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Yavru Gokkusag: alabaliklar: (Oncorhynchus myKiss,
W.)’ndan Lactococcus garvieae’nin izolasyonu ve Plazmit

Profilleri Uzerine Bir Calisma

A Study on Plasmid Profiles and Isolation of Lactococcus garvieae

from the Young Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss, W.)

Ozet

Bu c¢aligmada Fethiye bolgesindeki bazi gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
isletmelerindeki hasta yavru baliklardan Lactococcus garvieae suslar izole ve identifiye
edilmistir. Hasta baliklarda durgunluk, istahsizlik, gozlerde ekzoftalmi ve hemoraji, abdominal
kisimda siskinlik gdzlenmistir. I¢ bulgu olarak karacigerde hemoraji, dalakta biiyiime
(splenomegali) ve karin boslugunda asidik s1v1 birikimi tespit edilmigtir. Lactococcus garvieae
suglar1 ampisilin, eritromisin, kloramfenikol, siilfametoksazol, oksitetrasiklin, tetrasiklin ve
trimetoprim’e  duyarlilik, basitrasin, flumekuin, furazolidon, kanamisin, nalidiksik asit,
oksalinik asit ve streptomisin’e diren¢ gostermistir. Plazmit analiz sonuglarma gore, suglarin

farkli boyutlarda plazmitleri i¢erdikleri bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi alabaligi, Lactococcus garvieae, antimikrobiyal, plazmit

Abstract

In this study, Lactococcus garvieae strains were isolated and identified from sick young fish
from some rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) farms in Fethiye region. Lethargy, anorexia,
exophthalmi with hemorrhage and abdominal dropsy in the sick fish were observed.
Hemorrhage in the liver, enlargement of the spleen (splenomegaly) and ascites as internal signs
were determined. The strains showed sensitivity to ampicillin, erythromycine,
chloramphenicol, sulfamethoxazole, oxytetracycline, tetracycline and trimethoprim and
resistant to basitrasin, flumequine, furazolidone, kanamycin, nalidixic acid, oxalinic acid and
streptomycine. It was found that the strains harboured plasmids with different sizes according
to the results of plasmid analysis results.
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Giris

Laktokokkozis gokkusagi alabaligi yetistiriciligini
etkileyen onemli bulasict hastaliklar arasinda yer alir.
Hastalik ilk kez 1990’h yillarm baslarinda Ispanya da
gOriilmiis, daha sonra ise Portekiz, Fransa, Tirkiye,
Yunanistan ve Bulgaristan dahil olmak tizere
Avrupa’nin c¢esitli bolgelerine hizli bir sekilde yayilim
gostermistir (Savvidis vd., 2007). Ulkemizde ise kok
enfeksiyonlart ilk kez 1997 yilinda Cagwrgan ve
Tanrikul tarafindan bildirilmis olup, sonraki yillarda ise
hastalik epizootikler olusturarak, gokkusagi alabaligi
isletmelerinden bildirilmistir (Cagirgan ve Tanrikul,
1997; Diler vd., 2002; Altun vd., 2004). Giiniimiizde ise
hastalik etkeni Lactococcus garvieae ile dogal olarak
enfekte gokkusagi alabaliklarina dair raporlar giderek
artmaktadir (Avcr vd., 2010; Didinen vd., 2014). L.
garvieae Onceleri Streptococcaceae familyasinda yer
alan Streptococcus cinsine dahil edilmistir. Ancak daha
sonralar1 DNA-ribozomal RNA melezleme ve rRNA
sekanslama g¢alismalarma gore, tiir Lactococcus cinsine
dahil edilerek yeniden smiflandirilmigtir (Shin vd.,
2006). L. garvieae bugiine kadar japon yilan balig1
(Anguilla japonica), pisi (Paralichthys olivaceus), kefal
(Mugil cephalus), gokkusagi alabaligir (O. mykiss) ve
sar1 kuyruk (Seriola quinqueradiata) dahil olmak tizere
bir¢ok deniz ve tath su balik tiirlerinden izole edilmistir
(Meyburgh vd., 2017). L. garvieae hareketsiz, fakiiltatif
anaerobik, Gram-pozitif, katalaz ve sitokrom oksidaz
negatif, 0.7-0.4 um bilyiikligiinde kisa zincir olugturan
oval-kok sekilli bir bakteri tiiriidiir. Bakterinin 10-45 °C
de % 6.5 NaCl konsantrasyonunda ve pH’m 4.5-9.6
oldugu optimal kosullarda tredigi ve koloni
olusturdugu bildirilmistir (Kitao,1993). Yetersiz su

