadar levrek
(Dicentrarchus labrax), yilan (Anguilla anguilla), sar1 kuyruk (Seriola dumerilii), nil
tilapyas1 (Oreochromis Niloticus), dev tatli su karidesi (Macrobrachium rosenbergii) ve
deniz memelilerinden izole edildiginin bildirilmesine karsin, glniimiizde Kultur
gokkusagi alabaliginin en duyarli tiir oldugu bildirilmistir (Aguado-Urdo vd. 2010;
Fadaeifard vd. 2012; Fukushima vd. 2017).

L. garvieae (Enterococcus seriolica’nin dnceki sinonimi) ilk kez 1950°1i yillarin
sonlarma dogru Japonya da yogun bir sekilde kiltiri yapilan gokkusagi
alabaliklarindan izole edilmistir. O tarihten bugiine kadar, bakteri bir¢ok iilkeye
yayilmustir. L. garvieae 6nceleri Streptococcus garvieae olarak tanimlanmistir. Ancak,
Japonya da japon sarikuyruk (Seriola quenqueradiata) baliklarindan ve yilan
baliklarindan izolasyonlari1 sonrasi, bakteri Enterococcus seriolicida olarak yeni bir tiir
seklinde Onerilmistir (Aguado-Urdo vd. 2010; Ferrario vd. 2013).

L. garvieae fenotipik olarak L. lactis’e benzerlik gostermekle birlikte, son
yillarda molekiiler tekniklerdeki gelismeler ile iligkili olarak ¢ig inek siitii, insan klinik
ornekleri, inek ve bizon gibi diger hayvan tiirlerinden de izole edilmistir. L. garvieae
insanlarda idrar yolu, kan, deri ve zatlrreli hastalardan izole edilmesi, insanlardaki
bagirsak bozukluklarinin L. garvieae ile kontamine ¢ig balik tiiketimi ile alakali olarak
bulunmasi bakterinin potansiyel zoonotik bir bakteri olarak kabul edilebilecegi one
stiriilmiistiir (Aguado-Urdo vd. 2010; Sharifiyazdi vd. 2010).

Laktokokkozis hiperakut hemorajik septisemi ile karakterize edilir. Hastalikta
gozlenen baglica ayirt edici klinik bulgular istahsizlik, durgunluk, denge kayb1, diizensiz
yiizme, melanozis, tek ya da iki tarafli ekzoftalmi, ascites, rektal prolapsus, periorbital
ve intraokiiler bolgelerde, ylizgeglerin taban kisimlarinda, perianal bolgede, operkulum
ve agizdaki kanamalardir. Laktokokkozis ayrica patlak goéz (pop-eye) olarak tanimlanir
(Aron 2017; Fukushima vd. 2017).

L. garvieae’nin yayilmasinda oral yol etkili olmakla birlikte, solungaglar ve
gozlerde bakterinin hedef aldig1 organlar arasinda yer alir. Bakterinin nakli horizontal
yol ile olup, hastaligin yayilmasinda hasta baliklar, tasiyici ve asemptomatik baliklar rol
oynar. L. garvieae solungag ve gozlerden baliga gecis yaptiktan sonra kan damarlarina
yayilarak, septisemiye neden olur (Eyngor vd. 2004; Avci vd. 2010).

Laktokokkozis’in  tedavisinde  eritromisin, flumekuin, oksitetrasiklin,
enrofloksasin  ve amoksisilin antibiyotikleri siklikla kullanilan antibiyotiklerdir
(Savvidis vd. 2007; Fadeifard vd. 2012). Bununla birlikte, antibiyotik ilaveli yem ile
enfekte baliklar1 beslemek genel bir uygulamadir. Ancak, bu uygulama bakteri de
antibiyotige kars1 direng gelisimine yol agarak, tedavinin etkisiz hale gelmesine neden
olur (Savvidis vd. 2007; Aron 2017).
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Laktokokkozisden etkilenen baliklarin beyin, karaciger, bobrek, dalak ve goz
gibi hayati organlardaki graniilasyon dokunun bulunmasi bu baliklarda tedaviyi
basarisiz kilabilmektedir. Bu sebeple, L. garvieae ile enfekte baliklarin ithalatindan
kaginma, hasta baliklarin diizenli olarak havuzlardan toplanarak yok edilmesi, isletme
ekipmanlarinin devamli ve uygun dezenfeksiyonlari, isletme kosullarinda saglik
uygulamalarinin gelistirilmesi ve saghikli baliklarin asilanmasi laktokokkozise karsi
korunmada 6nemli 6nlemler arasinda yer alir. Hastalikla ilgili ticari asilar da mevcuttur
(Savvidis vd. 2007).

2.6.1. Etiyolojisi

Lactococcus garvieae Gram-pozitif, hareketsiz, pigmentsiz, fakiltatif olarak
anaerobik, sporsuz, sitokrom oksidaz ve katalaz negatif, oval-kok sekilli bir bakteri
turtidiir. Bakteri ¢iftler ve kisa zincirler seklinde bulunur (Vendrell vd. 2006; Rubido vd.
2018).

Streptococcaceae familyasi Streptococcus, Lactococcus ve Lactovum cinslerini
icerir. L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris ve L. garvieae Lactococcus
cinsinin en 6nemli tiirleri arasinda yer alir (Vendrell vd. 2006; Abachi vd. 2016). L.
garvieae onceleri Streptococcus garvieae seklinde tanimlanarak, ilk kez Birlesik Krallik
da mastitik meme vakasindan izole edilerek, ATCC 43921 kod ile referans sus olarak
identifiye edilmistir (Vendrell vd. 2006).

L. garvieae glikoz, mannitol, maltoz ve fruktozu fermente eder ancak arabinoz,
rafinoz ve sorbitoli fermente edemez (Rubido vd. 2018). L. garvieae kanli vasatta
genellikle a (alfa)-hemoliz olusturur. Bakteri beyin kalp infuzyon agar (BHIA), tryptic
soy agar (TSA), tryptic soy buyyon (TSB), kanli vasat, Man, Rogossa ve Sharp
(MRSA) ve safra eskilin agar (BEA) gibi zengin ve genel amagh besiyerlerinde iyi
gelisme gosterir (Vendrell vd. 2006; Gibello vd. 2016). L. garvieae’nin optimal gelisme
sicakligt 37 °C olup bakteri 10 °C ila 42 °C arasindaki sicakliklarda gelisebilir.
Bakteriyel gelisme %4 NaCl iceren s1v1 besiyerinde ve pH’1 4.5 ila 9.6 arasinda olur.
Bakterinin bazi suslart %6.5 NaCl’lii besiyerinde gelisebilir (Cizelge 2.1.). Yukarida
belirtilen bu ozelliklerinden dolayi, L. garvieae sari kuyruk (Seriola queradiata)
baliklarinda goriilen septisemiden sorumlu yeni enterokok turt olan Enterococcus
seriolicida seklinde tanimlanmistir. Daha sonra yapilan kapsamli fenotipik, filogenetik
ve genetik calismalar sonucu her iki tiiriin tek bir tiire ait oldugu sonucuna varilarak, E.
seriolicida’nin L. garvieae seklinde yeniden tanimlanmasi gerektigi one stirilmistiir
(Gibello vd. 2016).
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Cizelge 2.1. L. garvieae’nin Fenotipik Ozellikleri (Austin ve Austin 2012;
Vendrell vd. 2006)

Ozellikler Austin & Austin 2012 Vendrell vd. 2006

Huicre morfolojisi Kok Oval kok
Gram boyama - -
Hareketlilik - -
Sitokrom oksidaz - -
Katalaz
O/F
Hemoliz
Sitrat (Simmon’s)
Nitrat indirgeme
Metil kirmizisi
Voges-Proskauer
Indol iiretimi
H2S
Glukozdan gaz olusumu

4+ + 1 x e T
4 % 0 R T

SRR
*

oy}
c:
<
ot
=
@D

0% NaCl
2 % NaCl
4 % NaCl
6 % NaCl
8 % NaCl
10% NacCl
4°C
20°C
30°C
35°C
ADH
LDK
ODK
Amilaz tretimi
ONPG

A Tk i AR S R

* ok ok 4+ + 4+ ko kA + + +
¥ 1

*
*

Asit olusumu
Laktoz - +)
D-glukoz
D-fruktoz
Galaktoz
Mannitol
Siikroz
D-mannoz
Sorbitol
Rafinoz - -
inositol -
Arabinoz - -
D-ksiloz - -

+ + 0+ o+

*

+: pozitif, - : negatif, (+): zayif ya da yavas reaksiyon, D: degisken reaksiyon, *: belirtilmemis,
F:Fermentatif, a.: alfa hemolitik. ADH: Arginin Dihidrolaz, ODK: Ornitin Dekarboksilaz
ONPG:Beta Galaktosidaz, LDK:Lizin Dekorboksilaz.

L. garvieae’nin diger yaygin mikroorganizmalar ile kiyaslandiginda, fenotipik
ve genetik olarak heterojenlik gosterdigi bildirilmistir. Bakterinin farkli biyotiplerinin
tanimlanmasi1 bazi sekerlerin asidifikasyonu ve pyroglutamic acid arylamidase ve N-
acetyl-b-glucosaminidase enzimlerinin bulunusuna dayandirilarak yapilmistir (Gibello
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vd. 2016). Genetik ¢alismalar 6zellikle de alabalik izolatlar tizerine gergeklestirilmistir.
Bu caligmalar klonal genetik gruplarin bulundugunu ortaya koymustur. Bununla
birlikte, baslica genetik heterojenite diger konak, ¢evre ya da gidalardan izole edilen
izolatlar arasinda gozlenir. Taksonomik goriis acisindan L. garvieae’nin (tiiriniin
icindeki) alt tiirlerin olast bulunusu genetik ve filogenetik verilere dayandirilarak 6ne
stiriilmiistiir (Gibello vd. 2016).

2.6.2. Epizootiolojisi

Lactococcus garvieae ilk olarak 1950’li yillarin sonlarina dogru Japonya da ki
gokkusagi alabaligi (O. mykiss) isletmelerinden bildirilmistir (Ferrario vd. 2013). O
tarihten giinimuize kadar bakteri bircok Ulkeye giris yapmis ve Japonya, Tayvan, Kore,
ABD, Israil, Portekiz, Ispanya, italya ve Iran da ki balik ciftliklerinde dnemli ekonomik
kayiplara neden oldugu bildirilmistir (Vendrell vd. 2006; Wang vd. 2007; Raissy ve
Moumeni 2016).

L. garvieae gokkusagi alabaliklarinin baslica patojeni olmakla birlikte, tiir sar1
kuyruk (Seriola dumerilii), kirmizi dudak kefal (Chelon haematocheilus), has kefal
(Mugil cephalus) ve dev tathi su karidesi (Macrobranchium rosenbergii)’nde de
enfeksiyona neden oldugu rapor edilmistir (Han vd. 2015; Wang vd. 2007). Turkiye de
ise hastaligin ilk kaydi1 2001 yilinda Diler ve arkadaslar1 (2002) tarafindan bildirilmistir.
Daha sonralari laktokokkozis ciddi epizootikler olusturarak yurdumuzun farkli cografik
bolgelerinde yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaligi isletmelerinde de goriildiigii
aragtirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Kav ve Erganis 2008; Avci vd. 2010; Tire ve
Savag 2010; Timur vd. 2011; Didinen vd. 2014; Dolgun 2015; Kirkan vd. 2018; Korun
vd. 2018; Kurtoglu ve Korun 2018).

2.6.3. Klinik ve nekropsi bulgular

Laktokokkozis hiper akut ve hemorajik septisemi seklinde tanimlanmakla
birlikte, baliklarin bulunduklar1 g¢evresel kosullarin 6zellikle yetersiz su kalitesi ve
yiiksek su sicakligi gibi faktorlerin hastaligin goriilmesinde etkili oldugu bildirilmistir
(Vendrell vd. 2006; Kurtoglu ve Korun, 2018). Hastaliktan etkilenen baliklarda hizli ve
genel istahsizlik, durgunluk, diizensiz ylizme ve denge kaybi, viicut deri renginde
koyulagsma, gozlerde tek veya cift tarafli ekzoftalmus, periorbital ve intraokiiler bolgede,
basta, operkulum {tizerinde, yilizgeglerin taban kisimlarinda, agiz boslugunda kanama ile
anal prolapsus gozlenir (Vendrell vd. 2006; Dolgun, 2015).

