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Oz: Bu calismada, Fakiiltemiz Hastaliklar Laboratuvarma 2019-2021 yillart arasmnda kok enfeksiyonu

2 https://orcid.org/0000-0002-1823-5823 stiphesi ile getirilen gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) 6rneklerinden izole edilen bakteri izolatlart
: https://orcid.org/0000-0002-7795-828X kullanilmistir. Dogu Karadeniz Bolgesindeki farkli illerdeki gokkusagr alabalik ¢iftliklerinden laboratuvara
: https://orcid.org/0000-0002-7699-6970 gonderilen tipik hastalik semptomlart gosteren balik numunelerinden saf olarak iiretilen bakterilerden 25 adet

kok (Lactococcus spp.) izolati secilmistir. Bakteriyel hastaliklart meydana getiren etkenlerin
tanimlanmasinda ozellikle klasik fiziksel ve biyokimyasal testler olduk¢a yaygin olarak kullanilmustir.
Gokkusagi alabaliklarindaki hastalik vakalarindan izole edilen Lactococcus garvieae bakterisinin
tanimlamasinda bazi hatalarin yapildig: son yillarda tespit edilmistir. Bu galismada, gram pozitif bir bakteri
olan Lactococcus spp. suslarmin tanimlanabilmesi igin klasik testlerin yani sira biyokimyasal testler i¢in api
20 strep test kitlerinin kullanilmasi tercih edilmistir. Bu kitin kullaniminda inkiibasyon sicakligindaki
farkliliklar, bakterilerin inkiibasyon sicakligindaki iireme problemleri nedeni ile bazi sorunlarin sebebiyle
yanlis sonuglarm olusabildigi belirlenmistir. Calismasinda, api 20 strep test kitleri kullanilarak yapilan 25
adet kok suslarinin ¢ogunlugu 7143111 ve 7143511 profili gosterdigi goriilmistiir. Calismada referans izolat

*Sorumlu yazar: olarak kullanilan Lactococcus garvieae susuna birebir uyusan tek bir izolatin (D-372) benzer oldugu tespit

Fikri BALTA edilmistir. Hastalikli baliklardan izole edilen bakteri suslarinin antimikrobiyel ajanlara hassasiyetini
Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Su Uriinleri belirlemek igin disk diffiizyon yontemi kullanilarak antibiyogram testi yapilmistir. Test sonuglarina gore
Fakiiltesi, Rize, Tiirkiye Sulfamethoksazol ve Streptomisin’e karsi izolatlarin hepsinin direngli oldugu belirlenmistir. Antibiyogrami
B4: fikri.balta@erdogan.edu.tr yapilan izolatlarin antimikrobiyel ajanlardan amoksisiline doksisikline ve florfenikole sirasiyla %100, %76

ve %64 etkili oldugu tespit edilmistir.

Keywords: Antibiogram test, API 20 strep, bakteriyel enfeksiyon, Lactococcus garvieae.

Determination of Antimicrobial Susceptibility and Identification of Lactococcus spp.
Strains Isolated from Diseased Rainbow Trout [']

Abstract: In this study, bacterial isolates isolated from rainbow trout (Oncorhynchusmykiss) samples brought
to our Faculty's Diseases Laboratory between 2019 and 2021 with suspicion of cocci infection were used. 25
cocci (Lactococcus spp.) isolates were selected from pure bacteria produced from fish samples showing
typical disease symptoms sent to the laboratory from rainbow trout farms in different provinces in the Eastern
Black Sea Region. Classical physical and biochemical tests have been widely used in identifying the factors
that cause bacterial diseases. In recent years, it has been determined that some errors were made in the
identification of Lactococcus garvieae bacteria isolated from disease cases in rainbow trout. In this study,
Lactococcus spp., a gram-positive bacterium. In order to identify the strains, it was preferred to use api 20
strep test kits for biochemical tests as well as classical tests. It has been determined that incorrect results may
occur when using this kit due to some problems such as differences in incubation temperature and
reproduction problems of bacteria at the incubation temperature. In his study, it was observed that the majority
of 25 cocci strains made using api 20 strep test kits showed 7143111 and 7143511 profiles. A single isolate
*Corresponding author: (D-372) was found to be identical to the Lactococcus garvieae strain used as the reference isolate in the study.
AL BAb . _ Antibiogram testing was performed using the disk diffusion method to determine the sensitivity of bacterial
University of Recep Tayyip Erdogan, P . ) P . . A
Faculty of Fisheries, Rize, Tiirkiye strqm_s isolated from diseased fish to antimicrobial agents. _It was determ_lngd th_at the isolates \_Nho_se
B21: fikri.balta@erdogan.edu.tr antibiogram was performed were 100%, 76% and 64% effective on the antimicrobial agents amoxicillin,
doxycycline and florfenicol, respectively.

