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OZET

Bu calismada, 9 farkli Lactococcus garveiae suglarinin Mueller-Hinton agarda disk diffiizyon teknigi
ile ATB VET (Biomerieux 14 289) strip sistemi kullanilarak antimikrobiyal duyarliliklarinin yanisira E
testi (AB BIODISK) ile de Eritromycin antibiyotiginin MIK(Minimal inhibitdr konsantrasyonu) degerleri
incelenmistir. L.garvieae suslarinin; disk difflizyon testi ve ATB VET sistemine gore
Amoxicillintclavulanic acid, Ampicillin, Enrofloxacin, Vancomycin, Tetracycline, Doxycycline,
Chloramphenicol, Erytromycine, Nitrofurantoin, Cephalotin, Amoxicillin, Cefoperazon, Spectinomycin,
Pristinamycin, Cotrimoxazol, antibiyotiklerine duyarli olduklari, Kanamycin, Cefuroxime, Lincomycin,
Penicillin, Ofloxacin, Norfloxacin,Ciprofloxacin Ceftriaxone, Clindamycine, Vancomycin, Oxacillin,
Streptomycin, Trimethoprim+ Sulfamethoxazole, Gentamicin, Apramycin, Tylosin, Colistin,
Sulfamethizol, Flumequin, Oxolinic asit antibiyotiklerine direngli olduklar1 tespit edilmistir. L. garvieae
suslarinda eritromisin antibiyotiginin MIK degerleri 0,032-0,125 pg/mL olarak tespit edilmistir. Elde
edilen bu degerlere gore; suslarin eritromisine duyarli oldugu goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Lactococcus garveiae, antimikrobiyal duyarlilik, minimum inhibit6r
konsantrasyonu (MIK),

The Determination of Antimicrobial Susceptibilities of
Lactococcus garvieae Strains

ABSTRACT

This study was to investigated antimicrobial susceptibilities by disc diffusion method on Mueller-
Hinton agar and ATB VET (14 289 Biomerieux) strip system and also the value the minimum inhibitory
concentration (MIC) of Eritromycine antibiotic by Etest (ABBIODISK) in 9 strains of Lactococcus
garvieae. L.garvieae strains were determined as sensitive to Amoxicillin+clavulanic acid, Ampicillin,
Enrofloxacin, Vancomycin, Tetracycline, Doxycycline, Chloramphenicol, Erytromycine, Nitrofurantoin,
Cephalotin, Amoxicillin, Cefoperazon, Spectinomycin, Pristinamycin, Cotrimoxazol, and resistant to
Kanamycin, Cefuroxime, Lincomycin, Penicillin, Ofloxacin, Norfloxacin,Ciprofloxacin Ceftriaxone,
Clindamycine, Vancomycin, Oxacillin Streptomycin, Trimethoprim+ Sulfamethoxazole, Gentamicin,
Apramycin, Tylosin, Colistin, Sulfamethizol, Flumequin, Oxolinic acid by disc diffusion method and
ATB VET (14 289 Biomerieux) strip system. MIC values of Eritromycin antibiotic were obtained as
0.032-0.125 pug/mL in L. Garvieae strains. The values showed to sensitive of eritromycine antibiotic for
all strains.

Key words: Lactococcus garveiae , antimicrobial susceptibilities, minimum inhibitory concentration
(MIC)
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GIRIS

Lactococcus garvieae 1974 yilinda Japonya’da sarikuyruk
baliklarinda epizootikler olusturarak yiiksek mortaliteye
sebep olmustur (Ksuda ve ark., 1991; Ksuda ve Salati, 1999;
Austin ve Austin 1999). Lactococcocus garvieae (=Synonime
Enterecoccus seriolicida )’nin etken oldugu enfeksiyonlar
(Streptococcozis veya Lactococcozis) diinyanin farkli
cografik bolgelerindeki tatli su ve deniz baligt tiirlerinde
yaygin olarak goriilmektedir (Ksuda and salati 1999 ; Chen
ve ark., 2001 ; Eldar ve Ghittino 1999; Toranzo ve ark. 1994
; Nieto ve ark. , 1995 ; Salati ve ark. , 1996 ; Muzquiz ve ark.
, 1999 ; Austin ve Austin, 1999).

L.garvieae gokkusagi alabaliklarinda Ispanya, Italya,
Portekiz, Ingiltere, Fransa , Avustralya, Giiney Afrika ve
Asya iilkelerinde de rapor edilmistir (Bragg ve Brroero, 1986;
Ceschia ve ark.,1992; Carson ve ark. 1993; Eldar ve ark., ;
Eldar ve Ghittino, 1999; Chang ve ark. 2002; Ravelo ve ark.,
2001).