kalitesi ve yiiksek su sicakligi gibi ¢evresel kosullar,

baliklarm L. garvieae  enfeksiyonlarina  olan
hassasiyetlerinin ~ artmasma  neden  olmaktadir.
Laktokokkozis hiperakut hemorajik  septiseminin

gelismesi ile karakterize edilir. Hastalikta gozlenen
baslica klinik bulgular; hizli ve genel istahsizlik,
melenozis, durgunluk, denge kaybi ve diizensiz yiizme,
ekzoftalmi (tek ya da c¢ift tarafli), periorbital ve
intraokiiler bdlgede, yiizgeglerin taban kisminda,
perianal
hemorajilerdir (Vendrell vd., 2006; Fukushima vd.,

2017). Ayrica, etkilenmis baliklarda karm kisminda

bolgede ve  operkulum  yiizeyinde

siskinlik ve anal prolapsus da goriiliir. Nekropside
peritonal boslukta asidik sivi birikimi vardir (Vendrell
vd., 2006). Gokkusagi alabaliklarinda lactococcosis
enfeksiyonu kontroliinde en yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklerin amoksisilin, eritromisin, oksitetrasiklin
ve diigikk diizeyde doksisilin oldugu bildirilmistir
(Vendrell vd., 2006). Ulkemizde 2002 yilindan bu yana
lactococcosis enfeksiyonu etkeni olan L. garvieae

suslarinin antimikrobiyal duyarliliklar: arastirilmig ve in

vitro kosullarda suslarin amoksisilin,
amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin, doksisiklin,
enrofloksasin, eritromisin, kloramfenikol,

oksitetrasiklin, pristinamisin, sefalotin ve tetrasiklin’e
duyarlt olduklari, apramisin, flumekuin, gentamisin,
kanamisin, linkomisin, oksasilin, oksolinik asit,
penisilin, streptomisin ve sulfametizol’e ise direng
gosterdikleri bildirilmistir (Kubilay vd., 2005; Kav ve

Erganis, 2008; Oztiirk vd., 2009; Tiire ve Alp, 2016).

Bakteriyel hastaliklar1 kontrol etmek amaciyla enfekte
baliklar1 antibiyotik ilaveli yemlerle beslemek genel bir
uygulamadir. Bununla birlikte, bu uygulama hasta
baliklarim  yemi almama durumlarinda etkisiz
olabilmektedir. Ayrica, antimikrobiyal ajanlarin sik
kullanim1 patojenlerde antimikrobiyal maddelere karsi
direng gelisimine neden olmaktadir. Bu durum,

antibiyotik  direngli  bakterilerin neden oldugu
hastaliklarin tedavisini gii¢lestirmektedir (Pridgeon ve
Klesius, 2012). Kemoterapotik uygulamalarin direngli

streptokokkal balik patojenlerinin ortaya ¢ikmasina
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neden oldugu bildirilmistir (Meyburg vd., 2017). 1
izolatta birden fazla kemoterapétik ajan direncinin
varligini  ima  eden siklikla

¢oklu  direngle

karsilagilmaktadir. Bakteri popiilasyonlarinda
antibiyotik diren¢ genlerinin yayilmasi, yatay gen
transferinin cesitli mekanizmalar1 tarafindan
desteklenmektedir. Plazmit aracili transferin Streptokok
tirii olan balik patojenlerinde yaygm bir sekilde
bildirilmistir (Meyburg vd., 2017). Japonya da kiiltiir
sar1 kuyruk (S. quinqueradiata) baliklarindan izole
edilen izolatlarinda ilk kez