Anahtar kelimeler: Antibiogram test, API 20 strep, bacterial infection, Lactococcus garvieae.

Ul Bu makale, Muhammed Yagmur un yiiksek lisans tezinden iiretilmistir. This study was produced from Muhammed Yagmur’s master thesis.
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GIRiS

Diinya niifusundaki hizli artiga paralel olarak
insanoglunun ihtiya¢ duydugu hayvansal protein ihtiyaci
da her gegen giin hizlica artmustir. Bu protein ihtiyaci
kanatli hayvanlardan beyaz et olarak karsilanmaya ¢alisilsa
da talebi karsilayacak yeterlilikte degildir. Son 50 yilin
iizerinde hayvansal {iretimin karsilanmasinda akuakiiltiir
iretimi her gecen giin hizlica biyldigi gorilmistiir.
Baliketi zengin essansiyel amino asitlere sahip olmasi ve
birden fazla ¢oklu doymamis yag asitleri igermesi nedeni
ile tercih edildigi bildirilmistir. Insanoglu tarafindan
tiiketilen baliketi, viicudun temel besin maddesi ihtiyacini
karsilamakta, fizyolojisi ve biyokimyasal iglevler {izerinde
olumlu etki gdstermesi bakimindan saglikli siirdiiriilebilir
bir yasam i¢in dnemli besin maddeleri iginde ilk sirada
yerini aldig1 rapor edilmistir (Kaya vd., 2004). TUIK
verilerine gore iilkemizde su tiriinleri tiretiminin %60,5’ini
kiltir balikgiligi olusturmaktadir. Bu iiretimin %72’si
denizlerden, %28’ ise i¢ sulardaki kiiltiir balik¢iligt
yoluyla gergeklestigi, i¢c sulardan 152 bin 649 ton ve
denizlerden ise 45 bin 454 ton alabalik yetistiricilik yoluyla
iiretilen en Onemli tiirlerden biri oldugu bildirilmistir
(TUIK, 2023). Gokkusag1 alabalik iiretimini sinirlayan en
onemli faktorlerin baginda hastaliklar gelmektedir. Birim
hacimde asir1 balik stoklamak ve ¢evresel faktorler ani
degisimler baliklarda stres sebep olmaktadir. Mevsimsel
olarak ani su sicakligi degisimlerin baliklarda stres nedeni
oldugu ve immun sistemin baskilandigi bildirilmistir
(Dengiz Balta, 2010; Dengiz Balta vd., 2017). Balik
yetistiriciliginde meydana gelen kayiplarin ¢ogunu
kimyasal zehirler, dengesiz ve eksik rasyonla beslenme
veya lretim uygulamalarindaki yanligliklar gibi bircok
faktorden gelebilecegi  bildirilmis ve  balik
yetistiriciliginde patojen mikroorganizmalarin en fazla
kaylp oranlarina sebebiyet verdigi rapor edilmistir
(Roberts vd., 2001).

Diinyanin  farkli  cografik  bdlgelerinde
yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliklarinda immun
sistemi  baskilanmigs baliklarda bakteriyel hastalik
etkenlerinin zaman zaman toplu 6liimler meydana getirdigi
ve hastalik  vakalarindan yapilan izolasyonlarda
Aeromonas spp., Pseudomonas spp., Vibrio spp.,
Streptococcus spp., Flexibacter spp., ve Yersinia ruckeri
gibi bakteriyel balik patojenlerinin varligi bildirilmistir
(Akinbowale vd., 2006; Avci vd., 2010; 2014; Cagirgan,
2004; Epikmen vd., 2020; Kum vd., 2004; Schmidt vd.,
2000). Ulkemizde, 2001 yilinda ilk kez Ege Bolgesindeki
bir gdkkusagi alabalig1 isletmesindeki hastalik vakasindan
Lactococcus garvieae’nin ilk kez izole edildigi rapor
edilmistir (Diler vd., 2002). Tirkiye’nin farkli cografik
bolgelerinde 6zellikle Aeromonas salmonicida, Yersinia