Streptococcozis enfeksiyonlar1 iilkemizde ise 2001
yilinda  Ege  bolgesindeki  gokkusagi  alabaliklart
isletmelerinde goriilerek yiiksek mortaliteye sebep olmusgtur
(Cagirgan ve Tanrikul 1997; Diler ve ark. , 2002; Altun ve
ark. 2004). Ulkemizde gokkusagi alabalig1 isletmelerinde son
yillarda ortaya c¢ikan L. garvieae’ nin etken oldugu
streptococcozis enfeksiyonlar hizli bir yayilim gostermekte
ve ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

L.garvieae nin sebep oldugu streptococcosis enfeksiyonu
hemorojik  septisemi  ile  karakterize sistemik  bir
enfeksiyondur. (Ksuda ve Salati, 1999; Austin ve Austin
1999) Bu hastalifin  kontroliinde profilaktif tedbirlerin
alinmasi olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Ancak hastaligin ortaya ciktigi isletmelerde hastaligin
sagaltimi amaciyla antimikrobiyal maddelerin kullanilmasi
gereklidir. Ozellikle porsiyonluk baliklarda bu enfeksiyonun
goriilmesi halinde enfeksiyona karsi zamaninda uygun
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antibiyotik ve doz kullanimi 6nem tasimaktadir. Clinkii balik
etinde olusacak rezidii ve bakterinin direng gelistirebilecegi
gbz Oniinde bulundurulmalidir. Bu hastaliga karsi gerek
koruyucu amacgla gerekse sagaltim i¢in kullanilacak
antimikrobiyal ilaglarin spesifik hastalik etkenine karsi olan
bakteriostatik ve bakterisidal etkisinin ¢ok iyi belirlenmesi ve
uygun antibiyotigin secilerek yeterli siirede ve dozda bir
program dahilinde kullanilmasi gereklidir. Bu nedenle
ilkemizde yaygin olarak gorillen L.garvieae nin sebep
oldugu streptococcosis vakalarma karst antimikrobiyal
duyarlilik belirlenmesi ve uygun tedavinin segilmesi 6nem
arzetmektedir. Gram pozitif L. garviae’nin antibiyogram
sonuglart yapilmig olmakla birlikte iilkemizden izole edilen
suslar icin etkili antibiyotigin belirlenmesi igin detayli bir
aragtirma yapilmamastir.

Sreptococcozis gokkusagi alabaliklarinda her boyda
(porsiyonluk ve anaglar dahil) yiiksek mortaliteye neden
olmast sebebiyle balik isletmelerinin ekonomik kayiplari
biiylik olmaktadir. Hastaligin sagitiminda en etkin yol etken
patojene karsi antibiyogram yaparak en etkili antibiyotigi
tespit etmektir.

Bu c¢alismada  iilkemizde  gokkusagi  alabaligi
isletmelerinden izole edilmis olan Lactococcus garveiae
suslarinin antimikrobiyal duyarliliginin disk difiizyon teknigi,
ATB VET (Biomerieux 14 289) strip sistemi, gibi farkli
metotlar kullanilarak belirlenmesi ile bu patojen i¢in duyarl
ve direngli oldugu antibiyotikler ve Eritromisin igin E testi
(AB BIOODISK) kullanilarak MIK degelerinin saptanmasi
amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Arastirmada Kullanilan Bakteriyel Suslar

Aragtirma materyali olarak kullanilan 9 Lactococcus
garviae sugu ve kokenleri Cizelge 1° de verilmistir.

Cizelge 1. Arastirmada kullanilan Lactococcus garvieae suslari

No Sus Koken (Tiir,Ulke) Izolasyon yili
1 A Gokkusagi alabaligi, Antalya, Tiirkiye 2001
2 B Gokkusagi alabaligy,Isparta, Tiirkiye 2003
3 279-00 Gokkusagi alabaligi,Ispanya 2000
4  00-21 Gokkusagi alabaligi, ingiltere 2000
5 NCDO-2155 Mastit, ATCC43921,ingiltere 1973
6 K, Gokkusagi alabaligi,Konya, Tiirkiye 2001
7 C Gokkusagi alabaligi,Mugla, Tiirkiye 2001
8 M, Gokkusagi alabaligi,Mugla, Turkiye 2001
9 D Gokkugagr alabaligi,Denizli, Tiirkiye 2001

L. garvieae susglarinin iiretimi ve depolanmasi

Arastirmada kullanilan L.garvieae izolatlart triptik soy
broth (Merck) sivi besiyeri kullanilarak 25 °C’de 24 saatte
inkiibe edilerek iiretilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda

ortama %15 Gliserin (Sigma, ABD) eklenmis, bu kiiltiir
ortam1 2 mL olacak sekilde steril tiiplere dagitilmis ve uzun
streli saklama amaciyla (3-6 ay), -80 °C’de derin
dondurucuda muhafaza edilmistir.
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Izolatlarin, testlerde kullanimi icin -80°C’den alinan stok
kiiltir ortam1 oda sicakliginda bekletildikten sonra TSA
(Trypticase Soy Agar) besiyerlerine ekilerek 25°C’de 24-48
saat silireyle inkiibe edilerek hazirlanmustir.