Nekropside peritonal boslukta genel olarak asidik sivi birikimi mevcut olup bu
sivi kanli ya da irinli olabilir. Makroskobik bulgular olarak hava kesesi, bagirsak,
karaciger, dalak, bobrek ve periton da kanamalar, dalak da biiyiime, karaciger ve dalak
da fokal nekrotik bolgeler, kalp zar1 iltihab1 ve beyin ylizeyinde sarimsi eksudat ile kaph
olmasi bildirilmistir. Laktokokkozisden etkilenen baslica organlar arasinda dalak, kalp,
bobrek, beyin ve bagirsak yer alir (Vendrell vd. 2006; Korun vd. 2018). Bu patolojik
bulgularin Akdeniz iilkelerinde gerek ekonomik gerekse saglik sorunlarina neden
oldugu bildirilmistir (Bafios vd. 2018).
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2.6.4. Nakil

Laktokokkozis Italya, Ispanya, Fransa, Portekiz, Tiirkiye ve Yunanistan’in da
dahil oldugu Akdeniz havzasi boyunca hizli bir yayilim gostermistir. L. garvieae’nin bu
sekilde hizli yayilmasi bakterinin ¢oklu rotalarinin bir sonucudur. Bu rotalar arasinda
balik isletmelerine yeni balik girisi en sik karsilasilan seklidir. Bununla birlikte,
asemptomatik tasiyicilar laktokokkozisin baslica kaynagidir. Bu baliklar bakterileri
mikrobiyotalarinda tasirlar ve L. garvieae fegeste bulunan mikroorganizmalar1 elimine
edebilir. Bunun sonucunda tagiyict baliklar havuzdaki diger saglikli baliklar1 enfekte
eder (Savvidis vd. 2007; Aron 2017). L. garvieae enfeksiyonundan kurtulan baliklar
belirli bir siire i¢in bakteriyi bulunduklar1 ortama yaymaya devam ederler. L. garvieae
yem yolu ile baliklara nakledilebilir. Bu nedenle balik yemlerinin etkili bir sekilde
sicaklik uygulamalarindan gegmeleri gerekir. Bakteri donuk balik etinde alt1 aya kadar
kalabilir. Baliklarda hastaligin naklinde yatay mekanizmalar onemlidir. Su yolu ile
Ozellikle baliklarin derisi hasar gormiis ise ya da fokal-oral yol yatay mekanizmalar
olarak kabul edilir (Aron 2017).

2.6.5. Kontrol ve tedavi

Laktokokkozis Japonya da 1974 yilindaki ilk bildiriminden giinimiize kadar
olan siiregte diinyanin ¢esitli bolgelerindeki kiiltiirii yapilan baliklarda ciddi ekonomik
kayiplara neden olmustur (Nakai ve Park 2002; Fukushima vd. 2017). Hastalik etkeni L.
garvieae firsat¢1 bir balik patojeni olup gerek kiiltiir kosullarinda gerekse baliklarda
yaygin bir sekilde bulunur. Kiiltiir kosullar1 altinda yetersiz su kalitesi, yiiksek stoklama
yogunlugu, baliklar1 asir1 yemleme ve balik i¢in yetersiz besin gibi stres faktorlerini
indirgemek genellikle laktokokkozisin kontroli i¢in dnemlidir. Ancak, stres faktorlerini
azaltmak isletme kosullarinda uygulama gii¢cliigli sebebi ile kemoterapéotiklere yogun bir
sekilde bagimli olma ile sonu¢lanmistir (Nakai ve Park 2002).

Laktokokkozis gibi balik hastaliklarinin = 6nlenmesi ve kontrolinde
antibiyotikleri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Gokkusagi alabaliklarinda
laktokokkozisin kontroliinde siklikla kullanilan antibiyotikler arasinda eritromisin,
oksitetrasiklin, amoksisilin ve diisiik dozda doksisiklin yer alir (Fukushima vd. 2017;
Kurtoglu ve Korun 2018). Yurdumuzda hastaligin ilk kez Diler ve arkadaslar1 (2002)
tarafindan tespit edildigi tarihten glinimize kadar L. garvieae suslarinin antimikrobiyal
duyarliliklart  arastirilmis  ve  suglarn  in vitro  kosullarda  amoksisilin,
amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin, doksisiklin, enrofloksasin, eritromisin,
kloramfenikol, oksitetrasiklin, pristinamisin, sefolatin ve tetrasikline duyarl olduklari,
apromisin, flumekuin, gentamisin, kanamisin, nikomisin, oksalinik asit, penisilin,
streptomisin ve siilfametazole diren¢li olduklar1 bildirilmistir (Kurtoglu ve Korun,
2018). Antimikrobiyal ajanlarin L. garvieae’ye karsi in vitro kosullarda etkili olmasina
karsin, bu kemoterapdtik ajanlarin etkileri, enfekte baliklarda gdzlenen istah kaybi
nedeni ile saha kosullarinda disiiktir (Meyburg vd. 2018). Bu nedenle, antibiyotik
tedavisi laktokokkozis i¢in etkili bir yontem degildir (Fukushima vd. 2017).

Glinlimiizde balik hastaliklarini 6nlemek amaci ile asilama {izerine yogun
caligmalar mevcuttur. Ancak asilarin balik saghigini olumlu yonde etkilediginin
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bildirilmesine karsin ne var ki hastalik c¢ikislarim1 Onlemede etkili olmadiklari
bildirilmistir. Bununla birlikte, asilama ile saglanan bagisikligin 2-3 ay gibi kisa siireli
etkili olmasi, maliyetinin yiiksek olmasi oOzellikle intraperitoneal (I.P.) yolla
uygulandiginda da yiiksek is giicli gerektirmesi ve baliklarda strese neden olmasi sebebi
ile dezavantajlar1 s6z konusudur (Altun vd. 2010; Bafios vd. 2018).

Laktokokkozis’in kontroliinde iizerinde c¢alisilan alternatifler arasinda L.
garvieae’nin bakteriyofajlari ile i.p. enjeksiyonu, Lactobacillus plantarum, Lactococcus
lactis ve Enterococcus faecium gibi laktik asit bakterileri (LAB)’nin probiyotik olarak
kullanimi1 da mevcuttur (Fukushima vd. 2017; Bafios vd. 2018). Ancak, antibiyotik
kullanim1 bakterilerde direnci yayginlasmasi, suda ve hayvan dokularinda antibiyotik
kalintilarindan dolay1 halk sagligi acisindan 6nemli hale gelmistir (Bafos vd. 2018;
Meyburgh vd. 2018). Bakteri suslarinda antibiyotik direncinin yayilmasinda yatay gen
naklinin ¢esitli mekanizmalar1 gérev alir (Meyburgh vd. 2018).

2.7. Babiklarda Gorilen Bakteriyel Enfeksiyonlarin Teshisinde Kullanilan
Bakteriyolojik ve Molekuler Teknikler

2.7.1. Bakteriyolojik yontemler

Su iirlinleri yetistiriciligi genellikle hastaliga neden olan bakteri tiirleri sebebi ile
tehdit altindadir. Bununla birlikte, baliklarda goriilen patojenli enfeksiyon ile hastalik
durumunu birbirinden ayirt etmek her zaman igin kolay olmamakla birlikte, gerek
fizyolojik gerekse ¢evresel bakimdan stresli olan baliklarda bakteriyel enfeksiyonlar
yogun bir sekilde gozlenir (Lipton vd. 1998). Bakteriyel hastaliklari 6nleme ve
kontroliinde ilk basamak, hastalik etkeninin izolasyonu ve tanimlanmasi ile baslar.
Baliklar icin 6zellikle Gram-negatif bakterileri iceren 12 cins, Gram-pozitif bakteri
tiirlerini igeren 7 cins ve aside direngli bakteri tiirlerinden olusan 2 cins baliklar i¢in
onemli patojenler arasinda yer almaktadir (Lipton vd. 1998; Ruangpan ve Tendencia
2004). Bu bakteri tiirlerinin saf olarak elde edilmesi ancak izolasyon ile olmaktadir.
Bobrek ve dalak izolasyon amagli en sik kullanilan organlardir. Saf bakteri kiiltiiri,
belirli bir bakteri susunun morfolojisi, fizyolojisi, biyokimyasal Ozelliklerini ve
antimikrobiyal ajanlara karsi direngli ya da duyarli olma durumlarimi calismak icin
gereklidir. Bakteriyel patojenlerin tanimlanmasi teshis acisindan da Onemlidir.
Enfeksiyonlarin tedavisi ancak bakteri tiirii tanimlandiktan sonra yapilabilir. Bakteriler
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal Ozelliklerine gore farklilik gdsterdiklerinden
bakterilerin tanimlanmasi1 bazi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler ile
gerceklestirilir (Ruangpan ve Tendencia 2004). Bakteri suslarinin izolasyonunda
nutrient agar (NA), triptik soy agar (TSA) ve beyin kalp infuzyon agar (BHIA) gibi
besiyerleri kullanilabildigi gibi sadece spesifik bir cinsin gelismesine izin veren 6rnegin
Vibrio tdrleri igin thiosulphate citrate bile sucrose agar (TCBS), Aeromonas ve
Pseudomonas tiirleri i¢in glutamate starch phenol red agar (GSP) kullanilabilir. R.
salmoninarum igin segici bobrek hastaligi vasatt (SKDM) kullanilabilir (Ruangpan ve
Tendencia 2004; Austin 2011).

Bakteriyel izolatlar morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine
dayandirilan fenotipik tan1 yontemleri ile tanimlanabilir (Ruangpan ve Tendencia 2004).
Fenotiplendirme diinya genelinde bakteri tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir.
Ancak, Voges-Proskauer reaksiyonu gibi testlerin tekrarlanabilirligi yoniinden dikkat
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edilmezse bakterilerin tanimlanmasinda hataya ve yanlis tanimlamaya neden olabilir
(Austin 2011). Giiniimiizde klasik fenotiplendirme yontemleri API gibi ticari tani kitleri
ile yer degistirmistir. Ne var ki, bu kitlerin profillerinin yorumlanmasinda karisiklik s6z
konusu olabilir. Ornegin, A. hydrophila’nin bazi profillerinin A. allosaccharophila ve A.
sobria’nin  profilleri ile benzerlik gosterdigi ayrica T. maritimum ile P.
anguillaseptica’nin API20E Kiti ile ayirt edilemedigide bildirilmistir (Austin 2011).

Bakteriyel balik hastaliklar1 agisindan Onemli olan bakteri tiirlerinin
tamimlanmasinda Gram-reaksiyonu, oksidaz testi, hareketlilik, oksidasyon ve
fermentasyon testi, O/129 vibriostat testi ile novobiosine hassasiyet énemli fenotipik
testler arasindadir. Ancak, hastalik etkeni bakterinin tiir diizeyinde tanimlanmasina
gereksinim duyulursa, ileri biyokimyasal testler gerceklestirilebilir (Ruangpan ve
Tendencia 2004).

2.7.2. Molekiler yontemler

Kiiltir kosullarinda baliklar c¢esitli bakteriyel, viral, parazitik ve fungal
enfeksiyonlara karsi duyarhdir. Kiltiir baliklarinda hastaliklardan kaynaklanan kayiplar
Avrupa tllkeleri ile birlikte, diinya genelinde gerek iiretim miktar1 gerekse kalite
yoninden onemli bir etkiye sahiptir. Patojenlerin hizli olarak izolasyonu ve
tanimlanmasi, hastaliklarin  kontroliinde etkili olmakla birlikte, antibiyotik ve
kimyasallarin kullanimlarinda azalmay1 saglamasi agisindan 6nemli. Biyoteknoloji balik
saglig1 agisindan birgok uygulamayi igerir (Adams ve Thompson 2006).

2.7.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ilk kez 1985 yilinda Mullis ve arkadaslar
tarafindan bulunan ve giiniimiizde yaygin bir sekilde kullanilan bir tekniktir. Bu teknik,
DNA zincirinin bilinen iki pargasi arasinda uzanan 6zel bir DNA béliimiiniin in vitro
kosullarda enzimatik olarak c¢ogaltildigi bir tekniktir (Dilsiz 2004; Somma ve Querci
2010). PZR teknigi ilk bagslarda orak hiicre anemisinin teshisinde kullanilmaya
baslanmigtir. Daha sonralar1 teknigin kullanim alani genisleyerek hali hazirda allelik
dizi varyasyonlariin gosterilebilmesi ile doku transpilantasyonu ig¢in doku tipinin
belirlenmesi, adli tipta genetik tiplendirme, su triinleri dahil tarim alanlarinda, cesitli
biyolojik ¢aligmalarda kullanilmaktadir (Cunningham 2002; Ar1 2004; Dilsiz 2004).