ileri

ruckeri, Vibrio anguillarum ve Lactococcus garvieae gibi
bakteriyel patojenlerin viriilensine bagli olarak ciddi bir
sekilde ekonomik kayiplara yol actifi  birgok
arastirmalarda rapor edilmistir (Altmok vd., 2022; Avci
vd., 2010; Balta vd., 2010; 2016; Kav & Erganis, 2007,
Kum vd., 2004; Matyar vd., 2009; Matyar vd., 2010;
Onalan, 2016; Sipahi vd., 2013; Tanrikul, 2007; Timur vd.,
2011). Ozellikle yaz aylarinda su sicakliginda meydana
gelen yiikselisler  kiiltiiri  yapilan gokkusag
alabaliklarinda kok enfeksiyonlarinin patlak vermesine
neden oldugu ve %60-80’lere varan dliimler bildirilmistir
(Balta & Dengiz Balta, 2019a; Diler vd., 2002; Elder vd.,
1999; Durmaz & Kiligoglu, 2015; Kiran vd., 2018; Tsai et
al., 2013). Sirdiirilebilir bir iiretim i¢in bakteriyel balik
patojenlerin izole edilerek etkin tedavi ve kontroliin
yapilmasinin 6nemli oldugu bildirilmistir (Balta vd., 2016;
Balta & Dengiz Balta, 2016; 2017; 2019a; 2019b; Balta
vd., 2016; Balta, 2016; 2020; Dolgun, 2015; Durmaz &
Kiligoglu, 2015; Kirkan vd., 2018).

Baliklarda Laktokokkozis hastaligini meydana
getiren Lactococcus garvieae'mn tammlanan tek tiir
oldugu bildirilmistir (Cai vd., 2011). GenBank’a bir¢ok
arastirmaci tarafindan Lactococcus garvieae nin girilmis
genomik DNA sekanslarinin veri analizlerini yapildigt
baska bir ¢alismada ise ortalama niikleotid kimlik degerine
gore dort farkli grubun varligi rapor edilmistir (Kumru,
2021).

ani

L. garvieae hareketsiz, Gram pozitif, kapsiillii ya
da kapsiilsiiz, 0,7-1,4 pm caplarinda oval ve sporsuz bir
bakteri olup sivi besi yerinde kisa zincir seklinde, kanli
agarda a-hemoliz olusturan, kati besi ortamlarinda beyaz
veya gri renkli koloniler olusturdugu ve fakiiltatif anaerob
bir bakteri oldugu rapor edilmistir (Kav vd., 2007; Timur
vd., 2011).

Hastalik vakalarinda baliklarin istahsiz oldugu,
sersem bir sekilde yavas ve dengesiz bir sekilde su
yilizeyinde durduklari, anormal yiizme ve ani hareketler,
deride kararma, gozde tek veya ¢ift tarafli egzofthalmus,
korneada konjesyon ve matlagsma, solungag lamellerinde
kanama, ylizgeglerin tabaninda, burun-goz ¢evresi ile ¢ene
altinda, dalak, bobrek, ve karacigerde nokta petesial
hemorajiler, splenomegali, hava keselerinin sis ve yangili
oldugu, bagirsagin sarimsi bir sivi dolu oldugu, aniisiin
disart dogru gergin ve hemorajik oldugu bildirilmistir
(Balta & Dengiz Balta, 2019a; Balta & Karatay, 2021;
Durmaz vd., 2015).

Bu ¢alismada, kiiltiir gokkusagi alabaliginda kok
hastaligina neden olan (L. garvieae) enfeksiyonun
etkeninin geleneksel testler ve api 20 strep testi kullanarak
elde edilen sonuglarin L. garvieae referans izolatina
(ATCC43921) ait api 20 strep testi sonuglart ile
kargilagtirarak izolatlarin tanimlanmasi ve c¢alismada
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kullanilan viriilent L. garvieae suslarinin antibiyotik
duyarhiliklarinin belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Balik Orneklerinin saglanmasi: Bu ¢alismada,
2019-2021 yillar1 arasinda su sicakliginin arttigl yaz
aylarinda Fakiiltemiz Balik Hastaliklar1 Laboratuvarina
Dogu Karadeniz Bolgesindeki 6 degisik gokkusagi
alabalik ciftliginden gonderilen ve kok enfeksiyonu tanist
konulan hastalikli alabaliklarindan saf olarak iiretilen
bakteriler kullanilmigtir.