Inkiibasyon sonucunda, L.garvieae suslar yatik TSA
tiplerine ekilmis ve 25°C’de 24-48 saat siireyle iiretim
amaciyla inkiibasyona alinmistir. Daha sonra +4°C’de giinliik
kullanim amaciyla saklanmuistir.

Antimikrobiyal hassasiyet
siispansiyonunun hazirlanmasi

Triptik soy broth (Merck) hazirlanarak c¢aligmada
kullanilan suglarin  stok kiiltiirlerinden ekim yapilarak
25°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
ticari Mc  Farland  tipleri  kullamlarak  bakteri
siispansiyonlarinin = bulanikligt serum fizyolojik ile Mc
Farland 0.5 bulanikligina denk olacak sekilde ayarlanmistir.

L.garvieae suslari i¢in hassasiyet testleri

Kullanima uygun halde hazirlanan bakteri suslarinin
antimikrobiyal hassasiyetin tespiti i¢in, ¢esitli antibiyotikler
ile disk difiizyon testi, ATB VET sitrip sistemi ve E testi
uygulanmistir.

Disk difiizyon metodu

L. garvieae suslart icin belirli miktarlarda antibiyotik
emdirilmis hazir disklerle uygulanan disk difiizyon metodu
kullanilmustir.

Mc Farland 0,5 (Biomerieux sa 70 900) bulanikliginda
hazirlanan bakteri siispansiyonundan Miiller Hinton Agar
(Merck) besiyerine 0,1 ml miktarinda konularak yayilmustir.
Siispansiyon, tiim besiyeri iizerini kaplayacak sekilde steril
ekiivyon ile dagilmasi saglanmistir. Daha sonra laminar
flowda, petriler kurumasi i¢in 5-10 dk birakilmistir. Daha
sonra agarin ylizeyine c¢esitli konsantrasyonlarda degisik
antibiyotikleri iceren diskler steril pens ile yerlestirilerek
25°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir (Arda, 1997).

Inkiibasyon sonucunda inhibisyon zonlarmin c¢ap1
milimetrik cetvel ile Sl¢lilmistiir. Test sonuglari, suslar i¢in
hassas (S) ve direngli(R) olarak NCCLS’in kriterlerine gore
degerlendirilmistir.

L.garvieae suslarinin ATB VET ile antimikrobiyal
duyarhhginin belirlenmesi

L.garvieae suslar1 TSA da genglestirildikten sonra %0.85
lik NaCl igeren ortamda siispanse edilmis ve bu bakteri
siispansiyonu  McFarland 0,5 e esit bir bulaniklikta
hazirlanmistir. Bu soliisyon ATB S mediumu igeren bir
ampule 200 pl otomatik pipet ile inokule edilmistir. Daha
sonra ATB VET striplerinde her bir ¢ukura 135 pl inokule
edilmistir. Stripler 25 °C’ de 24 saat inkiibe edildikten sonra

testleri icin bakteri
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gukurlarda goriilen berraklik duyarli, bulanik ise resistant
direncli olarak degerlendirilmistir.

Epsilometre testi (E Testi)

E testi, L. garvieae suslarinin eritromisin antibiyotigi i¢in
MIK ( Minimum Inhibitér Konsantrasyonu) seviyelerini
6lemek i¢in kullanilmigtir.

Bu c¢alisma ile 9 L.garvieae suslarinin eritromisin
antibiyotigi i¢cin MIK seviyelerinin E testi (AB Biodisk) ile
tespiti yapilmistir. E testi seritleri 0.016-256 pg/mL
araliginda antibiyotik icermektedir. E testini gergeklestirmek
icin Oncelikle Mc Farland 0.5 bulanikliginda hazirlanan
bakteri siispansiyonu, Miiller Hintonlu (Merck) besiyeri
bulunan petrilere yayilmistir. Bakteri slispansiyonu besiyeri
iizerini kaplayacak sekilde steril ekiivyon ile dagilmasi
saglanmistir. Daha sonra laminar flowda, petriler kurumasi
icin 5-10dk bekletilmistir. Daha sonra E testi seritleri
petrilere yerlestirilmis ve 25°C’de 18-24 saat inkiibasyona
brrakilmustir.

Inkiibasyon sonucunda, bakteri iiremesinin inhibe oldugu
serit tizerindeki deger, NCCLS’nin kriterlerine gore test
edilen bakteri susunun, eritromisin icin MIK seviyesi olarak
kabul edilmistir.