PZR teknigi hiicre iginde (in vivo) DNA’nin kendini eslemesi mekanizmasina
dayanir. Cift zincirli DNA (dsDNA) tek zincirli DNA (ssDNA)’ya ¢oziiliir. Bu kisim
kopyalanarak cogaltilir ve tekrar baglanir (Somma ve Querci 2010). PZR teknigi
denatiirasyon, hibridizasyon (annealing) ve amplifikasyon (extension) basamaklarindan
olusur.

Denatiirasyon: Cift sarmal DNA’nin yiiksek sicaklikta coziilerek tek sarmal haline
gelmesidir.

Hibridizasyon (Annealing): Primer olarak kullanilan iki oligoniikleotidin hedef DNA’ya
baglanmasidir.

Amplifikasyon (Extension): DNA polimeraz, Taq, Pfu, Vent, Tth ile primerlerden
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itibaren zincirin uzamasidir (Dilsiz 2004; Somma ve Querci 2010).

PZR tekniginde denatiirasyon, primer birlesme ve uzama basamaklar1 bir
donglyid meydana getirir (Somma ve Querci 2010). Bu basamaklarin ard arda
tekrarlanmasi ile DNA pargalar1 {istel bir sekilde artar. Bu sekilde her PZR dongiisii
DNA molekiilii izerinden istenilen bolgenin iki katina ¢ikmasina neden olur (Ar1 2004).
PZR tekniginde her bir dongii baslica ii¢ temel basamagi kapsar. Bu basamaklar:

1-Bir ¢ift sarmalli DNA’nin 90-95 °C de ii¢ ila dort dakika isitilarak birbirinden
ayrilmasi

2-Ayrilan her bir ipligin 3' uglarina es bazlarin baglanmasi

3-DNA polimeraz enziminin dNTP’leri kullanarak 70-75 °C de polimerizasyonu
tamamlamasidir (Dilsiz 2004).

Ug farkli sicakliktan ibaret olan amplifikasyon yaklasik olarak 35 kez
tekrarlanir. Her bir dongii tic-dort dakika stirer. PZR ile ¢ogaltilan iiriinler agaroz ya da
akrilamid jel elektroforezinde ayrilir. Etidyum bromid ile boyama sonrasit UV 151k
altinda incelenir. DNA bantlart DNA’nin etidyum bromid ile olusturdugu fluoresans
Ozelligine bagl olarak koyu zemin iizerinde beyaz bantlar seklinde gorilir (Dilsiz
2004).

Yuvalanmis (Nested), Coklu (Multipleks), Demirlenmis (Anchored), Geri
(Reverse) Transkripsiyon (RT-PZR), Asimetrik, Ters (Inverse) (IPZR), In situ, Rastgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD) ve Immuno PZR gibi 6zel uygulamalar igin
gelistirilmis PZR metotlar1 da mevcuttur (Ar1 2004; Somma ve Querci 2010).

Bakteri, mantar, viriis, metazoan ve protozoan parazit turleri dahil gesitli balik
patojenlerinden kaynaklanan bulasici hastaliklar kiiltiir baliklarinin yetistiriciliginde
onemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bu durum, isletme kosullarinda balik
patojenleri ile enfeksiyoz hastaliklar1 kapsayan biyogiivenlik ya da diger bir ifade ile
patojen Onleyici programlart 6nemli hale getirmistir. Balik patojenlerinin hizli, dogru ve
glvenilir tespiti; zaman alic1 olabilmekte ve bu durum balik patojenlerinin izolasyonu
ve tamimlanmasi hastaliklarin tedavi ve kontrol stiregleri ile biyogiivenlik ¢aligmalarini
sinirlandirmaktadir (Frans vd. 2008).

Geleneksel olarak hastaliklarin teshisi, ¢ogunlukla hastaligin klinik ve histolojik
bulgularina, etken bakterinin uygun besiyerlerinde kiiltiiriine, izolasyonuna ve patojenin
fenotipik ve serolojik ozelliklerinin tespit edilerek tanimlanmasina dayanir. Bu
yontemler hastalikla ilgili herhangi bir teshis edici yontemin gelistirilmesinde temel
olmakla birlikte, bu tekniklerin gilivenilirligi 6nemli 6l¢iide uzmanlik gerektirir (Frans
vd. 2008; Kumar vd. 2014). Ayrica, kiiltiir basamagini kapsayan teshis zaman alici
olabilmektedir. Ornegin, énemli balik patojenleri arasinda yer alan Flavobacterium ya
da Mycobacterium tiirlerinin 6zel besiyerlerinde gelisebilmesi ic¢in birka¢ giine
gereksinim duyulur. Salmonid baliklarda gbzlenen bakteriyel bobrek hastaligi etkeni R.
salmoninarum izolasyonu 12 haftay1 bulabilir. Bu teknikler organizmanin in vitro
kosullarda kiiltiiriinii gerektirir (Frans vd. 2008).
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Son 15-20 yildan bu yana balik patojenleri ve konaklarinin molekiiler
biyolojilerini anlamada gelismeler kaydedilmistir. Giiniimiizde molekiiler teknikler
balik hastaliklarinin teshisi ile kontroliinde ve bakteri dahil bulasici etkenlerden
kaynaklanan hastaliklarinin epidemiyolojisini ¢alismada rutinlik kazanmustir. Ornegin,
Y. ruckeri’nin spesifik tespiti icin bazt PZR protokolleri gelistirilmistir. Immun
(Immunocapture) PZR, F. psychrophilum’un teshisinde kullanilmistir. Aeromonas spp.
Flavobacterium spp. ve Vibrio spp. gibi spesifik balik patojenlerinin uygun bir sekilde
tespiti icin RT-PZR gelistirilmistir (Frans vd. 2008; Kumar vd. 2014).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Arastirmanin yapildig: yer

Tez ¢alismasinin saha 6rneklemeleri Akdeniz Bolgesi Antalya sinirlart icerinde
yer alan Kemer (Sekil 3.1.), Korkuteli (Sekil 3.2.), Manavgat (Sekil 3.3.) ve Akseki
ilgelerindeki ticari gbkkusagi alabaligi isletmelerinde gergeklestirilmistir. Calismanin
bakteriyolojik ve molekiiler kisimlari ise Akdeniz Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
Arastirma Laboratuar1 4 de yapilmistir. Calismaya baslayabilmek igin Akdeniz
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul’unun onay1 almmistir (Protokol No:
2018.01.030).

Sekil 3.1. Antalya Kemer de birinci drnekleme calismasinin yapildigi isletmeden bir
gorinim

Sekil 3.2. Korkuteli’nde ikinci 6rnekleme ¢alismasinin yapildigi isletme
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Sekil 3.3. Ugiincii 6rnekleme calismasinin yapildigi ag kafes isletmesinden bir goriintii
3.1.2. Hasta balik materyali temini

Bu c¢alisma Haziran 2018-Eyliill 2018 tarihleri arasinda Kemer, Korkuteli,
Manavgat ve Akseki de yer alan ticari alabalik isletmelerinde gergeklestirilmistir. Her
ay bir isletme ziyaretinde bulunulmustur. Her isletmeden 10 adet balik 6rnegi alinarak
calisma boyunca toplam 30 adet balik Ornegi ile calisilmistir. Akseki’deki su
sicakliklariin diisiik olmasindan dolayr hastalik gozlenmemistir. Baliklarin vicut
agirliklart 180 g’dan 350 g’a kadar degismistir. Isletme kosullarinda havuz suyunun
sicakligl, ¢oziinmiis oksijen (mg/l) ve pH’1 Hanna marka portatif dl¢lim cihazi ile
olgiilerek kaydedilmistir (Tablo 3.1). Isletme kosullarinda baliklardan 6rnekleme
yapilmadan oOnce baliklarda goriilen hastalik durumlar ile yetistiricilik sartlari,
kullanilan antibiyotikler ve asilar, hakkinda isletme ¢alisanlarindan bilgi alinmistir.

Cizelge 3.1. Calisma amagh gidilen isletmelerdeki havuz suyu parametreleri

Sicaklik pH 02
KEMER 18°C 7,5 7
KORKUTELI 15°C 75 7,2
MANAVGAT 21°C 7,8 7,6
AKSEKI 8°C 75 7.4

3.1.3. Calismada kullamilan besiyerleri

Caligmada besiyeri olarak Tryptic Soy Agar (TSA), Beyin Kalp Infuzyon Agar
(BHIA), Nutrient Buyyonu (NB), McConkey agar, Oksidasyon/Fermentasyon Hugh
Leifson bazal besiyeri (O/F), Metil Red-Voges-Proskauer (MR-VP) besiyeri, Simmon’s
sitrat besiyeri, Triple Sugar Iron Agar (TSIA) besiyeri, jelatin, nisasta ve koyun kanli
(%5) besiyeri kullanilmastir.
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3.1.4. Caliymada kullanilan kimyasallar

Bakterilerin morfolojik Ozelliklerinin tespiti i¢in Gram boyama tekniginde
kullanilan boyalar (kristal viyole, lugol ve fuksin) kullanilmistir. Sitokrom oksidaz testi
icin tetramethyl-p-phenylen-diamine dihydrochloride, katalaz iiretimi i¢in %3’lik H2O»,
D-glukoz, Kovac’s ayiraci, ONPG (0-nitrophenyl-3-D-galactopyranoside), lizozim, alfa
naftol (%5’lik), etil alkol, potasyum hidroksit (%40) ve metil red calismalar i¢in TBE
tamponu (Tablo 3.2.) ile agaroz (Tablo 3.3.) kullanilmistir.

Cizelge 3.2. Molekiiler ¢alismalarda kullanilan TBE tamponunun hazirlanisi

5X TBE Tamponu
Trizma base 549
Borik asit 2759
0,5M EDTA (8,3 pH) 20 ml

Cizelge 3.3. Agaroz jelin hazirlanisi

%1 Agaroz jel
1X TBE 100 ml
Agaroz 19
Etidyum bromid 2ul

3.1.5. Calismada kullanilan Kitler

Calismada bakterilerden DNA izolasyonu i¢in Hibrigen Genomik DNA
ekstraksiyon kiti kullanilmistir. Kit igeriginde MS tamponu, DS tamponu, proteinaz K,
yikama tamponu ve elution tamponu bulunmaktadir. Lactococcus garvieae Gram-
pozitif bir bakteri tiirii oldugu i¢in lizis basamagi eklenmistir. PZR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) ¢alismasi i¢inde Hibrigen PZR ve DNA Fragment Saflastirma kiti ile
MyTaq Bioline DNA Polimeraz kiti kullanilmistir.

3.1.6. Calismada kullanilan antibiyotikler

Calismada bakteri suslarinin antimikrobiyal duyarliliklariin tespiti igin dokuz
antibiyotik kullanilmistir. Bu antibiyotikler; Ampisilin (10 pg), Basitrasin (0.04 pg),
Eritromisin (15 pg), Flumekuin (30 pg), Furazolidon (15 pg), Kanamisin (30 pg),
Oksitetrasiklin (30 pg), Streptomisin (10 pg) ve Trimetoprim (5 pg) dir.

24



MATERYAL VE METOT E. ALTAN

3.2. Metot
3.2.1. Baliklarin klinik yonden incelenmesi ve nekropsi

Isletme kosullarinda baliklarin sergiledigi davramissal bulgular gdzlemlenerek
kaydedilmigtir. Gézlem sonrasi hastalik belirtisi gosteren ve/veya hastaliktan siipheli
baliklar, icerisinde anestezik madde olarak karanfil yagi bulunan kovalara alinarak
bayilmalar1 beklenmistir. Baliklarda gozlenen dig bulgular tespit edilmistir. Baliklarin
viicut yiizeyleri %70’lik etanol ile silinmis ve baliklara nekropsi uygulanmistir.
Nekropsi de i¢ organlarda gozlenen Klinik bulgular kaydedilmistir. Baliklarin dalak,
karaciger ve bobreklerinden 6nceden laboratuar kosullarinda hazirlanarak steril hale
getirilmis olan Beyin Kalp Infuzyon Agar (BHIA) igeren Petri kutularina ekimleri
yapilmistir (Timur ve Timur 2003). Ekim c¢alismasi sonrasi Petri kutular1 Akdeniz
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi 4 nolu Arastirma Laboratuari’na getirilmis ve burada
bulunan sogutmali etiiv de 25+2°C de 72 saat siire ile bakterilerin inkiibasyonu
saglanmistir (Vendrell vd. 2006).