Hastalik vakalarinda laboratuvara gonderilecek
balik Orneklerinim hastaliktan olenlerle ayni semptomu
gostermesi ozellikle, uyusuk, istahsiz, renkte kararma,
gozlerde cift tarafli ekzofthalmus semptomlar1 gosteren
balik 6rneklerinin se¢ilmesine 6zen gosterilmesi isletme
sahiplerinden talep edilmistir. Her havuzdan ozellikle
O0lmek {izere olan 10’ar adet baligin laboratuvara canlt
olarak ulastirilmasi gerektigi ireticiye bildirilmistir. Bu
caligmada toplam 250 adet balik 6rnegi kontrol edilmistir.
Balik 6rneklerinin nekroskopik incelemede karacigerin
solgun oldugu, safra kesesinin dolu oldugu ve dalagin az
¢ok biiyiimiis oldugu, karacigerde ve plorik sekada
noktavari kanamalarin varligi ve bagirsaklarin hemorajik
oldugu gozlenmistir. Bu calismada kullanilan 6rneklere
veriler; 6rneklemelerin yapildigi ¢iftligin bulundugu sehrin
adi, ornekleme tarihi, ekim yapilan organ ve izole edilen
bakteri izolatlarina verilen kod numaralari Tablo 1’de
verilmigtir.

Tablo 1. Gokkusagi alabaliklardan izole edilen bakteriyel izolatlarin
orjinlerine ait bilgiler.

Table 1. Information on the origins of bacterial isolates isolated from
rainbow trout.

Sira izolat kodu  Organ Ciftlik Konumu Tarihi

No

1 D173 Dalak Artvin / Borgka 26.10.2019
2 D174 Bobrek Artvin / Borgka 26.10.2019
3 D175 Dalak Artvin / Borgka 26.10.2019
4 D180 Bobrek Artvin / Borgka 26.10.2019
5 D181 Bobrek Artvin / Borgka 26.10.2019
6 D182 Dalak Rize / Ardesen 05.11.2019
7 D183 Bobrek Rize / Ardesen 05.11.2019
8 D184 Bobrek Artvin / Borgka 18.11.2019
9 D185 Bobrek Artvin / Borgka 18.11.2019
10 D368 Dalak Artvin / Borgka 30.10.2020
11 D369 Dalak Artvin / Borgka 30.10.2020
12 D370 Dalak Artvin / Borgka 30.10.2020
13 D372 Bobrek Ordu / Persembe 04.11.2020
14 D375 Bobrek Rize / Findiklt 05.11.2020
15 D380 Bobrek Trabzon / Yomra 12.11.2020
16 D381 Dalak Trabzon / Yomra 12.11.2020
17 D382 Bobrek Trabzon / Yomra 12.11.2020
18 D383 Bobrek Trabzon / Yomra 12.11.2020
19 D384 Bobrek Artvin / Borgka 18.10.2020
20 D385 Bobrek Ordu (Sivas) 11.11.2020
21 D386 Bobrek Rize / Findiklt 12.11.2020
22 D387 Dalak Trabzon / Akgabat ~ 03.11.2020
23 D388 Bobrek Trabzon / Ak¢abat ~ 03.11.2020
24 D398 Bobrek Trabzon / Akgabat ~ 08.02.2021
25 D492 Bobrek Artvin / Borgkaa 24.04.2021
26 Referans sus  Meme ATCC 43921 1984-86

Hastalik Etkeninin Izolasyonu: Tipik hastalik
semptomu gosteren ve muayenesi yapilan baliklarin

bobrek ve dalaklarindan Tryptone Soy Agar (TSA) ve
Broth (TSB), Brain Heart Infusion Agar (BHIA) ve Broht
(BHIB) gibi besi yerlerine ekimler yapilmistir. Sogutmali
etlivde 20+2°C’de bir hafta inkiibasyona birakilmistir.
Ekim sonucunda genellikle bakteriler 24 saat iginde
iredikleri tespit edilmistir. Besi ortaminda saf olarak
iireyen bakterilere hareket muayenesi, Gram boyama testi,
katalaz ve oksidaz testi yapildiktan sonra bir izolat
numarasi verilerek kayit edilmis ve calismada kullanmak
iizere -80°C’deki derin dondurucuda stoklanmistir.

Bakteri izolatlarinin biyokimyasal testleri: Derin
dondurucuda ¢ikartilip TSA ve TSB besi yerlerinde
bakteriler yeniden canlandirilmistir. TSA petri kutularinda
iireyen 1mm ¢apinda lireyen saf kiiltiirlerden alinan bakteri
ornekleri lam tizerine ilave edilmis bir damla steril FTS
(%085°1ik NaCl) ile karistirtlip hareket muayenesi yapilmis
ve morfolojik yapist kontrol edilmistir. Ozellikle TSB besi
yerlerinde {ireyen bakterilerden hazirlanan preparatlar
40’11k objektifte incelendiginde bakterilerin kisa zincir, tek
veya c¢iftli yuvarlak hareketsiz bakterilerin oldugu
goriilmiistiir. Hazirlanan bu preparatlar Gram boyama
yontemiyle boyanip 100’liik objektifte muayene
edildiginde mor renkte ikili ve 5-6 koktan olusan kis
zincirler tarzinda bakterilerin varligi tespit edilmistir.
Gram boyama sonrasi bakteri izolatinin mikroskobik
sahadaki goriintimii Sekil 1°de verilmistir.