L.garvieae’nin biyokimyasal ve kiiltiirel 6zellikleri

L.garvieae nin biyokimyasal Ozelikleri Holt ve ark.,
1994; Cowan ve Steel, 1970; Collins ve Lyne, 1976;
Koneman ve ark, 1997 gore belirlenmistir. Izolatlarda Gram
boyama, hareketlilik, katalaz testi, sitrat kullanimi Voges
Proskauer reaksiyonu %0.0, %3.0, %6.0, % 6.5, %8.0 NacCl,
pH 5,6, 9.6 ve 4,10, 22, 30, 37 ve 45 °C de bliylime
ozelliklerine bakilmistir. Hemolitik &zellikleri belirlenmistir.
Ayrica Rapid ID 32 Strep System (Bio Merieaux, France)
kullanilarak fenotipik 6zellikleri belirlenmistir.

BULGULAR

L.garvieae suslariin
antibiyotik duyarhhklar:

L.garvieae suslarmin disk diffiizyon testine gore
antibiyotik  duyarliliklar1  ¢izelge 2 de  verilmistir.
Antibiyogram testinde duyarli olan antibiyotiklerde bir
inhibisyon zonu olugmustur (Sekil 1). L.garvieae suslarinin

disk diffiizyon testine gore

disk difflizyon testinde Amoxicillintclavulanic acid,
Ampicillin, Enrofloxacin, Vancomycin, Tetracycline,
Doxycycline, Chloramphenicol, Erytromycine,

Nitrofurantoin, Cephalotin antibiyotiklerine duyarli olduklari,
Kanamycin, Cefuroxime, Lincomycin, Penicillin, Ofloxacin,
Norfloxacin, Ciprofloxacin Ceftriaxone, Clindamycine,
Vancomycin, Oxacillin  Streptomycin, Trimethoprim+
Sulfamethoxazole antibiyotiklerine direngli olduklari tespit
edilmistir.
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Sekil 1. L.garvieae susunda antibiyogram testi

Cizelge 2. L.garvieae suslariin disk diffiizyon testine gore antibiyotik duyarliliklari

Antibiotikler Sensitivity ; R: resistans S: sensitiv e (Zon ¢ap1: mm)

No:1 No:2 No:3 No:4 No:5 No:6 No:7 No:8 No:9
Kanamycin (30mcg) R(12) R(10) R(12) R(12) R(13) R(10) R(10) R(12) R(10)
Cefuroxime (30mcg) R(8) R(12) R(12) R(16) R(14) R(12) R(14) R(16) R(8)
Lincomycin (2mcg) R(16) R(14) R(14) R4 RI6) R(12) R4 RUI4 RO
Amoxicillin+clavulanic acid S(20)  S(30)  S(22)  S(28)  S(24)  S(28)  S(18)  S(22)  S(20)
(20mgc+10mcg)
Penicilin (10 units) R(17) R(4) R(14) R@13) R4 R(3) R(12) R@14) R(13)
Enrofloxacin (5mcg) S(24) S(24) S(26) S(26) S(26) S(24)  S(22)  S(28)  S(24)
Ofloxacin (5Smcg) R(12) R4 1(16) 1(20) R(14) R4 1(20) S(26) R(14)
Norfloxacin (10mcg) R(6) R(12) R(16) R(12) R@6) R(14) R(14) R4 R4
Ciprofloxacin (5mcg) R(14) R(14) R(6) R@8 R(20) R(14) R(20) R(14) R(20)
Ampicillin (10mcg) S(28) S(28)  S(30) S(30) S(28)  S(28)  S(26)  S(28)  S(28)
Ceftriaxone (30mcg) R(18) R(14) R(10) R(20) R@18 R(12) R({6) R(16) R4
Clindamycine (2mcg) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0)
Vancomycin (30mcg) S(16) S(20)  S(20)  S(20)  S(10)  S(22) S(16)  S(16)  S(18)
Treptomycin (10mcg) R(6) R(6) R(10) R(10) R(10) R(10) R(6) R(10) R(10)
Oxacillin (1mcg) R(10) R(6) R(10) R(10) R(10) R(6) R(10) R(12) R(10)
Tetracycline (30mcg) S(24) S(24)  S(26)  S(20)  S(20)  S(20)  S(20)  S(20)  S(22)
Doxycycline (30mcg) S(30) S(18)  S(20)  S(26)  S(18)  S(26)  S(28)  S(24)  S(24)

Trimethoprim+Sulfamethoxazole  R(8)  R(10) R(10) R(10) R(6) R(10) R(10) R(10) R(8)
(1,25 pg +23,7 pg )