streptokok direng

tanimlanarak, iki  kategoriye  ayrilmistwr. Bu
kategorilerden ilki suslarin makrolidler, linkomisin ve
tetrasiklin’e orta diizeyde direng gosterdikleri ve direng
genlerinin aktarilamaz 6zellikte ve yapisal olarak ifade
edildigi kategori ve digeri ise suslarm makrolidler,
linkomisin ve ya tetrasiklin’e ya da kloramfenikol’e
yiksek diren¢ gosterdikleri ve aktarilabilir Gzellikte
oldugu kategoridir (Meyburg vd., 2017). Aoki vd.
(1990) antibiyotik direnci belirleyicilerinin, direngli
plazmitler veya transpozonlarin iizerinde bulundugunu
tahmin etmistir. Bu bulgular eritromisin, lincomisin ve
oksitetrasiklin direngli L. garvieae izolatlarindan izole
edilen R plazmitlerinin karakterize edilmesine ve direng

genleri ermB ve tet(S) varliginin ortaya ¢ikmasima

neden olmustur (Aoki vd., 1990; Meyburgh vd., 2017).

Bu calismanin amaci; kiiltir gokkusagi alabaligi
yavrularinda goriilen laktokokkozis’in tespiti, hastalik
etkeni bakteri suslarmmm antibiyotik duyarliligmmimn
ortaya konulmasi ve plazmitlerinin mevcut olup

olmadiginin arastirilmasidir.
Materyal ve Metot
Ornekleme

Calismada incelenen hasta gokkusagi yavrular: Fethiye
bolgesinde faaliyet gosteren {i¢ farkli ticari alabalik

isletmesinden temin edilmistir. Orneklemeler ilgili

isletmelerin hastalik ¢ikislarii bildirdigi Subat ve
Mayis (2010) aylar1 olmak iizere her ay yapilmistir.
Orneklemelerin yapildig: isletmelerde kullanilan sular,
kaynak suyu olup isletme verilerine gore su sicakligi 8-
12 °C, pH’1 7.6-8.1 ve ¢oziinmiis oksijen miktar1 7.2-
10.2 mg/l arasinda degisiklik gostermistir. Caligma
stiresince viicut agirliklart 3-20 g arasinda degigen

toplam 50 yavru balik ile ¢aligilmstur.
Bakteriyolojik Calisma

Hasta baliklara nekropsi uygulamasi sonrasi baliklarin
haemopoietik organlarindan (karaciger, dalak ve
bobrek) Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerlerine ekimler
yapilmistir. Ekimli besiyerleri 24 + 2°C de 72 saat siire
ile inkiibe edilmistir. Besiyerinde gelisme gosteren
bakteri kolonilerinden altkiiltiirler yapilmustir. Izole
edilen suslarin morfolojik ozelliklerinin tespiti Gram
boyama yontemi ile, hareketlilik testi ise asili damla
yontemi ile belirlenmistir (Timur ve Timur, 2003).
Fizyolojik 0Ozelliklerinin tespiti i¢in farkli tuzluluk
oranlar1 (%0,2,4,6,8 ve
buyyonu) ve farkli sicakliklarda (4,20,30 ve 35°C de)

10 NaCl igeren nutrient

tireme durumlar1 arastirdmistir (Seeley vd., 1991).

Bakterilerin ~ biyokimyasal  &zelliklerinin  tespiti
amaciyla cesitli testler uygulanmistir. Bu testler ;
sitokrom  oksidaz  (tetramethyl-p-phenylenediamine
dihydrochloride), katalaz (%3 H202), O/F glukoz testi,
metil kirmizis1 (MR) ve Voges-Proskauer (VP) testleri,
TSI da reaksiyon, gliikozdan gaz olusturma, arjinin
dihidrolaz dretimi, lizin ve ornitin dekarboksilaz
testleri, sitrat kullanimi, indol tiretimi, nitrat indirgeme,
amilaz retimi, ONPG (O-nitrophenyl-B3-D-
galactopyranoside) testi ve sekerlerden asit dretimi
(galaktoz, fruktoz, mannoz, laktoz, mannitol, sorbitol,
rafinoz, arabinoz, ksiloz, sukroz ve myo-inositol)’dur
(Seeley vd., 1991). Calismada izole edilen bakteri
suslar1 Vendrell vd. (2006) ve Austin ve Austin