Api 20 strep testi ile bakteri izolatlarinin
tanimlanmasi: TSA saf olarak iireyen kok izolatlart
TSB’de iiretilerek %20’lik gliserol stoklar1 yapilmistir
TSB’den %S5 koyun kani ilave edilmis kanli agara ekimleri
gerceklestirilmigtir. Kanli agar besi yerleri 25°C’deki
etivde 2 giin inkiibasyona birakilmis ve kolonilerin
etrafinda hemoliz zonu olusturup olusturmadiklar: kontrol
edilmistir. Koloni etrafinda olusan tam berrak hemoliz
olusturan beta hemoliz, yesil renkli seffaf olmayanlar alfa
hemoliz ve herhangi bir hemoliz belirtisi gostermeyenler
ornekler ise gama hemoliz olarak degerlendirilmistir. Kanli
agarda alfa hemoliz gdsteren izolata ait goriintii Sekil 2°de
verilmigtir.

o ’ 4 .\
- i - 4 o 54 -
Sekil 1. Gram boyama sonrasi bakteri izolatinin mikroskopik goriiniimii
(Orijinal).
Figure 1. Microscopic view of the bacterial isolate after Gram staining
(Original).
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Sekil 2. Kanli agarda o-hemoliz gosteren kok izolatimin goriinimi
(Orijinal).

Figure 2. Appearance of the cocci isolate showing a-hemolysis on blood
agar (Original).

Bakterilerin biyokimyasal testleri api 20 strep testi
(bioM¢érieux, Fransa) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Kanli agarda iireyen bakteriler api 20 strep test Kkiti
kuyucuklarina  prosediirine  uygun  bir  sekilde
yerlestirilmistir. Kuyucuklarin doldurulan api 20 strep test
kitleri 25+1°C’lik sogutmali inkiibatore yerlestirilmistir.
Api 20 strep test kitlerindeki kuyucuklarda olusan renk
degisimleri pozitif olarak kaydedilmistir. Api 20 strep test
kitlerine 24 saat sonra ilgili kuyucuklara birer damla olarak
ayraclar damlatilip reaksiyon sonrasi 10 dakika sonra
kuyucuklarda olusan renk degisimine gore test sonuglari
pozitif veya negatif olarak kaydedilmistir (Onalan, 2019).
Api 20 strep test kitlerindeki seker testleri i¢in 48 saat
beklendikten sonra izolatlarin test sonuglari sari renge
donenler pozitif (+) veya denk degistirmeyen kirmizi renge
negatif (-) olarak kabul edilmistir. Api 20 strep test

ekil 3. API 20 strep test kitine bakteri izolat1 yerlestirildikten sonraki ilk goriintiisii (Orijinal).

kitlerine izolatlarin inokiilesiyondan sonra ilk goriintiileri
Sekil 3’de verilmistir.

Antibiyogram Testi: Calismada, tipik hastalik
semptomlar gdsteren gokkusagi alabaliklarin bobrek ve
dalak dokusundan saf olarak izole edilen 25 adet bakteri
izolatlarina antibiyogram testi yapilmistir. Antibiyogram
testleri National Committee for Clinical Laboratory (1997)
bildirdigi standart disk difiizyon yontemi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Antibiyogram testlerinde Ampisilin
(10pg),  Amoksiklin(10pg),  Doksisiklin  (30pg),
Eritromisin(15pg), Enrofloksasin (5pg), Florfenikol (30pg
), Oksitetrasiklin(30ug), Oksolinik asit (2pg), Sulfadiazin-
Trimetoprim (25png), Sulfametoksazol (25png),
Streptomisin (10pg) gibi 11 farkli antibiyotik diskleri
kullanilmustir.