Chloramphenicol (30meg) S24)  S(26) S(26)  S(20) S(I8)  S(20) S(22)  S(22) _ S(24)
Erytromycine (15mcg) S(28) S(26) S(28) S(28) S(22) S(28) S(24)  S(26) _ S(20)
Nitrofurantoin (300meg) S(24)  S(20) S(24)  S(18) S(I8) S(26) S(24)  S(24) _ S(26)
Cephalotin (30mcg) S(20)  S(18) S(I8)  S(24) S(20)  S(18) S(20)  S(18) R(18)

L.garvieae suslarimin ATB VET testine gore antibiyotik  Spectinomycin, Chloramphenicol, Tetracyclin, Doxycyclin,

duyarhhklar: Erythromycin, Pristinamycin, Cotrimoxazol, Enrofloxacin,
L.garvieae suslarmin ATB VET test stripleriyle yapilan  Nitrofurantoin, antibiyotiklerine duyarli oldugu, Penicillin,
antimikrobiyal duyarliliklar1 ile ilgili sonuglar ¢izelgede  Oxacillin, Streptomycin, Kanamycin, Gentamicin,

verilmistir. L.garvieae nin 9 susu ATB VET testi sonuglarina ~ Apramycin, Lincomycin, Tylosin, Colistin, Sulfamethizol,
gore Amoxicillin, Amox-clav.ac, Cefoperazon, Cephalothin,  Flumequin, Oxolinic asit antibiyotiklerine kars1 direngli
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olduklar1 saptanmigtir. Fusidic asit antibiyotigine No 1 susu
duyarli, Rifampicin antibiyotigine No 1-3 suslar1 duyarl,
Metronidazol antibiyotigine Nol ve No 3 duyarli iken diger
suslar direngli oldugu gézlenmistir.

L.garvieae suslarinin E testine (AB BIODISK) gore
antibiyotik duyarhhklari
L.garvieae suglarmin E testine (AB BIODISK) gore
antibiyotik duyarlilik sonuglari ¢izelge 4 te verilmistir.
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Eritromicin antibiyotiginin E testi striplerin kenarinda
oval inhibisyon zonunun kesistigi noktadaki deger MIK
degeri olarak tespit edilmistir (Sekil 2). L. garvieae nin 9
susunun eritromisin antibiyotiginin MIK degerleri 0,032-
0,125 pg/mL olarak tespit edilmistir (Cizelge 4). Bu
degerlerin biitiin suslar i¢in eritromisin antibiyotigine duyarli
oldugunu gostermistir.

Cizelge 3. L.garvieae suslarinin ATB VET testine gore antibiyotik duyarliliklar

Antibiotikler (mg/l) No:l No:2 No:3 No:4 No:5 No:6 No:7 No:8 No:9
Penicillin 0,25 R R R R R R R R R
Amoxicillin 4 S S S S S S S S S
Amox-clav.ac 2 S S S S S S S S S
Oxacillin 2 R R R R R R R R R
Cephalothin 8 S S S S S S S S S
Cefoperazon 4 S S S S S S S S S
Streptomycin 8 R R R R R R R R R
Spectinomycin 64 S S S S S S S S S
Kanamycin 8 R R R R R R R R R
Gentamicin 4 R R R R R R R R R
Apramycin 16 R R R R R R R R R
Chloramphenicol 8 S S S S S S S S S
Tetracyclin 4 S S S S S S S S S
Doxycyclin 4 S S S S S S S S S
Erythromycin 1 S S S S S S S S S
Lincomycin 2 R R R R R R R R R
Pristinamycin 2 S S S S S S S S S
Tylosin 2 R R R R R R R R R
Colistin 4 R R R R R R R R R
Cotrimoxazol 2/38 S S S S S S S S S
Sulfamethizol 100 R R R R R R R R R
Flumequin 4 R R R R R R R R R
Oxolinic ac. 2 R R R R R R R R R
Enrofloxacin 0,5 S S S S S S S S S
Nitrofurantoin 25 S S S S S S S S S
Fusidic ac. 2 S R R R R R R R R
Rifampicin 4 S S S R R R R R R
Metronidazol 4 S R S R R R R R R

S:Duyarli ( sensitive), R: Direngli ( resistant)
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Cizelge 4. L.garvieae suslarinin E testine(AB BIODISK) gore
antibiyotik duyarliliklar:

Sus No: MIK (pg/mL) Duyarlilik(sensitivity)
1 0,094 S
2 0,064 S
3 0,047 S
4 0,125 S
5 0,047 S
6 0,094 S
7 0,125 S
8 0,094 S
9 0,032 S

Sekil 2. L.garvieae suslariin E testinde (AB BIODISK) olusan elips inhibisyon zonu