3.2.2. L. garvieae’nin fenotipik dzelliklerinin tespiti

BHIA da izole edilen bakterilerin koloni morfolojisi ve rengi tespit edildikten
sonra altkiiltiirleri yapilmistir. Bakterilerin fenotipik 6zelliklerinin tespiti i¢in kullanilan
tim besiyerleri 25+2°C de 24-72 saat siire ile inkiibe edilmistir (Sicaklik ve tuzluluk
toleranslar1 ile ONPG, MR-VP testleri hari¢). Bakterinin hareketli olup olmadiginin
tespiti i¢in asili damla yontemi; bakterinin hiicre morfolojisinin tespiti iginse Gram
boyama yontemi uygulanmistir. Bakterinin fenotipik 6zelliklerinin tespiti amaci ile
sitokrom oksidaz reaksiyonu, katalaz iiretimi, hemoliz, sicaklik ve tuzluluk tolerans
testleri, Metil Red ve Voges-Proskauer testleri, HzS iiretimi, Simmon’s sitrat agar da
sitrat kullanimi, nitrat indirgeme testi, jelatinaz ve amilaz Uretimi ile ilgili testler
yapilmistir (Seeley vd. 1991; Vendrell vd. 2006; Timur ve Timur 2003; Austin ve
Austin 2012).

3.2.3. L. garvieae’den DNA izolasyonu

Laboratuar kosullarinda BHIA da gelisen bakteriler icerisinde 1.5 ml NB
bulunan s1v1 besiyerine ekimleri yapilarak 25 £2 °C de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi sivi besiyeri 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere alinarak 12000 RPM de
sogutmali santrifiij cihazinda 3 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Santrifligasyon
sonras1 Usteki sivi kisim atilarak dipteki pelet halindeki bakterilerden DNA izolasyonu
ticari kit kullanilarak yapilmistir. L. garvieae Gram-pozitif oldugundan lizis
basamaginda lizozim ilavesi yapilmistir. DNA 6rnekleri PZR ¢aligsmalarinda kullanilana
kadar -20 °C de muhafaza edilmistir (Temizkan ve Arda 2004).

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

DNA o6rnekleri ¢alisma oncesi oda sicakliginda ¢ozdiiriilmiistiir. PZR iirtin eldesi
iretici firmanin Onerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir. Bu amagla, 50 pl olacak
sekilde standart reaksiyon hazirlanmigtir. PZR bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 3.4. de
verilmistir. Calismada ilk denatiirasyon 95 °C de 3 dakika, annealing 44 °C de 15
saniye, extension 72 °C de 10 saniye olmak lzere 30 dongiiye ayarlanmistir. Son asama
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72 °C de 10 dakika inkiibe edilmistir. PZR iiriinleri jel elektroforez de yiiriitiilene kadar
-20 °C de muhafaza edilmistir. Calismada Zlotkin ve arkadaslar1 (1998)’in L.
garvieae’nin tanisinda 16S rRNA gen dizisini hedef alarak hazirladiklart ileri primer
PLG-1 (5"-CATAACAATGACAATCGC-3) ve geri primer (5-
GCACCCTCGCGGGTTG-3") ciftleri ticari bir firmaya sentezlettirilmistir.

Cizelge 3.4. PLG primerleri PZR bilesenlerinin miktarlari

Bilesen Hacim
5XMyTaq reaksiyon buffer 10ul
Donor DNA 5ul
Primerler 20 um (PLG) 2ul
MyTaq Hs DNA Polimeraz 1ul
Su (ddH20) 32yl

3.2.5. Farkh primerler kullanilarak Lactococcus garvieae’nin teyit edilmesi

Calismada hasta gokkusagi alabaliklarindan izole edilen L. garvieae suslarinin
Zlotkin ve arkadaslari (1998)’nin primerlerinden farkli olarak Aoki ve arkadaslar
(2000) tarafindan bildirilen SA1B10-1-F ile SA1B10-1-R ve 16S rRNA JCM 10343T
primerleri kullanmilmigtir. Bu amagla, 50 pl olacak sekilde standart reaksiyon
hazirlanmistir. PZR bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 3.5. de verilmistir. Calismada ilk
denaturasyon 95 °C de 3 dakika, annealing 44 °C de 15 saniye, extension 72 °C de 10
saniye olmak iizere 30 dongiiye ayarlanmistir. Son asama 72 °C de 10 dakika inkiibe
edilmistir. PZR frtinleri jel elektroforez de yiiriitiillene kadar -20 °C de muhafaza
edilmistir (Zlotkin vd. 1998; Aoki vd. 2000; Fadeifard vd. 2012).

Cizelge 3.5. SA1B10 primerleri PZR bilesenleri miktarlari

Bilesen Hacim
5XMyTaq reaksiyon buffer 10ul
Donor DNA 5ul
Primerler 20 pm (SA1B10) 2ul
MyTaq Hs DNA Polimeraz 1ul
Su (ddH20) 32yl

3.2.6. Agaroz jel elektroforez yontemi ile gérintileme

%1°lik agaroz jel hazirlayabilmek amaci ile 100 ml 1XTBE tamponu eldesi igin
5XTBE tamponu (54 g Trisma base, 27.5 g borik asit, 20 ml 0.5 M EDTA, pH 8.3)
80:20 ml (saf su: tampon) olacak sekilde seyreltilerek kullanilmistir. 1XTBE tamponu
icerisine 1 g agaroz eklenerek mikrodalga firinda eritilmis ve 50-60 °C’ye kadar
sogumasi beklenmistir. Daha sonra soguyan agaroza 0.2 pl etidyum bromid soliisyonu
eklenmistir. Elektroforez cihazinin taraklar1 yerlestirildikten sonra, tablasina hazirlanan
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jelden dokiilerek jelin donmasi beklenmistir. DNA marker olarak 1000 bg’lik marker
kullanilmistir. Marker 6 ul olacak sekilde ilk kuyucuga eklenmistir. Diger kuyucuklara
PZR amplifikasyon Urilinlerinden 5 pl alinarak 2 pl ladder (boyar madde) ile beraber
kuyucuklara yiiklenmis ve 6rnekler 100 V da 60 dakika yiiriitiilmiistiir. Bu siire sonunda
agaroz jelde yiiriitiilen bantlarin goriintiillenmesi U.V. lambasi altinda transilmilatérde
gergeklestirilmistir.

3.2.7. Antibiyogram duyarhhk testleri

Calismada izole edilen bakteri suslarinin in vitro kosullarda antibiyotik
duyarhilik testleri yapilmistir. Bu amagcla standart disk diflizyon yontemi uygulanmistir
(CLSI, 2006). Bakteri suslart Mueller-Hinton agarda 24 + 2 °C de 16-18 saat sure ile
inkiibe edildikten sonra bakteriyel siispansiyonlar1 hazirlanmis ve Mueller-Hinton agarli
Petri kutularinin yiizeyine yayilmadan once bakteriyel siispansiyonun bulaniklig
McFarland No 0.5 (1.5X10® CFU/ml)’e gore ayarlannmgtir. Ticari antibiyotik
disklerinin besiyeri ylizeyine yerlestirilmesinden sonra Petri kutular1 aerobik kosullarda
28 + 2°C de 24 ila 28 saat sure ile inklbe edilmistir. Testler iki tekrarli olacak sekilde
yapilmustir. inkiibasyon siiresi sonunda tiim disk difiizyon caplar1 l¢iiliip kaydedilerek
aritmetik ortalama hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore, suslarin antibiyotik
duyarliliklar1 hassas, orta direngli ve direngli olarak belirlenmistir. Sonuglarin
belirlenmesi EUCAST (2011), Laith ve arkadaslar1 (2017), CLSI (2006), Dolgun
(2015), Kubilay ve arkadaslar1 (2005), Ruangpan ve Tendencia (2004), NCLS (2003) ve
Baker (1984)’e yapilmistir.

3.2.8. Coklu Antibiyotik Direnci (CAD)

Coklu Antibiyotik Direncliligi (CAD) indeksi; test organizmalarinin direngli
olduklar1 antibiyotik sayisinin denenen toplam antibiyotik sayisina orani ile hesaplanir.
CAD indeksi verilen popilasyonlarda hesaplanan indeks sonucu 0.2’den biiyiikse birkag
antibiyotigin kullanildigr ortam kdokenli bakteri suslarimin bulundugunu belirtir
(Ehinmidu 2003). Calismada 6rnekleme yapilan hasta baliklardan izole edilen bakteri
suslarmin CAD indeksi a/b formiiliine gére hesaplanmistir. Bu formiilde ‘a’ izole edilen
bakterinin direng gosterdigi antibiyotik sayisini temsil ederken, ‘b’ ise susa uygulanan
tim antibiyotik Sayisint temsil etmektedir (Krumperman 1985).
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4. BULGULAR
4.1. Klinik Bulgular

Bu calismada Haziran 2018 tarihinde yapilan birinci 6rnekleme ¢alismasinda
Antalya Kemer de bulunan ticari bir alabalik isletmesinde 250-300 gram agirligindaki
gokkusagr alabaliklarinda 18°C su sicakliginda ve ginlik %2.8 diisik mortalite ile
seyreden bir hastaligin ¢iktig1 tespit edilmistir. Havuz basinda yapilan gézlemlere gore
baliklarda durgunluk, su yiizeyine yakin olarak yiizme, yem aliminda azalma ve
istahsizlik gibi davranissal bozukluklar gozlenmistir. Baliklarda dis klinik bulgu olarak
deri renginde 6zellikle viicudun bas ve dorsal kisimlarinda koyulagma (Sekil 4.1.), tek
ya da iki tarafli ekzoftalmus (Sekil 4.2.), baz1 baliklarda ise tek gézde ekzoftalmus ile
diger gozde goz kaybu ile birlikte géz ¢ukurunda hemoraji (Sekil 4.3.), karin kisminda
siskinlik, solungag¢ filamentlerinde erime ve yapisma (Sekil 4.4.), bazi baliklarda
pektoral (Sekil 4.4.), pelvik ve anal yiizge¢ taban kisimlarinda hemoraji ile bazi
baliklarda ise iist ¢enede lezyon gozlenmistir. Nekropsi sonrasi baliklarda dalakta
blyume ve renginde koyulagsma, viicut kasinda, pilorik sekada, viicut yaginda ve
gonadlarda hemoraji (Sekil 4.5.), karacigerde hemoraji ve kivaminda yumusama, hava
kesesinde siskinlik ile bazi baliklarda hava kesesi yiizeyinde hemoraji, bobrekte erime
ile karin kisminda asidik sivi birikimi gozlenmistir. Baliklarda bagirsagin gida
yoniinden bos oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.1. Laktokokkozisden etkilenen balikta bas ve dorsal kisimlarinda koyulagsma
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Sekil 4.3. Tek gozde ekzoftalmus, diger gézde gbz kaybi ile birlikte géz ¢ukurunda
hemoraji
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Sekil 4.4. Solunga¢ filamentlerinde erime ve yapisma, pektoral ylizge¢ tabaninda
kanama

Sekil 4.5. Hasta balikta i¢ organlarda kanama, dalakta biiyiime ve renginde koyulagsma

Ikinci ornekleme calismast Antalya Korkuteli’ndeki ticari bir alabalik
isletmesinde Temmuz 2018 tarihinde yapilmistir. Baliklarin viicut agirhigi 180-300
gram agirliginda degismistir. Havuzlardaki su sicakligi 15°C olup baliklarda giinliik
olarak %1.7 oraninda kayiplar gozlenmistir. Hasta baliklarda durgunluk, istahsizlik ve
su yiizeyine yakin olarak ylizme gozlenen davranigsal bulgulardir. Baliklarda dis bakida
deride 6zellikle bas ve dorsal bolge olmak tizere yiizgeclerde dahil koyulasma (Sekil
4.6.), tek ya da iki tarafli ekzoftalmus, bazi baliklarda iki tarafli ekzoftalmus, gézde
opaklasma ve hemoraji (Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.) ve karin kisminda siskinlik tespit
edilmistir. I¢ bakida ise dalakta biiyiime ve renginde koyulasma, viicut kasinda, pilorik
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sekada, gonadlarda, bagirsak yiizeyinde ve karacigerde hemoraji gozlenmistir (Sekil
4.9.). Ayrica, bobrekte erime, renginde koyulasma ve kivaminda yumusama da tespit
edilmistir. Hasta baliklarda karin kisminda asidik s1v1 birikimi mevcut olup bagirsak da
ise yem tespit edilmemistir.
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Sekil 4.6. ikinci 6rnekleme calismasinda laktokokkozisden etkilenen balikta deride
koyulasma gozlenmesi

Sekil 4.7. Hasta balikta gozde opaklagsma ve kanama
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Sekil 4.8. Hasta balikta gozde ekzoftalmusun yandan goriiniisii
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Sekil 4.9. Hasta balikta i¢ organlarda kanama ve dalakta biyume (splenomegali) (okla
gosterilmistir)

Ugiincii érnekleme calismas1 Manavgat da Diiden selalesi iizerindeki ticari bir
isletmeye ait ag kafeslerde Agustos 2018 tarihinde gerceklestirilmistir. Su sicakligi
21°C olup baliklarda giinliik olarak %2.5 kayip tespit edilmistir. Baliklarda durgunluk,
istahsizlik, yem aliminda azalma, kafes ylizeyine yakin yiizme gibi davranigsal bulgular
gozlenmistir. Baliklarda deri renginde koyulasma, gozlerde tek ya da iki tarafli
ekzoftalmus, bazi baliklarda tek gozde ekzoftalmus, diger gozde goz kaybi veya
opaklasma ve kanama (Sekil 4.10.), karin kisminda siskinlik, bazi baliklarda iist ¢enede
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ve dil iizerinde kanama gdzlenmistir. I¢ bakida dalakta biiyiime ve renginde koyulagma,
karacigerde biiylime ve renginde koyulagma ve hemoraji, viicut kasinda, pilorik sekada,
yag dokuda ve bagirsak yiizeyinde yogun hemorajiler tespit edilmistir. Bagirsak gida
yOniinden bos olup, bobreklerin kivaminda yumusama gdézlenmistir.