TSA besi yerlerinde {iiretilen 18 saatlik taze
kiiltiirlerden birkag koloniden 6ze ile alimarak 10 ml
tiiplerin i¢inde steril edilmis %0,85°’lik 2 ml FTS’de
vorteks yardimiyla vortekslenerek McFarland No: 0,5
bulanikligina ayarlanmustir. Hazirlanan  bakteri
stispansiyondan 0,2 ml alinarak kurutulmus Miiller Hilton
Agar (MHA) {izerine dokiiliip cam yayma ¢ubugu ile besi
yeri yiizeyine iyice yayilmistir (Onalan vd., 2020).
Antibiyotik diskleri dispanser (Bioanalyse) yardimiyla
MHA iizerine dagitilmistir. Bu besi yerleri 25°C’de 18
saatlik bir inkiibasyona birakilmistir. Antibiyogram
testinde her bir antibiyotik diskinin tarafinda olusan zon
caplar1 dijital kumpas ile Olgiilerek kayit edilmistir.
Antibiyogram testinde Olgiilen zon g¢aplarma ait
sonuglarinin verileri Tablo 2’deki antimikrobiyel ajanlarin
standart inhibisyon zon cap1 araliklart ile kargilagtirilarak
degerlendirilmistir.

o LW

De 386 KL

Figure 3. The first image after placing the bacterial isolate in the API 20 strep test kit (Original).

Tablo 2. Antibiyotik disk igerikleri ve inhibisyon disk ¢ap1 sinir degerleri.
Table 2. Antibiotic disc contents and inhibition disc diameter limit values.

Antimikrobiyel ajanlar Disk Konsantrasyonu

Standart Inhibisyon Zon Capi (mm)

D(R) OH(IM) H(S) Referanslar
Ampisilin (AM) AM 10 pg <13 14-16 >17 NCCLS, 1997
Amoksisilin (AX) AX 10 pg <13 14-17 >18 NCCLS, 1997
Doksisiklin (DO) DO 30 pg <10 11-13 >14 NCCLS, 2013
Enrofloksasin (ENR) ENR 5 pg <16 17-20 >21 NCCLS, 1997
Eritromisin (E) E15pg <13 14-22 >23 NCCLS, 1997
Florfenikol (FCC) FFC 30 pg <14 15-18 >19 NCCLS, 1997
Oksitetrasiklin (T) T30 pg <14 15-18 >19 NCCLS, 1997
Oksolinik asit (OA) OA2 g <10 11-12 >13 NCCLS, 1997
Streptomisin (S) S10 pg <11 12-14 >15 NCCLS, 1997
Siilfametoksazol (SMZ) SMZ 100 pg <12 13-16 >17 NCCLS, 1997
Trimethoprim+Sulfamethaksazol SXT 25 pg <10 11-15 >16 NCCLS, 1997

D: Direngli, OH: Orta Hassas, H: Hassas.
R: Resistant, IM: Intermediate, S: Sensitive.
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BULGULAR VE TARTISMA oldugu tespit edilmistir. Bakteri izolatlarina yapilan
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerin sonuglari
Hastaligin dig ve i¢c semptomlari: Hastalik Tablo 3’de verilmistir.

vakalarinda genellikle baliklarin istahsiz oldugu, uyusuk
bir sekilde havuz yiizeyinde ylizdiigii ve suyun durgun
oldugu koselerde ve suyun c¢ikis kisminda bekledikleri,
hastaligin ~ akut doneminde baliklar  yakalanmak
istendiginde ani bir hareketlerle havuz dibine kagtiklari ve
kronik donemde daha kolay yakalandiklari gibi tipik
bulgular tespit edilmistir. Aslinda hastalikli baliklarda ilk
belirti olarak deride kararma ve gozlerin yerinden
firlayacak gibi tek veya c¢ift tarafli egzofthalmusun
goriilmiistiir. Ayrica, gozlerin korneasinda konjesyon ve
matlagma, ileri vakalarda goziin yerinden distigii ve
hastalig1 atlatan baliklarda ¢ogunlukla tek tarafli korliigiin

_ . o . Sekil 4. Hastalikli gokkusag: alabaligimnimn tipik dig goriiniimii (Orijinal).
varlig1 da tespit edilmistir. Solungag lamellerinde kanama, Figure 4. Typical appearance of diseased rainbow trout (Original).

yiizgeglerin tabaninda, géziin ¢evresinde, ¢ene altinda,
dalak, bobrek ve karacigerde nokta nokta seklinde
kanamalarin varlig, safra kesesinin dolu oldugu, dalagin
biliylidiigii, hava keselerinin sis ve yangili oldugu,
bagirsagin sarimsi-beyaz bir sivi dolu ve hemorajik
oldugu, hemorajik ve prolabe olmusg bir aniisiin varligi
tespit edilmistir. Hastalikli gokkusagi alabaliginin tipik dig
semptomlart Sekil 4°de ve i¢ semptomlar ait noktavari
kanamalar ise Sekil 5°de verilmistir.