(2012)’ye gore tanimlanmustir.
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Antibiyotik Duyarlilik Tespiti icin Standart Disk

Diflizyon Yontemi

Izolatlarin antibiyotik duyarlilik testleri Mueller-Hinton
agar (MHA) da disk difiizyon yontemi ile
gergeklestirilmigtir. McFarland No 0.5 bulanikliginda
hazirlanan bakteri siispansiyonundan MHA besiyerine
0.1 ml aktarilarak yayilmis ve bekletilmistir. Daha
sonra petrilerin kurumasi i¢in oda sicakliginda 5-10 dk
bekletilmistir. Besiyeri ylizeyine cesitli
konsantrasyonlarda degisik antibiyotikleri igeren ticari
diskler yerlestirilerek 26 +2°C de 24-48 saat inkiibe
edilmistir (Arda, 1997). Inkiibasyon siiresi sonunda
diskler etrafinda gelisen zonlarmn ¢aplart milimetrik
cetvel ile Olgiilerek susglarin hassas ve direngli olup
(NCCLS, 2003;
EUCAST, 2011). Calismada kullanilan antibiyotikler;
Basitrasin  (BC0.04 pg),

Flumekuin (UB30 pg),

olmadiklar1  degerlendirilmistir
Ampisilin - (Ampl0 pg),
Eritromisin  (E15 pg),
Furazolidon (FR15 pg), Kanamisin (K30 pg),
Kloramfenikol (C30 pg), Nalidiksik asit (NA30 pg),
Oksalinik asit (OA2
Tetrasiklin (TE30 pg) ve Trimetoprim (W5 pg)’dir.

ug), Streptomisin (S10 pg),

Plazmit Analizleri

Hasta gokkusagi alabaligi yavrularindan izole edilen
suslarda plazmit varligmin belirlenmesi amaci ile 24
saatlik bakteri kiiltiirlerinden 10 ml’lik GMI17 sivi
besiyerine 1 ml’lik inokiilasyonlar yapilarak, 30 °C de
3-3.5 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Bu siire
sonunda bakteri kiiltiiri 6000 devirde 15 dakika
santrifiij edilmistir. Elde edilen hiicre ¢okeltisi iizerine
kurutulduktan sonra 380 pl sukroz tamponu eklenerek
su banyosunda 37 °C de 5 dakika bekletildikten sonra
tizerine 96.5 pl lizozim ilave edilmis ve su banyosunda
37 °C de 5 dakika bekletilmistir. Lizozim uygulanan
hiicre ¢okeltisine 48.5 ul Tris-EDTA-1 (pH 8.0) ve 28
ul %20°lik SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) eklenmistir.

Lizizin tamamlanabilmesi i¢in su banyosunda 37 °C de

10 dakika birakilmistir. Daha sonra mekanik
karistiricida en yiiksek devirde 30 saniye karigtirilarak
kromozomal DNA’nin kirilmasi saglanmigtr. 3 N
NaOH c¢ozeltisinden 28 pl eklenerek 10 dakika siire ile
aralikli olarak karistirilmistir. Denatlirasyon asamasi
sonrasinda santrifiij tiiplerine 50 pl 2 M Tris-HCL (pH
7.0) c¢ozeltisi eklenerek 3 dakika siire ile araliksiz
karistiridlmigtir. 5 M NaCl ¢ozeltisinden 72 pl ve %3
NaCl ile doyurulmus fenol ¢o6zeltisinden 700 ul
eklenerek 4 °C de 12500 devirde 20 dakika santrifiij
islemi uygulanmistir. Olusan {ist faz yeni tiiplere
aktarilarak deproteinazyonun saglanmasi igin 700 pl
kloroform/izoamil alkol (24:1) uygulamasi yapilmustir.
4 °C de 12500 devirde 15 dakika santrifiij islemi
sonrasi olusan {ist faz yeni tiiplere aktarilarak iizerine es
deger hacimde etil alkol eklenmistir. Etil alkol ilaveli
tiipler -20 °C de 1 gece bekletildikten sonra 4 °C de
12500 devirde 20 dakika santrifiij edilmistir. Siv1 faz
dokiilerek ¢ozeltiler kurutulmustur. Kuruyan ¢okeltiler
20 pl Tris-EDTA-2 (pH 7.5) igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve
RNaz A stok ¢ozeltisinden 2 pl eklenerek 37 °C de su
banyosunda 45 dakika bekletilmistir (Anderson ve
McKay, 1983). Plazmit DNA’lart %0.7 agaroz jel
elektroforez yontemi ve restriksiyon enzimler ile analiz
edilerek varliklar1 tespit edilmistir. Elde edilen agaroz
jel gorintilerinde plazmit biiyiikligi belirlenirken
GeneRuler 1 kb plus DNA ladder (75-20000 bp) ve
High RNage DNA ladder (10171-48502 bp)
(Fermentas) biyiikliik markirlarindan yararlanilmastir.