Sekil 4.10. Ugiincii 6rnekleme ¢alismasinda laktokokkozisden etkilenen balikta tek
g0zde ekzoftalmus ve hemoraji

Dordiincii 6rnekleme ¢alismasi Eylil 2018 tarihinde Antalya Akseki de bulunan
ticari bir alabalik isletmesine gidilmistir. Su sicakligi 8°C oldugundan laktokokkozis
gozlenmemistir.

4.2. Hasta Baliklardan izole Edilen Bakteri Suslarinin Fenotipik Bulgular
4.2.1. Bakteri suslariin koloni morfolojilerine ait bulgular

Isletme kosullarinda hasta gokkusagi alabaliklarinin karaciger, dalak ve
bobreklerinden ekim yapabilmek amaci ile baliklara ventral ve lateral insizyonlar
uygulanarak baliklarin i¢ organlari steril bir sekilde ortaya cikartilmistir. Baliklarin
karaciger, dalak ve bdbreklerinden icerisinde Beyin Kalp infuzyon Agar (BHIA)
bulunan Petri kutularina ekimler yapilmistir. Ekimli besiyerleri sogutmali etiivde 25 +
2°C de 72 saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda bakterilerin ilk
izolasyonlar1 yapilmistir.

Haziran 2018 tarihinde birinci 6rnekleme ¢alismasinda 10 adet gokkusagi
alabaliginin i¢ organlarindan izole edilen 30 bakteri susunun BHIA da 25 + 2°C de 24-
72 saat siren inkiibasyon siresi sonunda kigik, 0.5-1 mm ¢apinda beyaz renkli ve
yuvarlak koloniler olusturduklari tespit edilmistir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. Hasta baliktan izole edilen bakteri susunun BHIA da olusturdugu beyaz, 0.5-
1.0 mm ¢apinda kigiik kolonilerin bir gorintusu

Temmuz 2018 tarihinde yapilan ikinci Ornekleme calismasinda 10 adet
gokkusagi alabaligini karaciger, dalak ve bobreklerinden izole edilen 25 bakteri susunun
BHIA da 25 + 2°C de 24-72 saat siiren inktbasyon suresi sonunda kiguk, beyaz renkli
ve yuvarlak koloniler olusturduklari tespit edilmistir.

Agustos 2018 tarihinde Manavgat Diiden selalesi iizerindeki ticari alabalik
isletmesinde yapilan 6rnekleme caligmasi sonucunda izole edilen 20 bakteri susunun
BHIA da 25 + 2°C de 24-72 saat stiren inkiibasyon stresi sonunda kii¢iik, I mm ¢apinda
beyaz renkli ve yuvarlak koloniler olusturduklar tespit edilmistir.

4.2.2. Bakteri suslarmin hiicre morfolojilerine ait bulgular

Hasta gokkusagi alabaliklarindan izole edilen bakteri suslarinin mikroskobik
morfolojisinin tespiti i¢in bakteri kolonilerinden preparatlar hazirlanarak, Gram-boyama
yontemi ile boyanmustir.

Haziran 2018 tarihinde Antalya Kemer de gerceklestirilen birinci 6rnekleme
calismasinda izole edilen bakteri suslarimin Gram-pozitif, oval-kok sekilli ve kisa
zincirler olusturduklari 151k mikroskobu altinda tespit edilmistir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. Bakteri susunun Gram boyama sonrasi mikroskop da goriintiisii

Ikinci 6rnekleme calismas1 Temmuz 2018 tarihinde Korkuteli’nde ki ticari bir
alabalik  isletmesinde gergeklestirilmistir. Bu isletmedeki hasta gokkusagi
alabaliklarindan izole edilen bakteri suslarinin Gram-pozitif, oval-kok gérinimli
olduklar1 vekisa zincirler meydana getirdikleri tespit edilmistir.

Uciincii 6rnekleme ¢alismas1 Agustos 2018 tarihinde Manavgat Diiden selalesi
lizerindeki ticari bir alabalik isletmesine ait kafeslerde yapilmustir. izole edilen bakteri
suslarinin Gram-boyama yontemine goére Gram-pozitif, oval-kok sekilli bakteriler
olduklar1 ve kisa zincirler olusturduklar1 tespit edilmistir.

4.2.3. Bakteri suslarinin hareket 6zelliklerine ait bulgular

Asilt damla yontemi kullanilarak cukur lamda hazirlanan preparatlarin 11k
mikroskobu altinda yapilan inceleme sonuclarina goére birinci, ikinci ve iiglincli
orneklemelerde izole edilen bakteri suslarinin hareketsiz olduklar tespit edilmistir.

4.2.4. Bakteri suslarinin biyokimyasal 6zelliklerine ait bulgular

Haziran 2018 tarihinde yapilan birinci Ornekleme c¢alismasi sonucunda 30
bakteri susu izole edilmistir. Suslarin sitokrom oksidaz ve katalaz negatif (Sekil 4.13. ve
Sekil 4.14.), fermentatif (Sekil 4.15.) olup %5 koyun kani igeren besiyerinde alfa (o)-
hemoliz olusturduklar (Sekil 4.16.), Voges-Proskauer (VVP) reaksiyonu negatif (Sekil
4.17.) iken, metil red reaksiyonuna pozitif (Sekil 4.18.) yanit verdikleri, H>S Uretimi,
Simmon’s sitrat, nitrat indirgeme reaksiyonlarinin negatif oldugu, indol negatif (Sekil
4.19.), ONPG negatif (Sekil 4.20.), jelatinaz enzim uretimi (Sekil 4.21a. ve Sekil
4.21b.) ile amilaz enzim Uretiminin negatif oldugu, %0 ile %6.5 NaCl dahil olmak tizere
farkli tuzluluk oranlarinda gelisme gosterdikleri, 4 °C ila 37 °C dahil olmak tizere farkli
sicakliklarda gelistikleri tespit edilmistir.
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Sekil 4.13. Hasta baliktan izole edilen bakteri susunun sitokrom oksidaz reaksiyon
sonucu (okla gosterilmistir)

Sekil 4.14. Bakteri susunun katalaz reaksiyon sonucu
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Sekil 4.16. Kanli vasatta alfa (o) hemoliz olusumu
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Sekil 4.17. VVoges-Proskauer reaksiyon sonucu

Sekil 4.18. Metil red reaksiyon sonucu
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Sekil 4.20. Bakteri suslarinin ONPG reaksiyon sonuglari
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Sekil 4.21.a) Bakteri suslarinin jelatinaz test sonuglari

Sekil 4.21.b) Suslarin buz da 15 dakika bekletildikten sonra donmasi ile tespit edilen
negatif reaksiyon sonuglari

Ikinci 6rnekleme caligmasi Temmuz 2018 tarihinde gerceklestirilmis ve bu
ornekleme calismasindan 25 bakteri susu izole edilmistir. zole edilen bakteri suslarinin
fermentatif, sitokrom oksidaz ve katalaz negatif olduklari, indol {iretmedikleri, ONPG,
H2S, Simmon’s sitrat ile nitrat1 indirgeyemedikleri tespit edilmistir. Suslarin metil red
test sonucu pozitif olmasina karsin suslarin amilaz ve jelatinaz enzimlerini
iretmedikleri, 4 °C ila 37 °C sicakliklarda gelisebildikleri ve %0 ila %6.5 NaCl de
gelisme gosterdikleri yapilan bakteriyolojik ¢alisma sonuglarina gore tespit edilmistir.
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Uciincii 6rnekleme calismast Agustos 2018 tarihinde gergeklestirilmis ve bu
ornekleme ¢aligmasindan 20 bakteri susu izole edilmistir. Suslarin sitokrom oksidaz ve
katalaz reaksiyonlarinin negatif, fermentatif, Simmon’s sitrat, ONPG negatif olduklari,
amizlaz ve jelatinaz reaksiyonlarinin negatif oldugu, kanli vasatta alfa hemolitik
koloniler olusturduklari, 4 °C ila 37 °C sicakliklarda gelisebildikleri, %0 ile %6.5 NaCl
dahil olmak tizere farkli tuzluluk oranlarinda gelisme gosterdikleri, HoS Uretimi ile
nitrat indirgeme reaksiyonlarinin negatif oldugu tespit edilmistir.

Birinci, ikinci ve iigiincii Ornekleme calismalarindan izole edilen bakteri
suslariin biyokimyasal 6zelliklerine ait bulgular Tablo 4.1. de verilmistir. Suslarin
sitokrom oksidaz ve katalaz reaksiyonlarmin negatif, fermentatif, Simmon’s sitrat,
ONPG negatif olmalari, nitrati indirgeyememeleri, jelatinaz ve amilaz enzimini
tiretememe, indol negatif olmalari, %0 ila %6.5 NaCl de gelisebilmeleri, %5 koyun kani
ilave edilerek hazirlanan kanli vasatta alfa (o)-hemoliz olusturmalari ve diger
arastirmacilar tarafindan bildirilen ve Tablo 2.1. de verilen fenotipik 0Ozelliklere
benzerlik gostermelerinden dolayi, birinci, ikinci ve iiglincli 6rnekleme ¢alismalarindan
izole edilen 75 bakteri susu Lactococcus garvieae olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 4.1. L. garvieae’nin Fenotipik Ozelliklerinin mevcut calisma ile
karsilagtirilmasi (Austin ve Austin 2012; Vendrell vd. 2006)

Ozellikler Mevcut ¢calisma Austin ve Vendrell vd. (2006)
Austin(2012

Gram boyama + + +

Sitokrom oksidaz - - R

OIF F F F

Sitrat( Simmon’s) - * -

Metil kirmizisi + + *

indol iiretimi - - -

Blyume

2% NaCl + + *

6,5% NacCl + + +

20°C + + +

Nisasta - * *

+: pozitif, - : negatif, *: belirtilmemis, F:Fermentatif, a.: alfa hemolitik.
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4.2.5. Bakteri suslarinin antibiyogram test calismalarina ait bulgular:

Calismada izole edilen ve L. garvieae olarak tanimlanan 75 susun antibiyotik
duyarlilik test sonuglarina gore suslarin hepsinin ampisiline direngli oldugu tespit
edilmistir.

Birinci 6rnekleme c¢alismasinda 30 L. garvieae susu izole ve identifiye
edilmistir. 30 susun basitrasin, tetrasiklin, eritromisin ve streptomisine duyarl oldugu,
kanamisine orta derecede direncli oldugu, flumekuin, ampisilin, trimetoprim ve
furazolidona ise direncli olduklar1 bulunmustur.

Ikinci 6rnekleme calismasinda 25 sus izole ve identifiye edilmistir. Suslarin
furazolidon, basitrasin, tetrasiklin ve eritromisine duyarli oldugu, flumekuin ve
trimetoprime orta derecede direncgli oldugu, kanamisin, ampisilin ve streptomisine ise
direncli oldugu tespit edilmistir.

Uciincii 6rnekleme calismasinda 20 sus izole ve identifiye edilmistir. Suslarin
basitrasin, flumekuin, tetrasiklin, trimetoprim, furazolidon, kanamisine ve streptomisine
duyarli, eritromisin ve ampisiline direngli oldugu tespit edilmistir.