Konvensiyel test sonuglari: Hastalikli gokkusagi . _ L
alabaliklarin bobrek ve dalak dokusundan izole edilen = b % ' ;

bakteri izolatlarma yapilan morfolojik, fizyolojik ve Sekil 5. Hastalikli alaﬁallgln hava kesesi ve perion zarindaki noktavari
. . ’ . kanamalar (Orijinal).

biyokimyasal testleri yapilmustir. Test sonuglarina gore Figure 5. Petechial hemorrhages in the air sac and peritoneal membrane

izolatlarn Gram pozitif, hareketsiz, yuvarlaga yakin of the diseased trout (Original).

formunda tekli, ikili veya 4-6 koktan olusan kisa zincirler
tarzinda goriildiigi, katalaz ve oksidaz testlerinin negatif

Tablo 3. Bakteri izolatlarina ait morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal test sonuglar.
Table 3. Morphological, physiological and biochemical test results of bacterial isolates.

Baliklardan izole edilen bakteri izolatlan

Karakter ———>—=3 7 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 25 24 25 %
Sekli K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K K
Hareket - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Gram + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Katalaz

Oksidaz - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
OF F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F
indol

Lysin

Ornitin - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Arjinin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Nitrat - - - - - - - -

MR testi + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
VP testi - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

SS testi - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Eskulin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Hemoliz [ o [ o [ o o o A o o o o o o o o o o o o o o o o o
%0 NaCl + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
%6,5 NaCl + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
+10°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
+20°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
+25°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
+36°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
+45°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
1: D173, 2: D174, 3: D175, 4: D180, 5: D181, 6: D182, 7: D183, 8: D184, 9: D185, 10: D368, 11: D369, 12: D370, 13: D370, 14: D375, 15: D380, 16: D381, 17: D382, 18: D383,

19: D384, 20: D385, 21: D386, 22: D387, 23: D388, 24: D398, 25: D492, 26: Referans sus (L. garvieae, ATCC 43921).

Api 20 strep testin sonuglari: Bu galismada, api belirlenmistir. Hippurat hidroliz (HIP) testi D185, D369,
20 strep Kkitlerindeki test sonuglarina gore izolatlarin D370, D387 ve D388 kodlu izolatlarin negatif iken diger
hepsinin voges proskuer (VP) testinin pozitif oldugu izolatlarin ise pozitif oldugu tespit edilmistir. Eskulin
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hidroliz (ESC) izolatlarin hepsinde pozitif oldugu tespit
edilmistir. Tiim izolatlarin pirrolidonil arilamidaz (PYRA)
testine duyarli oldugu belirlenmistir. D368, D369, D370,
D384, D387 ve D388 kodlanmis izolatlarin a-galaktosidaz
(@-GAL) test sonuglart pozitif iken diger izolatlarin ise
negatif negatif oldugu belirlenmistir. B-glukuronidaz (f3-
GUR) test sonuglarinin izolatlarin hepsinde negatif oldugu,
B-galaktosidaz (B-GAL) D185, D368, D369, D370, D384,
D387 ve D388 kodlanmis izolatlarin pozitif iken
digerlerinde ise negatif oldugu tespit edilmistir. Alkalin
fosfataz (PAL) D185, D368, D369, D370 ve D384 nolu
izolatlarin test sonuclarmin pozitif olmasina karsin diger
izolatlarin ise negatif sonu¢ verdigi gozlenmistir. Losin
arilamidaz (LAP) izolatlarn tiimiinde test sonuglari pozitif
iken, arjinin dihidrolaz (ADH) testi tek bir izolatin (D387)
negatif olmasina karsin diger izolatlarin test sonuglari
pozitif oldugu belirlenmistir.

Seker testlerinden riboz (RIB) iki izolat (D387 ve
D388) tarafindan kullanilmadig, fakat diger izolatlarin ise
pozitif oldugu gdzlenmistir. Arabinoz (ARA) ii¢ izolat
(D384, D387 D388) kullanildig:
belirlenirken diger izolatlarin ise negatif sonu¢ verdigi
tespit edilmigtir. Mannitol (MAN) testinin Dbiitiin
izolatlarda pozitif olmasina karsin, sorbitol (SOR) testinde
dort izolatin (D368, D375, D384 ve D385) pozitif sonug
olusturmasina karsin diger izolatlarin negatif oldugu
belirlenmistir. Laktoz (LAC) testine 13 izolat (D175,
D368, D369, D370, D375, D380, D381, D382, D384,
D386, D387, D388 ve D398) pozitif reaksiyon meydana
getirmesine karsin 12 izolatin ise negatif oldugu tespit

ve tarafindan

Tablo 4. Bakteri izolatlarinin api 20 strep test sonuglari.
Table 4. API 20 strep test results of bacterial isolates.