Alman agaroz jel gorlintiileri UVPro programi ile

bilgisayara aktarilmistir.

Plazmitlerin karekterizasyonunda kullanilan
restriksiyon enzimleri ve tanima bolgelerinin sekans

bilgileri (Kuk ve Erensoy, 2008) Tablo 1 de verilmistir.
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Tablo 1. Cahsmada kullanilan restriksiyon enzimleri (Kuk ve Erensoy, 2008).

Table 1. Restriction enzymes used in the study (Kuk ve Erensoy, 2008).

Enzimin ad1 Izole edildigi Olusturdugu u¢ Tamma dizisi
mikroorganizma

BamHI Bacillus amylolique Yapiskan ug 5’-GM"GATCC-3"
faciens 3’-CCTAG"G-5

EcoRl Escherichia coli Yapiskan ug 5-GMAATTC-3°

3-CTTAA"G-5

EcoRV E. coli Kiit ug 5"-GMAATTC-3°

Bulgular 2

Klinik bulgular

Calismada viicut agirhiklart 3 g’dan 20 g’a kadar
degisen agirhiklarda toplam 50 adet hasta gokkusagi
alabalig1 ile calisilmistir. Enfekte baliklarda durgunluk,
yem alimmda azalma ve istahsizlik ile havuz su
¢ikiglarinda toplanma gozlenmistir. Dis klinik bulgular
olarak gozlerde ekzoftalmi, hemoraji ve opaklagma
(Sekil 1), dorsal yiizgeclerde distal kisimda erime ve
abdominal kisimda siskinlik mevcut olup, i¢c bakida
karacigerde hemoraji, dalakta biiyiime (splenomegali)
ve renginde koyulasma (Sekil 2), karin boslugunda
bobreklerde
Enfekte

kivaminda

baliklarda

asidik sivi  birikimi ile

yumusama tespit edilmistir.

bagirsagin gida yoniinden bos oldugu da gézlenmistir.

Sekil 1. Enfekte balikta gdzde ekzoftalmus, hemoraji ve
opaklasma.

Figurel. Exophthalmus, haemorrhage and opacification
in the infected fish.

Sekil 2. Enfekte balikta karacigerde hemoraji, dalakta
biiytime (splenomegali) ve renginde koyulasma.

Figure 2. Haemorrhage in the liver, enlargement and
darkening of spleen in the infected fish.

Bakteriyolojik bulgular

Subat-Mayis aylar1 arasinda yapilan Ornekleme
¢aligmalarinda elde edilen suslarin tiimiine hareketlilik,
Gram-boyama, sitokrom oksidaz, katalaz, oksidasyon-
fermentasyon testleri dahil bir dizi fenotipik tan1 testleri
uygulanmistir. Test sonuglarina gore Gram-negatif
oldugu tespit edilen suglar (28 hareketli Aeromonas sp.
susu, 5 Pseudomonas sp. susu, 4 Enterobacter sp. susu
ve 8 Edwardsiella sp.