4.2.6. Bakteri suslarinin CAD indeks sonuclarina ait bulgular

Calismada birinci 6rneklemedeki hasta baliklardan izole edilen L. garvieae
suslarinin CAD indeksi 0.44; ikinci Orneklemedeki hasta baliklardan izole edilen
suslarin CAD indeksi 0.33 ve tligiincii orneklemedeki hasta baliklardan izole edilen
bakteri suslarinin CAD indeksi 0.22 olarak bulunmustur. Birinci ve ikinci
orneklemelerde izole edilen bakteri suslarinin CAD indeksleri 0.2°den yiiksek, {igiincii
ornekleme ¢aligmasinda izole edilen bakteri suslarinin CAD indeksi 0.22 olup, 0.2’den
biraz yiiksek bulunmustur. Her ii¢ isletmede CAD indeksi 0.2’den biiyiik olmakla
birlikte, bir ve ikinci igletmelerdeki CAD indeks degerlerinin yiiksek olmasi igletmede
birden fazla antibiyotigin kullanildig1 ve bakteri suslarinda direng artisinin gelistigi
tespit edilmistir.

4.3. Molekiiler Calisma Bulgular
4.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu bulgulari

Haziran 2018 tarithinde yapilan birinci Ornekleme calismasi sonucunda 30
bakteri susu, Temmuz 2018 tarihinde gercgeklestirilen ikinci 6rnekleme ¢alismasinda 25
ve Agustos 2018 tarihinde yapilan {igiincli 6rnekleme g¢alismasinda 20 bakteri susu
olmak Uzere toplam 75 bakteri susu izole edilmistir. Suslar fenotipik tani test
sonuglarina gore Lactococcus garvieae olarak tanimlanmigtir. Yetmis bes susun 50°sine
PZR teknigi uygulanarak cogaltilan bakteriyel DNA o&rnekleri jel elektroforez de
yiriitiilmiistiir. Yiiriitme sonrasi jelde 50 sustan 47’si pozitif sonug¢ vererek 1100 bg’lik
amplifikasyon tespit edilmistir (Sekil 4.22.) 50 susun 3’iinde ise herhangi bir
amplifikasyon g6zlenmemistir. PZR ¢alisma sonuglarina gore 47 sus L. garvieae olarak
identifiye edilmistir.
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Sekil 4.22. Hasta baliklardan izole edilen bakteri suslarinin PLG primerlerinin
kullanildig1 PZR ¢alisma sonucu

4.3.2. Farkh primerler kullanilarak Lactococcus garvieae’nin teyit edilmesi ile ilgili
bulgular

Calismada yetmis bes susun 50 adedine L. garvieae’nin tanisinda kullanilan
PLG-1 ve PLG-2 primerleri uygulanmistir. PLG-1 ve PLG-2 primerlerinin tr tespitinde
dogrulugunu teyit edebilmek amaci ile 3’ii negatif 22’si pozitif amplifikasyon veren
toplam 25 susa SA1B10-1-F ile SA1B10-1-R ve 16S rRNA JCM 10343" primerleri
kullanilmistir. PZR ¢aligsma sonuglarina gore 25 sus pozitif sonug vererek, L. garvieae
olarak tanimlanmustir (Sekil 4.23.). 3 bakteri susu ise SA1B10-1-F ile SA1B10-1-R ve
16S rRNA JCM 103437 primerler ¢alismasinda pozitif sonug verirken PLG-1 ve PLG-2
primer ¢iftinin kullanildig1 PZR ¢alismasinda ise negatif sonug¢ vermistir.

Sekil 4.23. SA1B10 primer gifti kullanilarak yapilan PZR ¢alismalar1 sonucu jel de bant
olusumu
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5. TARTISMA

Su driinleri yetistiriciliginde 6zellikle bulasici etkenlerden kaynaklanan
hastaliklar; balik kayiplari, tedavi masraflart ve hastaliktan iyilesme doneminde
baliklarda goézlenen yavas gelisme gibi faktorlerden dolayi isletme agisindan 6nemli
ekonomik kayiplara neden olabilmektedir. Ulkemizde gokkusagi alabaligi kiiltiirii
yapilan baslica tiirler arasinda yer almaktadir. Tiiriin kiiltiir kosullarina kolaylikla adapte
olmasi, etinin lezzetli olmast ve kiiltiire alindig1 1800°1i yillardan bu yana iizerinde
cesitli arastirmalar yapilmis olmasi nedeni ile gokkusagi alabaliginin iiretimine talep
yogundur. Ancak, kiiltiir kogullarinda yogun tiretim baliklarin strese girerek hastaliklara
duyarl hale gelmesine yol agmaktadir. Laktokokkozis gokkusagi alabaligi kiiltliriini
etkileyen onemli bakteriyel hastaliklar arasinda yer alir. Bu g¢alisma ile Antalya ili
civarindaki baz1 alabalik ¢iftliklerinden Lactococcus garvieae’nin izolasyonu
amaclanmastir.

Ulkemizde laktokokkozis ¢ikislart farkli bolgelerden bildirilmistir. Kav ve
Erganis (2008) calismalarinda Haziran 2002 ile Agustos 2004 tarihleri arasinda
inceledikleri 180 adet gokkusagi alabaliginda L. garvieae’yi izole ve identifiye
ettiklerini bildirmistir. Hastaliktan etkilenen baliklarda iki tarafli ekzoftalmus, baliklarin
viicut deri renginde koyulagsma gozlenirken, karaciger, dalak ve bobrekte ise tikaniklik
bildirmistir.

Altun ve arkadaslar1 iilkemizin orta bati bdlgesindeki alti farkli balik
ciftligindeki gen¢ ve ergin gokkusagi alabaliklarindan L. garvieae’yi izole etmistir.
Hastalik ¢ikisi su sicakliginin 17 °C ve tizerinde gozlenmistir. L. garvieae’den etkilenen
baliklarda kanamali ve opak kornea ile gdzlerde bilateral ekzoftalmi, abdominal
siskinlik ve yiizgeglerin taban kisimlarida yaygin kanamalar gdzlenmistir. i¢ bakida
solgun karaciger, splenomegali ve hiperemik sindirim kanali tespit edilmistir.
Karaciger, dalak, bobrek, hava kesesi ve bagirsak da asir1 kanama tespit edilmistir
(Altun vd. 2010).

Kurtoglu ve Korun (2018) yilinda Fethiye’de faaliyet gosteren farkli alabalik
isletmelerindeki hasta baliklarda laktokokkozisi tespit etmistir. Arastirmacilar
laktokokkozisli baliklarda durgunluk, yem aliminda azalma ve istahsizlik ile her iki
g0zde ekzoftalmus, hemoraji ve opaklasma bildirmistir. Nekropside i¢ organlarda
kanama, karaciger ve dalakta biiylime, deri renginde koyulagsma ile karin boslugunda
asidik s1v1 birikimi oldugu bildirilmistir (Kurtoglu ve Korun 2018).

Timur ve arkadaglar1 (2011) yilinda Marmara Bolgesi’nde kiiltiirii yapilan
gokkusagi alabaliklarinda yiiksek mortalite ile seyreden epizootiklerden L. garvieae’yi
izole ve identifiye etmistir. Laktokokkozisden etkilenen baliklarda gézlerde tek ya da iki
tarafli ekzoftalmus, hemoraji, korneada opaklasma, goz kaybu, i¢ organlarda ve viseral
yagda hiperemi ile karin bolgesinde asidik siv1 birikimi bildirmistir (Timur vd. 2011).

Laktokokkozis yurt disinda da farkli llkelerde gozlenmis ve bildirilmistir.
Kuzey Portekiz de 2002 ile 2003 yillar1 yaz aylarinda gokkusagi alabalik ¢iftliklerinde
yiiksek su sicakliklari (>21°C) ile alakali olarak laktokokkozis epizootikleri
bildirilmistir. Hasta baliklarda belirgin tek ya da iki tarafli ekzoftalmus, periokiiler
kanamalar ile baz1 vakalarda goz kaybi bildirilmistir. I¢ bakida klinik bulgu olarak karmn
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boslugunda asidik siv1 birikimi ile kas dokusunda kanamalar bildirilmistir (Pereira vd.
2004).

Savvidis ve arkadaslart Yunanistan da 2003 ila 2006 yillart arasinda yiiksek su
sicakliklarinda L. garvieae enfeksiyonlarini bildirmistir. Arastirmacilar hastalikla ilgili
olarak en Onemli dig bulgunun genel olarak bilateral ekzoftalmus oldugunu bazi
durumlarda baliklarda g6z ya da gozlerin kayb1 oldugunu tespit etmistir. Yaz aylarinda
su sicakligi 14 °C ve iizerinde olup i¢ bakida karin boslugunda hemorajik sivi birikimi,
solgun karaciger ve dalak da biiyliime gozlenmistir (Savvidis vd. 2007).

Giliney Afrika’nin farkli bolgelerindeki gokkusagi alabaligi islemelerinde
laktokokkozis tespit edilmistir. Hastaliktan etkilenen baliklarda gozlerde belirgin
ekzoftalmus, tek ya da iki tarafli goz kaybi, gdziin okiiler ¢emberinde kanama,
melanozis, dalakta biiyiime ve bagirsak da kanama bildirilmistir (Meyburgh vd. 2018).

Mevcut calismada 2018 yilinin Haziran ve Eyliil aylari dahil olmak Uzere
Antalya ili ilceleri olan Kemer, Korkuteli, Manavgat ve Akseki de bulunan gesitli
alabalik isletmelerine gidilerek laktokokkozis yoniinden inceleme yapilmistir. Akseki de
bulunan alabalik isletmesi disinda diger ilcelerdeki isletmelerde, hasta baliklarda benzer
davranigsal ve klinik bulgular tespit edilmistir. Hasta baliklarda genel olarak durgunluk,
yem aliminda azalma, istahsizlik ve su ylizeyine yakin ylizme seklinde davranigsal
bulgular gozlenmistir. Baliklarin klinik muayenesinde; dis bulgular olarak baliklarda tek
ya da iki tarafli ekzoftalmus, baz1 baliklarda g6z kaybi, gozde kanama ve opaklasma,
solungaglarda solgunluk, solungag filamentlerinde erime ve yapisma gozlenmistir. Bazi
baliklarda ise viicudun o6zellikle bas ve dorsal kisminda olmak {izere deri renginde
koyulasma, pektoral, pelvik ve anal ylizge¢ tabaninda kanama tespit edilirken bazi
baliklarda ise (st ¢enede ve dil Uzerinde kanama tespit edilmistir. Nekropsi de dalakta
bliylime (splenomegali) ve renginde koyulasma, viicut kasinda, pilorik sekada, viicut
yaginda (adipéz yag doku) ve gonadlar da kanama, bobrekte erime ve yumusama,
bagirsak yiizeyinde yogun kanamalar tespit edilmistir. Bagirsak gida yoniinden bos olup
karm kisminda asidik sivi birikimi gozlenmistir. Bu calismada laktokokkozisden
etkilenen baliklarda gozlenen klinik bulgularin yukarida belirtilen arastiricilar tarafindan
bildirilen bulgulara benzerlik gosterdigi anlagilmistir.

Laboratuar kosullarinda L. garvieae suslarii tamimlamak igin fenotipik,
molekdiler ve proteomik yontemler dahil ¢esitli tan1 yontemleri kullanilmaktadir. L.
garvieae zoonotik bir balik patojenidir. Bakterinin baliklarda tanimlanmasi sorun
olmamakla birlikte insanlardan izole edilen izolatlar baz1 durumlarda Enterococcus spp.
ile karistirilabilmektedir (Gibello vd. 2016).

Mevcut ¢aligmada birinci, ikinci ve {i¢ilincli 6rnekleme calismalarinda toplam 75
bakteri izole edilmistir. Izole edilen bakterilerin BHIA da 25 + 2°C de 24-72 saatlik
inklibasyon suresi sonunda 0.5-1 mm ¢apinda, beyaz renkli ve yuvarlak koloniler
olusturdugu tespit edilmistir. Suslar hareketsiz, Gram-pozitif, oval-kok sekilli ve kisa
zincirler olusturdugu, sitokrom oksidaz ve katalaz negatif, fermantatif oldugu
bulunmustur. Suslar a-hemolitik, VP negatif, H.S, indol Uretimleri negatif olup nitrati
indirgeyemedikleri, amilaz ve jelatinaz enzimlerini Uretmedikleri, 4 ila 37 °C
sicakliklarda gelisebildikleri, %0 ila %6.5 NaCl dahil farkli tuzluluk oranlarinda
gelisme gosterdikleri tespit edilmistir.

46



TARTISMA E. ALTAN

Aksit ve Kum (2008) gokkusagi alabaliklarinda ekonomik kayiplara neden olan
baslica bakteriyel etkenlerinin tespitine yonelik caligmalarinda hasta baliklardan 13 L.
garvieae susunun izole ve identifiye edildigini bildirmistir. Suslarin Gram-pozitif,
hareketsiz, sitokrom oksidaz ve Kkatalaz negatif, fermentatif oldugunu, H>S
tiretmediklerini, nitrat1 nitrite indirgemediklerini, indol iiretimlerinin negatif, MR-VP
reaksiyonlariin ise pozitif oldugunu, jelatinaz enzimini liretmedigin, Simmon’s sitrat
negatif iken, 30 °C ila 37 °C de gelisme gosterdiklerini bildirmistir.