L.garvieae'nin Biyokimyasal ve Kiiltiirel Ozellikleri

Tiirkiyenin cesitli boliimlerinden izole edilen ve Ingiltere
Ispanya ve ATCC L. garvieae suslarmin biyokimyasal
Ozellikleri ¢izelge 5-6 da verilmistir. Biitiin izolatlarda VP,
PRYA, ADH, APPA, B-glucosidase pozitif, oksidaz, katalaz,
a-galactosidase, B-glucoronidase, PAL, GTA ve lireaz negatif
oldugu saptanmustir. Izolatlarin hi¢ biri nisasta ve jelatini
hidrolize etmemistir. Tiim izolatlar glucose, fructose,

galactose, mannitole, saccharose, esculin, ribose, trehalose,
maltose, tagatose, methyl- B-D glycopyronoside dan asit
iiretmistir.izolatlar nutrient agar, bile esculin azide agar,
tripticase soy agar, brain heart infusion agar and Mac Conkey
agar da tremislerdir. L garvieae 4 ve 45 Clerde %3, %6, %
6.5 NaC de ve pH 5, 6 ve 9.6 iiremislerdir. Biitiin izolatlar
kanli agarda  o-hemolysis olusturmustur. Cizelge 5-6 da
goriildigiic gibi referans sus (NCDO 2155) ile aym
karekteristik 6zellikleri gostermislerdir.
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Cizelge 5. L.garvieae suslarinin biyokimyasal, kiiltiirel ve fizyolojik 6zellikleri (s: duyarli)

Biyokimyasal karekterler  No:1 No:2 No:3 No:4 No:5 No:6 No:7 No:8 No:9

Gram + + + + + + + + +
Koloni_biiyiikligi <Ilmm <lmm <lmm <Imm <lmm <lmm <Imm <lmm <Ilmm
Hareketlilik - - - - - - - - -
Pigment liretimi - - - - - - - - -
Katalaz - - - - - - - - -
Oksidaz - - - - - - - - -
O-F F F F F F F F F F
Hemoliz (Koyun kani ) o o o o A o o A o

Sitrat (Simon’s)
Nitrat Uretimi

Methyl red + + + + + + + + +
Voges-Proskauer + + + + + + + + +
Indole - - - - B _ N N N
H,S - - - - _ _ N N N
0/129 S S S S S S S S S
Brain heart nsusion agar + + + + + + + T T
Bile esculin azide agar + + + + + + + + +
Triple sugar iron agar + + + + + + + T T
Mac Conkey agar + + + + + + + + T
Tripticase soy agar + + + + + + + T T
Nutrient agar + + + + + + + + +
PH

PH 9.6 + + + + + + +
PH 6 + + + + + + + + +
PHS5 + + + + + + T
Biiylime

0% NaCl + + + + + + T T T
3 % NaCl + + + + + + + + T
6 % NaCl + + + + + + T T T
6,5 % NaCl + + + + + + + + +
8 % NaCl - - - - _ B N N N
Dekarboksilasyon

Lysine - - - - R N - N N
Ornithine - - - - R N N N N
Hidroliz

Arginine + + + + + + + + T
Nisasta - - - R N N N N N
Gelatin - - - R N R - N N
Esculin + + + + + + + + T
Biiylime

4°C + + + + + + + + +
10°C + + + + + + + + +
22°C + + + + + + + + +
30°C + + + + + + + + +
37°C + + + + + + + + +
45°C + + + + + + + + +
Asit olusumu

Laktoz - - - R R N N N N
Glukoz + + + + + + + + +
Fruktoz + + + + + + + + +
Galaktoz + + + + + T T T T
Mannitol + + + + + + + + T
Sakkaroz + + + + + + + T T
Sorbitol - - - - R N N N N
Rhamnoz - - - - R N - N N

Inositol - - - - - - - B B




Lactococcus garvieae Suslarinin Antimikrobiyal
Duyarhliklarimin Belirlenmesi

Aysegiil KUBILAY, Soner ALTUN
Giilsen ULUKOY, Oznur DILER

Cizelge 6. L.garvieae suslarinin Rapid ID 32 Strep test sisteminde fenotiopik 6zellikleri

Rapid ID 32 Strep No:1

System testi

No:2 No:3

No:4 No:5 No:6 No:7 No:8 No:9

ADH

PRYA

+|+]+
+|+]+

B-glucosidase

+|+]+

+|+]+
+|+]+
+|+]+
+|+]+
+|+]+
+|+]+

o-galactosidase - -

B- galactosidase(BGAR) - -

B- galactosidase(BGAL) - -

B-glucuronidase - -

PAL - -

BNAG - -

APPA

GTA - R

B mannosidase - -

Urease - -

Hydrolysis of Hippurate - -

Acetoin Production

Acid from

Ribose

+
+

Mannitol

+

+
N
N
N
N
N

Sorbitol

Lactose

+ |
+ |

Trehalose

+ |

+ |
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |

Raffinose

+
+

Saccharose

+

+
+
+
+
+
+

L-Arabinose

D-Arabitol - -

Cyclodextrin - -

Glycogen - -

Pullulan - -

Maltose

Melibiose - -

Melezitose - -

Methyl-B-D Glucopyranoside

Tagatose

ADH, arginine dihydrolase; PYRA, pyrrolidonyl arylamidase; PAL, alkaline phosphatase; PNAG, N-acetyl-B-glucosamidase;

APPA, alanine phenylalanine proline arylamidase; GTA, glycyl tryptophan arylamidase. Symbols: + positif, - negatif.