susu) arastirma konusu

olmadigindan  sadece = Gram-pozitif,  hareketsiz,

fermantatif, sitokrom oksidaz ve katalaz negatif sonug
veren Lactococcus sp. suslart ile calisilmustir.
Calismada Lactococcus sp. olarak tanimlanan suslar
besiyerinde kiiciik, yuvarlak ve beyaz renkli koloniler
vasatta a-hemoliz

olusturmustur.  Suglarm  kanli
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olusturup icerisinde farkli konsantrasyonlarda (%0-8)
NaCl iceren sivi besiyerinde gelisme gosterdikleri
ancak %10 NaCl igeren s1v1 besiyerinde gelisemedikleri

tespit edilmistir. Bakteri suslar1 farkli sicaklik

derecelerinde (4°C-35°C) gelisme gostermis olup, d-
glukoz, fruktoz, galaktoz ve mannitolden asit
olusturduklar1 ancak sukroz, mannoz, sorbitol ve

ksilozdan ise asit olustumadiklar1 tespit edilmistir.

Suglarm ONPG-pozitif olup, amilaz {iretimleri ise
negatif bulunmustur. Suslar ayrica arjinin dihidrolaz
pozitif iken, lizin ve ornitin dekarboksilaz testleri
negatif sonug vermistir. Calisma sonuglarina gore suslar
Lactococcus garvieae olarak tanimlanmistir (Vendrell
vd., 2006; Austin ve Austin, 2012). Suslarin fenotipik

ozellikleri Tablo 2 de verilmistir.

Tablo 2. Lactococcus garvieae suslarinin fenotipik ozellikleri

Table 2. Phenotypical characteristics of Lactococcus garvieae strains

Ozellik Mevcut ¢alisma Austin & Austin Vendrell vd. (2006)
(2012)

Hiicre morfolojisi oval kok kok oval kok

Gram boyama + + +

Hareketlilik - - -

Sitokrom oksidaz - - -

Katalaz - - -

O/F F F F

Hemoliz a a a

Sitrat (Simmon’s) = -

Nitrat indirgeme - - -

Metil kirmizisi + +

Voges-Proskauer + + +

Indol iiretimi - - -

H2S - - -

Glukozdan gaz olusumu -

Biiyiime

0% NaCl + +

2 % NaCl + +

4 % NaCl + +

6 % NaCl +

8 % NaCl +

10% NacCl -

4°C + &

20°C + + +

30°C + + +
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35°C +
ADH +
LDK -
ODK -
Nisasta (amilaz) =
ONPG +
Asit olusumu

Laktoz -
D-Glukoz +
D-Fruktoz +
Galaktoz +
Mannitol +
Siikroz +
D-Mannoz +
Sorbitol -
Rafinoz -
Inositol -
Arabinoz -
D-Ksiloz -

+ +
+ +
: *)
+ +
+

+ +
+ +
- D
+ +
+ -

+: pozitif, - : negatif, (+): zayif ya da yavas reaksiyon, D: degisken reaksiyon, .: belirtilmemis, F:Fermentatif, a: alfa
hemolitik, ADH:Arjinin dehidrolaz, LDK: Lizin dekarboksilaz, ODK: Ornitin dekarboksilaz, ONPG: Orto-

Nitrofenil-p-Galaktozid.

Antimikrobiyal Duyarlilik Test Sonuglar

Antibiyotik duyarlilik test sonuglarina gore, L. garvieae
suslarinin  Ampisilin, Kloramfenikol, ve Tetrasiklin
antibiyotiklerine duyarli olduklar1 ancak Basitrasin,

Flumekuin, Furazolidon, Kanamisin, Nalidiksik Asit,

Oksalinik Asit ve Streptomisin’e ise direngli olduklar1
tespit edilmistir (Tablo 3). Suslar arasinda Eritromisin’e
degisen derecede direng tespit edilerek, iki susun orta
direngli, bir susun ise hassas oldugu tespit edilmistir.
Suglarin Trimetoprim’e ise orta derecede direngli

olduklar1 tespit edilmistir.

17



Kurtoglu ve Korun. / (JAVST), 2018, 3(1), 11-22

Tablo 3. L. garvieae suslarimin standart disk difiizyon testine gore antimikrobiyal duyarhlik sonuclari.

Table 3. Antimicrobial sensitivity results of L. garvieae strains according to the standard disk diffusion test
results.