Timur ve arkadaslar1 (2011) kiiltiir gékkusagi alabaliklarinda L. garvieae’yi
izole etmistir. Izolatlar hiicre morfolojileri, Gram-boyama reaksiyonu, hareketlilik testi
ve biyokimyasal test sonuglarina gore tanimlanmistir. Suslarin hareketsiz, Gram-pozitif,
ovoid sekilli ve kisa zincirler olusturduklari, sitokrom oksidaz ve katalaz negatif
olduklarmi, %5 koyun kani igeren kati besiyerinde a-hemolitik aktivite gosterdigini
bildirmistir. Suglar fermentatif olup indol iiretimleri negatif, MR ve VP reaksiyonlari
pozitif iken, 37 °C ve 45 °C de Uredikleri, %0 ila % 6.5 NaCl de gelisme gosterdikleri
ve sitrat Uretimlerinin negatif oldugu tespit edilmistir.

Didinen ve arkadaslar1 (2014) hasta gokkusagi alabaliklarindan 25 bakteri
susunu morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal Ozelliklere goére L. garvieae olarak
tanimlamistir. Arastiricilar suslarin kendi igerisinde oldukca homojenlik gosterdigini
bildirerek, suslarin 2 mm altinda (<2 mm) koloni biiytikliigline sahip olduklarini, Gram-
pozitif ve kok sekilli oldugunu bildirmistir. Suslar hareketsiz, a-hemolitik, sitokrom
oksidaz ve katalaz negatif, fermentatif olup jelatinaz negatif ve sitrati kullanmadiklari
indol tretimlerinin ise negatif oldugunu bildirmistir. Suslar VP ve MR reaksiyonlar1
pozitif iken, nitrat1 nitrite indirgememistir. Suslarin TSI da H2S Uretimi negatif iken 4°C
ila 45°C de gelisme gosterdikleri %1 ila %6.5 NaCl igeren besiyerinde gelisebildikleri,
MacConkey agar da gelisemediklerini bildirmistir.

Iran’in Giineybatisinda yer alan Kokilne-Bayer Ahmad ilinde ki gesitli alabalik
isletmelerinden hiperakut hemorajik septisemili 280 adet gokkusagi alabaligi
incelenmistir. 280 baligin 42’inde klasik biyokimyasal testler kullanilarak L. garvieae
tespit edilmistir. Suslarin ovoid-kok sekilli, hareketsiz, fermentatif, Gram-pozitif,
sitokrom oksidaz ve katalaz negatif oldugu, indol iiretimlerinin negatif ve H>S ile VP
negatif oldugunu, %0 ila %6.5 NaCl de gelisme gosterdigini, 37°C de gelisebildigini
bildirmistir. Suslar kanli vasatta a-hemolitik olup jelatinaz ve amilaz Uretimleri ise
negatif olarak bulunmustur (Kia ve Mehrabi 2013).

Kurtoglu ve Korun (2018) Fethiye de ki bazi alabalik isletmelerindeki hasta
yavru baliklardan L. garvieae suslarini izole ve identifiye etmistir. izole edilen suslarin
Gram-pozitif, hareketsiz, besiyerinde yuvarlak ve Dbeyaz renkli koloniler
olusturduklarini, fermentatif oldugunu ve kanli vasatta alfa hemoliz olusturduklarin
bildirmistir. Suslarin ONPG pozitif olup amilaz tretmedikleri, %0 ila %8 NaCl iceren
stv1 besiyerinde gelisebildiklerini, 4°C ile 35°C sicakliklarda gelistiklerini bildirmistir.

Calismamizda hasta gokkusagi alabaliklarindan izole edilen 75 bakteri susu
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal test sonuglarina gore, L. garvieae olarak
tanimlanmistir. Suslarin fenotipik 06zellikleri yukarida belirtilen arastirmacilarin L.
garvieae icin bildirdikleri fenotipik 0zelliklere benzerlik gosterdigi anlasilmistir.
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Geleneksel olarak balik i¢in patojenik bakterilerin varligi, enfekte balik organ ya
da dokularindan bakterinin besiyeri yiizeyine yayilarak tespit edilir. Birkag giin siiren
inkiibasyon sonrasi mikroorganizmalarin bulunmasi veya kolonilerin sayisi tespit edilir.
Bu besiyeri lizerine yayma teknigi bakterilerin fenotipik Ozelliklerine dayandirilir.
Ancak, bu teknik yogun is giicii gerektirmekle birlikte, sonuglarinin alinmasi birkag
glinli bulabilir. Diger taraftan, mikroorganizmanin genetik 6zelliklerine dayandirilan
hizli, olduk¢a hassas ve spesifik teknikler gelistirilmistir. PZR teknigi bu teknikler
icerisinde en iyi yontem olarak bilinir. Bu teknik baliklar igin patojenik bir ¢ok
bakterinin tespiti ve tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Aoki vd. 2000).

Kav ve Erganis (2008) Konya bolgesindeki gokkusagi alabaliklarindaki bilateral
ekzoftalmusu tanimlamak amaci ile yaptiklari caligmalarinda hasta baliklarda L.
garvieae’yi izole ve identifiye etmistir. Suslarin bu mikroorganizma i¢in spesifik oldugu
kabul edilen 1100 bg¢’lik PZR amplifikasyon {iriiniinii verdigini bildirmistir.

Sharifi Yazdi ve arkadaslar1 (2010) hiperakut hemorajik septisemili 200 baligin
32’sinden klasik biyokimyasal testler kullanarak L. garvieae’yi tanimlamistir.
Izolatlarin konfirmasyonu PLG-1 ve PLG-2 primer gifti kullanilarak teyit edilmistir.
Yapilan PZR ¢aligmasi sonucunda 1107 bg’lik tek bir bant olusumu gdézlenmistir.

Dolgun (2015) calismasinda iki farkli alabalik isletmesinde 100 adet viicut
agirliklar1 80 ila 100 g arasinda degisen gokkusagi alabalig1 6rneklerine uygulanan PZR
calismasi sonucunda PLG-1 ve PLG-2 primer ¢iftinin kullanildigi PZR caligmalarinda
100 baligin 34’tinde L. garvieae susunu identifiye etmistir.

Fukishima ve arkadaslar1 (2017) Brezilya da ki hasta baliklarda L. garvieae
suslarini izole ve identifiye etmistir. Suslarin tanimlanmasinda PLG-1 ve PLG-2 primer
ciftini kullanmistir. 16S rRNA’nin amplifikasyon ve sekanslanmasi icin 3 izolat
secilmistir. Calisma sonuglarina gore 5 susun L. garvieae’ye spesifik PZR
uygulamasinda pozitif sonu¢ verdigi ve 1100 bg¢’lik amplifikasyon bildirilmistir.
Suslarin 16S rRNA sekanslarinin blast analizi L. garvieae’nin suslari ile %99 benzerlik
gostermistir.

Korun ve arkadaglar1 (2018) Akdeniz bolgesindeki farkli gokkusagi alabaligi
isletmelerinde gozlenen hastalik ¢ikiglarindan sorumlu etkenler olarak L. garvieae, S.
agalactiae ve S. iniae’nin etken olup olmadigini arastirdiklari g¢aligmalarinda L.
garvieae’nin tanimlanmasi i¢in tiire 6zgii 1100 b¢ uzunlugunda bant olusturan primer
cifti PLG-1 ve PLG-2’yi kullanmistir. Caligma sonuglarina gore L. garvieae susunun
1100 be¢’lik amplikon verdigi tespit edilmistir.

Mevcut caligmada izole edilen 75 susun 50’sine PZR teknigi uygulanarak
¢ogaltilan bakteriyel DNA ornekleri jel elektroforez de yiiriitiilmiigtiir. PLG-1 ve PLG-2
primerlerinin bu PZR c¢aligmast sonucunda jel de 1100 bg’lik amplifikasyon tespit
edilmistir. Calisma sonuglarina gore suslar L. garvieae olarak tanimlanmustir.
Calismamizda L. garvieae’nin PLG-1 ve PLG-2 primerleri uygulanarak yapilan PZR
caligmas1 sonuglar1 diger arastirmacilarin bulgularina benzerlik gosterdigi anlasilmistir.

Avrupa’nin birgok iilkesindeki kiiltiir gokkusagi alabaliklarinda L. garvieae
kaynakl1 laktokokkozis yaygin bir sekilde goriilmektedir. Bu nedenle, bakterinin hizli
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teshisi laktokokkozisi kontrol etmede onemlidir. L. garvieae’nin kromozal DNA’y1
hedefleyen PLG-1 ve PLG-2 primer ¢ifti kullanilmistir (Aoki vd. 2000; Dolgun, 2015;
Korun vd. 2018). Zlotkin ve arkadaglar1 (1998) 16S rRNA genini tasiyan bolgeye
dayandirilarak spesifik primer ¢iftini gelistirmistir.

Kav ve Erganis (2007) L. garvieae’nin biyokimyasal, API 20 strep ve API 50
CH strep test sonuglarina gore Biyotip 1 (italya ve Japonya), Biyotip 2 (Avustralya) ve
Biyotip 3 (Ispanya) olmak iizere ii¢ farkli biyotipinin bulundugunu, serolojik olarak ise
KG- (kapsiillii) ve KG+ (kapsiilsiiz) olmak {iizere iki tip serotipinin oldugunu
bildirmistir. Kav ve Erganis (2007) Konya ili ve ¢evresindeki alabalik igletmelerinden
izole edilen 30 L. garvieae susunun kapsiil tasidigini bildirerek, L. garvieae’nin 16S
rRNA bolgesine yonelik secgilen PLG-1 ve PLG-2 ile yapilan PZR g¢alismas1 sonucunda
30 sus agaroz jel elektroforezinde 1100 bg¢’lik tiir spesifik bantlar1 verdigini bildirmistir.

L. garvieae 6nemli bir balik patojeni olmakla birlikte, zoonotik oldugu ve bir¢ok
vakada enfeksiyonun asil kaynaginin belirtilmemesine karsin ozellikle bagisiklik
sistemi baskilanmig kisilerde L. garvieae ile bir sekilde kontamine olmus baligin
tilkketilmesinin enfeksiyona neden oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, karasal
hayvanlardan izole edilen kapsilli ya da kapsulsiz L. garvieae suslarmin baliklar
Uzerinde virulens gostermemekle birlikte, kapsiillii balik izolatlarinin ise bazi istisnalar
hari¢ baliklarda yliksek viriilense sahip oldugu caligmalar ile ortaya koyulmustur.
Bununla birlikte, suslarin patojenitesinin kapsiiliin varlig1 ya da yoklugu ve bakterinin
nereden izole edildigi arasinda herhangi bir iliski ortaya koyulamamistir. L.
garvieae’nin konak segiciliginde izole edildigi ortamdan daha ¢ok susa bagli oldugu ve
endokardiditli hastadan izole edilen L. garvieae susunun fare ya da balik igin viriilent
olmadig1 gibi hasta baliktan izole edilen L. garvieae’nin fare de patojenite gostermedigi
ortaya koyulmustur (Eraclio vd. 2018).

Genellikle Seriola cinsine ait balik tiirlerinden izole edilen kapsiillii L. garvieae
(KG- fenotipik hiicreler) sarikuyruk baliklarinda Kkuvvetli patojenite gosterirken
gokkusagi alabaliklarindan izole edilen L. garvieae suslarimin sarikuyruk baliklarinda
zay1f patojenite gosterdigini ve memelilerden izole edilen L. garvieae’nin ise sarikuyruk
baliklarinda ayirt edici patojenite gostermedigi bildirilmistir (Oinaka vd. 2015).

Farkli ¢evrelerden izole edilen L. garvieae suslarinin RFLP, RAPD, API sistemi,
serolojik korelasyon ve antibiyotik duyarliligi ile yapilan genetik ve fenotipik analizler,
her bir epidemiyolojik 6zelligin 6nemli dlgiide degistigini ve konak ile alakali oldugunu
ortaya koymustur (Jung vd. 2009).