TARTISMA ve SONUC

Yetistiricilikte bakteriyel hastaliklarin kontrolii i¢in iyi
yonetim ve g¢evresel sartlar ve koruyucu onlemlere ihtiyag
vardir. Asi gelistirmede biiylik emekler harcanmaktadir. Bazi
hastaliklarda heniiz etkili as1 mevcut degildir. Balik
hastaliklarinin kontroliin hala antimikrobiyal bilesenler temel
olusturmaktadir. Akuakiiltirde ilaglarin yogun kullanimi
balik patojenlerinde akuatik bakterilerde antibiyotik direncin
yogunlugunu artirmaktadir. Bazi ilag direngleri plazmid
kodludur bdylece diger bakterilere kolayca nakledilebilir.

L. garvieae nin sebep oldugu Streptococcosis gokkusagi
alabalig1 giftliklerinde 6nemli bir problemdir. Bu hastalik
isletmelerde 15°C nin iizerindeki sicakliklarda biiyiik
ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. L. garvieae suslari
arasinda fenotipik 6zelliklerinde homojenite goriilmiistiir.

L. garvieae  tathisu  ve  deniz  baliklarinda
meningocephalitis ve septisemiye neden olan Gram pozitif
ozellikte Onemli bir patojendir (Eldar ve ark 1996)
Tiirkiye’de 2001 yilinda ortaya ¢ikan epizootiklerden sonra
hizli bir yayilim gostererek 6nemli seviyede ekonomik
kayiplara neden olmustur (Diler ve ark. 2002, Altun ve ark.
2004). Hastaligin kemoterapotiklerle tedavisi miimkiindiir.
Ancak tedavide kullanilan antibiyotiklere kars1 direng
gelisimi balik dokularinda rezidii olusturmasi ve tedavi
masraflariin yiiksekligi gibi nedenler kemoterapotiklerin
kullannminda uygun duyarlt antibiyotigin secilmesi ve
kullanilmasi 6nem arz etmektedir. Bu ¢alisma iilkemizde L.
arvieae bakterisinin antibiyotik duyarliliginin belirlenmesi bu
hastaligin igletmelerde sagiltim igin uygun antibiyotigin
kullanimi  i¢in  bilgiler saglamast acisindan  Onem
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tagimaktadir. L.garvieae’ye karsi gokkusagi alabaliklarinda
uygun antibiyotigin kullanilmasi L.garvieae’ ye karsi direng
gelisimi 6nlenebilecegi gibi hastaligin niiksleride azaltilabilir.

Calismada incelenen L.garvieae suglarimin biyokimyasal
kiiltirel ve fizyolojik karakterleri Eldar ve ark. (1999)
Ravelo ve ark. (2001) nin arastirmalari ile benzerlik
gostermistir.

Elliott ve Facklam (1996), yaptiklari arastirmada insandan
izole edilen L.garvieae patojeninin klindamisin antibiyotigine
direngli oldugunu bildirmiglerdir. Bu arastirmada da
Tiirkiyeden izole edilen ve referans suslar olan ATCC 43926,
Ingiltere ve Ispanya suslarinin klindamisine direngli oldugu
saptanmustir. Ayni arastiricilar L.garvieae nin penicilin ve
cepholotine karsi L. Lactis’ten daha az duyarli oldugunu
saptamiglardir.

L.garvieae; ampicillin, cefuroxime, cepholotin,
chloromphenicol, ciprofloxacin, erytromycin fusidic acid,
methicillin, mezlocillin,nitrofurantoin,penicillin,potentiated
sulphanamide, tetracycline ve vankomisine duyarli
amikacin,colistin,gentamicin nalidixic acide direngli olarak
bildirilmistir.(Austin ve Austin 1999). Erytromycin 25 mg/
kg balik /giin dozunda 4 ile 7 giin siireyle kullanimu ile sart
kuyruk baliklarinda streptococcosis ‘in  kontrol altina
alimdigim1 ve oxytetracycline ve ampicilinden, daha etkili
oldugu bildirilmistir.