Antibiyotikler Suslar
1 2 3

Ampisilin(10 pg)? *H(26) H(26) H(27)
Zon gap1 (mm)
H | D
>17 = <16
Basitrasin D D D
Eritromisin (15 p)? 1(22) H(24) 1(22)
Zon ¢ap1 (mm)
H | D
>23 22-14 <13
Flumekuin D D D
Furazolidon D D D
Kanamisin D D D
Kloramfenikol (30 pg)? H(23) H(25) H(27)
Zon ¢ap1 (mm)
H | D
>18 17-13 <12
Nalidiksik asit D D D
Oksalinik asit D D D
Streptomisin D D D
Tetrasiklin (30 pg)? H(24) H(24) H(26)
Zon ¢ap1 (mm)
H | D
>19 18-15 <14
Trimetoprim (5 pg)® 1(27) 1(25) 1(23)
Zon gap1 (mm)

| D
=50 = <21

@Enterococcus sp. i¢in NCCLS (2003) tarafindan bildirilen direng zon ¢aplari.
®Enterococci spp. igin EUCAS (2011) tarafindan bildirilen direng zon capt.
H: Hassas, D: Direngli, O: Orta derecede direngli.
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Plazmit sonuglar1

Yapilan plazmit analiz sonuglarina gore, L. garvieae
suslariin  farkli boyutlarda plazmitleri icerdikleri
bulunmustur. Suslarin plazmit DNA’lar1 EcoRI, BamHI
ve EcoRV restriksiyon enzimleri ile kesilip agaroz jel
elektroforez analizleri incelendiginde, suglardan elde
edilen plazmitlerden en az birinin digerlerinden farkh
oldugu  gorilmistiir. Plazmit DNA’lart  EcoRI
restriksiyon enzimi ile kesildiginde sadece iki numarali

susta en ustte tek Urlin (36 kb) gorilmiistiir. EcoRV

48 kb

20 kb

AB CDETF G

restriksiyon enzimi ile kesildiginde ise bir nolu susta en
tistte iki restriksiyon enzim iriind (40 kb ve 38 kb)
tespit edilirken, iki ve ii¢ nolu suslarda ise enzim iiriinii
tespit edilememistir. Plazmit DNA’lar1 BamHI
restriksiyon enzimi ile kesildiginde bir nolu susta 32
kb’lik, iki nolu susta ise tespit edilememistir (Sekil 3).
Calisma sonuglarina gore, plazmit igeren suslarin
basitrasin,  flumekuin,  furazolidon,  kanamisin,
nalidiksik asit, oksalinik asit ve streptomisin’e direng

gosterdikleri de bulunmustur.

AB CDETF G

(A: 48kb marker, B: 20kb marker, C:EcoRI (enzim), D: BamHI (enzim), E: Eco RV (enzim),F: 20kb marker, G:

48kb marker).
Sekil 3. Suslarin plazmit analiz sonuglari.
Figure 3. Plasmid analysis results of strains.
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Tartisma

Calisma boyunca elde edilen makroskobik bulgularin
lactococcosis enfeksiyonundan etkilendigi bildirilen
baliklarda benzerlik
2006;

Savvidis vd., 2007). Caligmada Lactococcus garvieae

gozlenen klinik  bulgulara

gosterdigi  tespit edilmistir (Vendrell wvd.,
suslarinin tanimlanmas1 fenotipik tani yontemleri ile
yapilmistir. Suslarin fenotipik dzelliklerinin Vendrell
vd. (2006) ile Austin ve Austin (2012) tarafindan L.
garvieae igin bildirilen Ozelliklere benzer 6zellik
gosterdigi bulunmustur. Su {riinleri yetistiriciliginde
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi antibiyotikler ile
yapilmaktadir. Ancak antibiyotikler ¢ogu kez etkisiz
olmakta ve enfeksiyonun tekrarin1 onleyememektedir
(Menéndez vd., 2007). Mazzolini vd. (2003) L.
garvieae suslarmin ampisilin, amoksisilin,
oksitetrasiklin ve eritromisin’e karsi hassas, flumekuin,
oksalinik asit, streptomisin ve trimetoprim’e ise direngli
(2008)