Son yillarda L. garvieae suslarimin bir kisminda genom sekanslarinin bulunmasi,
virlilensle alakali genler iizerine spesifik bilgi edinmesini saglamistir. Endokardiditli
hastadan izole edilen L. garvieae’nin insan igin patojenik oldugu ve hiicre dis1 kilifi
kodlayan genlere sahip olmadigin1 ortaya koymustur. L. garvieae suslarinin
karsilastimali genom analizi kapsiil gen dizisinin bulunmasimin bakterinin patojenitesi
ile alakali tek bir faktér olmadigin1 ve L. garvieae’nin genomunda yapisma ylizey
proteinleri (fbp; fibronektin baglayici protein), hemolizin (hly Ill) ve antibiyotiklere
diren¢ (pva; penisilin V asilaz, folP; dihydropteroate synthase) bulunabilecegi ve bu
faktorlerin gerek insanlarda gerekse hayvanlarda patojenite de Onemli olabilecegi
caligmalar ile ortaya koyulmustur (Eraclio vd. 2018).
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L. garvieae’nin KG + ve KG — olmak iizere iki farkli serotipi mevcuttur. KG +
serotip L. garvieae KG + serotip hiicrelere karsi olusturulan tavsan serumu tarafindan
agliitine edilirken, diger serotip (KG +) ise agliitine edilmez. KG — fenotip suslar anti L.
garvieae KG — fenotipik tavsan serumu (anti KG -) serumu ile aglitine edilir. KG +
fenotipik hiicreler ise anti KG + tavsan serumu ile agliitine edilir. Serotip KG — hiicreler
serotip KG + hiicrelere gore daha hidrofiliktir. Ayrica bu hiicreler sar1 kuyruk baliginin
on bobreginde bulunan fagositler tarafindan fagosite edilememekte ve yiizeylerinde
kapsiil yer almaktadir (Aoki vd. 2000).

Aoki vd. (2000) calismalarinda L. garvieae’nin kormozomal DNA’sindaki
dihydropteroate synthase geninin merkezi bdlgesinde bulunan 709 bg¢’lik kismi
cogaltabilmek i¢in SA1B10-1-F ve SA1B10-1-R primer ¢iftini gelistirmistir. Bu primer
ciftini kullanarak PZR ¢alismalarinda L. garvieae referans suslari ile hasta sarikuyruk
baliklarindan izole edilen L. garvieae suslarinin 709 bg’lik kismini ¢ogaltildigini ancak
L. lactis ATCC 7962, E. faecium GIFU 8355, E. faecalis RIMD 3116001 ve iki R-
hemolitik Streptococcus spp. susuna ait kromozomal DNA’larin template DNA olarak
kullanildigt PZR calismasinda ise herhangi bir amplifikasyon meydana gelmedigini
bildirmistir.

Bugine kadar F. psychrophilum, A. salmonicida, R. salmoninarum ve V.
vulnificus gibi balik patojeni bakterilerin tespitinde 16S rRNA sekansinin spesifik
oligonuiikleotidleri PZR ¢aligmalarinda kullanilmistir. Ancak, 16S rRNA gen bdlgesini
kodlayan universal primerlerinin kullanildigi PZR calismalarinda herhangi bir bakteride
bu gen bolgesi kolaylikla ¢ogaltilabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda L. garvieae’nin
16S rRNA sekansinin bu bakteri diginda L. lactis, L. piscium, L. plantarum, L.
raffinolactis, S. agalactiae, S. bovis, S. canis ve S. equi’nin 16S rRNA sekanslari ile
%090 tizerinde homoloji gosterdigi ortaya koyulmustur (Aoki vd. 2000).

Aoki ve arkadaslar1 (2000) ¢alismalarinda L. garvieae’nin 16S rRNA geni igin
dizayn edilen primer setinin diger bakteri tiirlerindeki, DNA kisimlarint gogalttigini,
bunun nedeni olarak 16S rRNA geni i¢in PZR kosullarin1 ve primer ¢iftini tasarlamada
yasanan giicliigli ifade etmistir. Aynmi1 arastirmacilar ¢aligmalarinda SA1B10-1-F ve
SA1B10-1-R primer ciftinin L. garvieae disindaki bakteri tiirlerinin template
DNA’larini ¢ogaltmadigini bildirerek PZR ¢alisma sonuglarina gére L. garvieae’nin
kromozomal DNA’sindaki dihydropteroate genini ¢ogaltmak ic¢in kullanilan SA1B10
primer ciftinin bakterinin tespitinde faydali olabilecegini bildirmistir.

PZR teknigi ¢esitli balik patojenlerinin tespitinde yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. L. garvieae’nin PZR bazli tespit calismalarinda 16S rRNA geni ile
dihydropteroate synthase geninin amplifikasyonuna dayanir (Tsai vd. 2013).

Mevcut ¢alismada hasta baliklardan izole edilen 75 bakteri susundan 50’si PLG-
1 ve PLG-2 primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZR ¢alismasi sonucunda 1100 bg¢’lik bant
olusumu tespit edilmistir. Bu ¢alismaya gore 47 sus L. garvieae olarak tanimlanmustir.
PLG-1 ve PLG-2 primerlerinin L. garvieae’nin tespitinde dogrulugunu teyit edebilmek
amaci ile 25 susa SA1B10-1-F ile SA1B10-1-R ve 16s rRNA JCM10343" primerleri
kullanilmistir. PLG-1 ve PLG-2 primer c¢iftinin kullanildigi PZR ¢alismasinda negatif
sonu¢ alman 3 susun SA1B10-1-F ile SA1B10-1-R ve 16s rRNA JCM 10343T
primerlerinin kullanildigi PZR ¢alismasinda ise pozitif sonug alinmistir.
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Kubilay ve arkadaslar1 (2005) galistiklari L. garvieae suslarinin ampisilin,
tetrasiklin, kloramfenikol ve eritormisine duyarli oldugunu, kanamisin, streptomisin,
trimetoprim/siilfametoksazole ise direng gosterdigini bildirmistir.

Kav ve Erganis (2008) Konya bolgesindeki gokkusagi alabaliklarindan L.
garvieae’yi izole ve identifiye etmistir. Suslarin ampisilin, kloramfenikol, eritromisin,
oksitetrasikline duyarli, basitrasin ve silfametoksazol/trimetoprime ise direncli
oldugunu bildirmistir.

Sharifi Yazdi ve arkadaslar1 (2010) calismalarinda L. garvieae suslarinin
antibiyogram test sonuglarina gore eritromisin, enrofloksasin ve kloramfenikole oldukca
duyarli oldugunu bildirmistir.

Didinen ve arkadaglari (2014) c¢alismalarinda L. garvieae suslariin
oksitetrasiklin, kloramfenikol, kanamisin, streptomisin, tetrasiklin, trimetoprime direncli
olduklarini, ampisiline duyarli olduklarini, eritromisine ise orta derecede direncli
olduklarini bildirmistir.

Kirkan ve arkadaglari (2018) Aydin ili ve civarindaki isletmelerde
laktokokkozisi arastirarak hasta baliklarda izole ettikleri L. garvieae suslarinin
florfenikole orta derecede duyarli oldugunu, ampisilin ve eritromisine ise direncli
oldugunu bildirmistir.

Korun ve arkadaslart (2018) calismalarinda izole ettikleri 55 L. garvieae
susunun hepsinin basitrasin, kanamisin ve trimetoprime diren¢li oldugunu, 55 sustan
20’sinin oksitetrasikline orta derecede, 50 susun ise furazolidona orta derecede direncli
oldugunu, 55 sustan 54’liniin eritromisine duyarli iken 1 susun direngli oldugunu
bildirmistir.

Kurtoglu ve Korun (2018) Fethiye bolgesindeki bazi alabalik isletmelerinde
laktokokkozis belirtisi gosteren yavru baliklarda L. garvieae suslarimi tanimlamistir.
Aragtirmacilar izole ettikleri L. garvieae suslariin ampisilin, eritromisin,
kloramfenikol, siilfametoksazol, oksitetrasiklin ve trimetoprime duyarli olduklarini,
suslarin basitrasin, flumekuin, furazolidon, kanamisin, nalidiksik asit, oksalinik asit ve
streptomisine ise direngli oldugunu bildirmistir.

Mevcut caligmada L. garvieae olarak tanimlanan 75 susun antibiyotik duyarlilik
test sonuglarina gore, ampisiline direngli oldugu, tetrasiklin ve basitrasine ise duyarl
oldugu tespit edilmekle birlikte, Ui¢c érnekleme de izole edilen tim L. garvieae suslarinin
ampisilin, tetrasiklin ve basitrasin disinda diger antibiyotiklere (kanamisin, eritromisin,
streptomisin, furazolidon, flumekuin ve trimetoprim) olan duyarlihlk ve direng
durumlarinin susa bagli olarak degistigi anlasilmistir. 75 susun ampisiline direng
gostermesi yonunden, Kubilay ve arkadaslar1 (2005), Kav ve Erganis (2008), Didinen
ve arkadaslar1 (2014) ve Kurtoglu ve Korun (2018) tarafindan bildirilen bulgulardan
farkli oldugu tespit edilmistir. Kav ve Erganis (2008) ile Korun ve arkadaslar1 (2018)
suslarin basitrasine diren¢li oldugunu bildirmesine karsin, bu calismada suslarin ayni
antibiyotige duyarh oldugu anlasilmistir.
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Balik patojeni bakteri tiirleri ile ilgili olarak yapilan CAD indeks c¢alismalari
genellikle A. hydrophila Gzerinedir (Belém-Costa ve Cyrino 2006). Calismamizda L.
garvieae susunun CAD indeksi birinci 6rneklemeden izole edilen suslar igin 0.44; ikinci
orneklemeden izole edilen suslar 0.33 ve iiciincii 6rneklemeden izole edilen suslar i¢in
0.22 olarak bulunmustur. Laktokokkozisden etkilenen baliklardan izole edilen L.
garvieae suslari ile ilgili CAD indeks degerlerine dair ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu
nedenle caligmada elde ettigimiz bulgular diger arastirmacilarin bulgular ile
karsilastirilamamustir.
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6. SONUCLAR

Antalya ili ve g¢evresinde bulunan bazi alabalik isletmelerinden laktokokkozis
etkeni L. garvieae’nin izolasyonu ve identifikasyonunun amaglandigi bu tez
calismasindan asagida yer alan sonuglar elde edilmistir.

1-Ornekleme calismasinin yapilabilmesi i¢in Antalya Kemer, Korkuteli, Manavgat ve
Aksekide bulunan alabalik isletmelerine gidilmistir. Laktokokkozis yiiksek su
sicakliklart ile alakali bakteriyel bir enfeksiyon oldugundan su sicakliginin 15 °C ve
tizerinde oldugu isletmelerdeki hasta baliklarda laktokokkozis tespit edilirken, su
sicakliginin 10 °C altinda oldugu Akseki de ki isletmeden L. garvieae izole ve identifiye
edilememistir.

2-Laktokokkozisden etkilenen biitiin baliklarda davranigsal bulgular, dis ve i¢ klinik
bulgular benzerlik gostermistir.

3-Caligmada izole edilen 75 sus fenotipik yonden homojenlik gostermistir.

4-Calismada hasta baliklardan izole edilen 75 susun 50’sine PLG-1 ve PLG-2 primer
cifti kullanilarak PZR teknigi uygulanmistir. Suslarin 47°si pozitif sonug verirken, 3 sus
da herhangi bir amplifikasyon gézlenmemistir.

5-PZR teknigi uygulanan 50 sustan 3’1 negatif, 22’si pozitif amplifikasyon veren
toplam 25 susa SA1B10-1-F ve SA1B10-1-R primer ¢iftinin kullanildig1 PZR teknigi
uygulandiginda 25 sus pozitif sonu¢ vermistir.

6-25 sus 16s rRNA JCM 103437 primer cifti kullamldiginda pozitif sonug vermistir.

7-KG- kapsullii L. garvieae suslarinda bulunan dihydropteroate synthase sentezi igin
gerekli olan gen bolgesini tanimlamada SA1B10-1-F ve SA1B10-1-R primerleri susun
dogrulugunu giiglendirmekte, SA1B10 primer ¢ifti KG faktoriiniin géz Oniine
almaksizin susu belirlerken, PLG-1 primer ¢ifti ise yalniz KG + suslarin varligin tespit
etmekte olup PLG primerleri i¢in belirlenen ¢ogaltilmasi gereken bolgede bulunan bir
mutasyon veya ilaclar araciligi ile baskilanmasi sonucu primerlerin etkili sonug
veremedigi anlagilmistir.

8-Suslarin antibiyotik duyarliliklar1 degerlendirildiginde suslarin ampisiline direngli
oldugu, tetrasiklin ve basitrasine duyarli oldugu, bunlarin digindaki antibiyotiklere ise
duyarlik ve diren¢ durumlarinin degistigi tespit edilmistir.

9-Susglarin CAD indeks degerleri 0.20’nin {izerinde bulunmustur. Bu durum isletmelerde

antibiyotiklerin yogun olarak kullanildig1 ve bu nedenle bakterilerde direng artisinin
gelistigi sonucuna varilmstir.
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