Doxycycline 20 mg/It balik agirligi/giin ve josamycin 30
mg/kg balik agirligi gilin olarak 3 giin destekleyici olmustur.
Sodium nifursytrenate 50mg/kg balik agirligr /giin olarak
streptococcosis i¢in kullanildigr bildirilmistir. Bu ilaglarin
etkili oldugu ve plazmidlere ait bir diren¢ probleminin
olmadigi bildirilmistir (Austin ve Austin 1999).

Entereckokkal  enfeksiyonlarin  tedavisinde  sodium
nifurstyrenate in vitro ve in vivo sartlarda aminobenzyl
penicillin, chloramphenicol ve tetracycline den daha etili
oldugu bildirilmistir. Eritromsin kiiltire edilen sarikuyruk
baliklarinin tedavisinde daha iyi sonuglar gostermistir.
Eritromisin ve spiramisiin hastaligin kontroliinde yaygin
olarak kullanilmaktadir fakat 10 kez in vivo seri pasajlarindan
sonra ila¢ direngliligi olusmaktadir. Josamisin balik tizerine
zararli bir yan etkisi ve intestinal floraya etkisi olmadig1 i¢in
faydal1 bir kemoterdpatik olarak bildirilmistir.

Eritromisin ve josamisiinin sahada tedavi ¢aligmalarinda
iyi sonuglar alinmaktadir. Ancak isletmelerde tedavi sirasinda
iyi bir besleme, hijyenik sartlar ve stok yogunlugunun
diizenlenmesi gerekmektedir. Suglarda ila¢ diregliliginin
goriilmesinden dolay1 sahada gelisi giizel kemoteropatik
kullanimindan kaginilmasi gerekir (Kusuda ve Salati 1999).

Kum ve ark. (2004) L.garvieae nin deneysel olarak

yaptiklari sagaltiminda ampicilin’in eritromisin,
oksitetrasiklin ve amoksisilinden daha etkili oldugunu
bildirmislerdir.

Mazzolini ve ark. (2003) Kuzey Italya daki klinik
izolatlardan elde edilen L.garvieae suslarinin ampicilin,
amoxycilin, oxytetracyclin ve eritromycine karst duyarl
oldugunu , flumequine, oxolonic acid, sterptomycin,
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trimetoprim ve sulphadiazine direngli oldugunu saptamustir.
L.garvieae suslarinda yapilan bu ¢alismada da ampicilin,
amoxycilin, oxytetracyclin ve eritromycine karsi duyarl

oldugu, flumequine, oxolonic acid, streptomycine ve
trimetoprim  antibiyotiklerine direngli olduklar1 tespit
edilmistir.

Diler ve ark.(2002) L.garvieae suslart igin yaptiklari
antibiyogram ¢aligmalari sonucunda penicillin,clindamycin
,cefriaxon antibiyotiklerine direngli eritromycin, tetracycline,
ofloxacin, ampicillin ve chloromphenicol antibiyotiklerine
duyarli oldugunu saptamislardir. Bu calismada elde edilen
sonuglar Diler ve ark. (2002) sonuglar1 ile benzerlik
gosterdigi gorilmistiir.

Bu ¢alismada L.garvieae suslarmin disk diffiizyon testi ve
ATB-VET sitrip sistemine gére Amoxicillint+clavulanic acid,

Ampicillin, Enrofloxacin, Vancomycin, Tetracycline,
Doxycycline, Chloramphenicol, Erytromycine,
Nitrofurantoin, Cephalotin, Amoxicillin, Cefoperazon,
Spectinomycin, Pristinamycin, Cotrimoxazol,
antibiyotiklerine duyarli olduklari, Kanamycin, Cefuroxime,
Lincomycin, Penicillin, Enrofloxacin, Ofloxacin,
Norfloxacin, Ciprofloxacin Ceftriaxone, Clindamycine,
Vancomycin, Oxacillin  Streptomycin, Trimethoprim+
Sulfamethoxazole,  Gentamicin, = Apramycin, Tylosin,
Colistin,  Sulfamethizol, = Flumequin, Oxolinic  asit

antibiyotiklerine direngli olduklari tespit edilmistir.

L. garvieae suslarinda eritromisin antibiyotiginin MIK
degerleri 0.032-0.125 upg/mL olarak tespit edilerek bu
degerlerin biitiin suslar igin eritromisin antibiyotigin duyarli
oldugunu gostermistir.

Sonug olarak balik hastaliklarinda tedavi sirasinda; etken
izolasyonu ve antimikrobiyal duyarlilik testlerinin hizli bir
sekilde yapilmasi, tedaviye hastaligin baglangic doneminde
etkili  antibiyotikler  kullanilarak ~ baslanmasi, ilag
direngliliginin 6niine gecilmesi igin gelisi giizel antibiyotik
kullanilmasinin engellenmesi gerekmektedir.
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