calistiklar1 L. garvieae suslarinin ampisilin, eritromisin,

oldugunu bildirmistir. Kav ve Erganis
kloramfenikol ve oksitetrasiklin’e hassas oldugunu,
suslarin basitrasin’e ise diren¢ gdosterdigini rapor
etmiglerdir. Calismamizda L. garvieae suslarinin
eritromisin, kloramfenikol ve oksitetrasiklin’e hassas
oldugu, suslarin basitrasin, flumekuin, furazolidon,
kanamisin ve oksalinik aside direncli oldugu
bulunmustur. Bu bulgular Kav ve Erganis (2008),
Mazzolini vd. (2003)’nin  bulgularina benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Gokkusagi alabaliklarinda
hastaliklara neden olan bakteri tiirlerinin Grnegin

Flavobacterium psychrophilum (Izumi ve Aranishi,

Sonuc¢

Bu ¢alisma sonucunda, Fethiye bolgesindeki gokkusagi
alabaligi isletmelerindeki yavru baliklardan Subat-
Mayis aylar1 arasinda (su sicakliklarinin yilikselmeye
basladig1 donem) laktokokkozis’in etiyolojik etkeni L.
identifiye edilmistir.

garvieae izole ve Susglarin

2004), Vibrio salmonicida (Seorum ve Olsuiko, 1998),
Aeromonas salmonicida, A. hydrophila ve Yersinia
ruckeri (Toranzo vd., 1993)’nin plazmit analizleri farkh
aragtiricilar tarafindan g¢aligilmistir. Bununla birlikte,
gokkusag1 alabaliklarindan izole edilen L. garvieae
suslarinin plazmit profilleri {lizerine smnirli sayida
¢alisma mevcut olup bu c¢aligmalar R-plazmit aktarimi
ile ilgilidir (Maki vd., 2008). Maki vd. (2008) sari
kuyruk baliklarindan izole ettikleri L. garvieae
suslarinda plazmit bulunmadigini bildirmistir. Bounaix
vd. (1996) L. garvieae’nin plazmit analizi ile ilgili
¢alismalarinda bir susta plazmitin gériilmedigini ancak
iki susta plazmit biyiikliiklerini 12.5 kb ve 5.1 kb
olarak bulduklarini bildirmistir. Calismamizda suslarin
biiyik plazmitlere olduklar1 ve plazmit
biiyiikliiklerinin 32 kb’den 40 kb’ye kadar degistigi

Caligmamizda Maki vd. (2008) ile

sahip

bulunmustur.
Bounaix vd. (1996)’nin ¢aligmalarindan farkli olarak
suslarin plazmit icerdikleri goriilmiistiir. Calismamizda
suslarin plazmit DNA’lar1 EcoRI, BamHI ve EcoRV
restriksiyon enzimleri ile kesilip agaroz jel elektroforez
analizleri  incelendiginde, bu 1ii¢ restriksiyon
enzimininde sadece 1 numarali susta plazmiti tespitte
yardimeir olmugtur. Maki vd. (2008) izole ettikleri
suslarda plazmit bulunmadigini, Bounaix vd. (1996) ise
bir susta plazmitin = bulundugunu  bildirmistir.
Calismamizda bakteri suslarmin plazmit igermekle
birlikte, suslarin basitrasin, flumekuin, furazolidon,
oksalinik  asit ve

kanamisin, nalidiksik  asit,

streptomisin’e direng gosterdikleri tespit edilmistir.

ampisilin, tetrasiklin ve kloramfenikol’e hassas,

flumekuin, oksalinik asit ve furazolidon’a ise direngli
olduklar1 tespit edilmistir. Suslarm  antibiyotik
hassasiyetlerinin diger iilkelerdeki izolatlardan farkli

oldugu bulunmustur. Bu durumun diger {ilkelerde
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hastaligin tedavisinde yogun antibiyotik kullanimindan
kaynaklanabilecegi gibi diger bakteri tiirlerine ait

cevresel suslardan direng-gen aktarimlarindan da

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, tedavi

Tesekkiir

Bu calisma Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Yonetim Birimi(2010.02.0121.010) tarafindan

desteklenmistir. Calismanin plazmit kisminin
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