edilmigtir. Bakteri izolatlarindan bir izolatin (D385)
trehaloz (TRE) ve amigdalin (AMD) sekerlerinin test
sonuglari negatif olmasina karsin diger izolatlarin hepsinin
pozitif oldugu gézlenmistir. Inulin (INU) testi D385, D387
ve D388 izolatlarinda pozitif sonu¢ olusturmasina karsin
diger 23 izolatin ise negatif oldugu belirlenmistir. Rafinoz
(RAF) D175, D180, D368, D369, D370, D372, D375,
D384, D387 ve D 388 kodlu izolatlarin test sonuglart
pozitif olmasina karsin diger 15 izolatin ise negatif oldugu
tespit edilmistir. Glikojen (GLYG) testi D180 kodlu
izolatta pozitif iken diger izolatlarin hepsinin negatif
oldugu belirlenmistir.

Bu caligmada kullanilan bakteri izolatlarin hepsi
%35 koyun kani ilave dilmis kanli agarda alfa hemoliz
olusturdugu gézlenmistir. Gokkusagi alabaliklarinin dalak
veya bobreginden izole edilen bakteri izolatlar1 api 20 strep
kitlerindeki test sonuglarina gore ¢ogunun genelde
7143111 ve 7143511 kod profili olusturdugu tespit
edilmistir. izolatlara uygulanan api 20 strep kitlerindeki
testlerinin sonuglar1 Tablo 4°‘te verilmistir. L. garvieae
referans izolati (ATCC43921) ile yapilan api 20 strep test
sonuglarina ait ayiraglar ilave edilmeden 6nceki ve ilave
edildikten sonraki biyokimyasal testlerin sonuglart Sekil
6’da verilmistir. Calismada, hastalikli baliklardan izole
edilen bakterilere yapilan api 20 strep Kkitlerine
inokiilasyondan hemen sonraki ilk goriintii ve api 20 strep
kitlerinin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi ayiraglar
dokiildiikten ve bekleme sonucunda olusan
reaksiyonlarin goriintiisii Sekil 7°de verilmistir.

siiresi

L. garvieae izolatlarinin API 20 strep test sonuglari
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VP: Voges Proskuer, HP: Hippurat hidroliz, ESC: Eskulin hidroliz, PYRA: Pirrolidonil arilamidaz, a-GAL: a-Galaktosidaz, f-GUR: B-Glukuronidaz, f-GAL:

B Galaktosidaz, PAL:

Alkalin fosfataz, LAP: Losin arilamidaz, ADH: Arjinin dihidrolaz, RiB: Riboz, ARA: Arabinoz, MAN: Mannitol, SOR: Sorbitol, LAC: Laktoz, TRE:Trehaloz, INU:inulin, RAF:

Rafinoz, AMD: Amigdalin ve GLYG: Glikojen.
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Sekil 6. Referans izolat L. garvieae (ATCC43921)’nin api 20 strep kitindeki ayiraglar dokiilmeden ve dokiildiikten sonraki biyokimyasal testlerin sonuglari

(Orijinal).

Figure 6. Results of biochemical tests of the reference isolate L. garvieae (ATCC43921) before and after pouring the reagents in the API 20 strep kit (Original).

biyokimyasal reaksiyonlarin sonuglari (Orijinal).

Sekil 7. Api 20 strep kitine bakteri inokﬁlasgfonundan hemen sonraki ilk goriintii (a), inkiibasyondan 24 saat sonra ayiraglar dokiiliip ve bekleme siiresi sonunda

Figure 7. The first image immediately after bacterial inoculation into the AP 20 strep kit (a), 24 hours after incubation, when the reagents are poured and the
results of the biochemical reactions at the end of the waiting period (b, c, d) (Original).

Antibiyogram  test sonuglari:  Gokkusagi
alabaliklarindan izole edilen bakteri izolatlarina uygulanan
antimikrobiyel test sonuglarina gore bakteri izolatlarinin
hepsinin  sulfamethoksazol ve streptomisine %2100,
trimethoprim+sulfamethaksazole %68, ampisiline %64,
enrofloksasine %40, oksitetrasiklin ve oksolinik aside %36
direng gosterdigi belirlenmistir. Bakteri izolatlarma karsi
amoksisilinin %100, doksisiklinin %76, florfenikolun %64

oraninda tesirli oldugu tespit edilmistir. Antibiyogram test
sonuglarina gore Olclilen zon c¢aplarina verilerin
degerlendirilmesi sonugu antimikrobiyel ajanlara karsi
bakteri izolatlarin olusturdugu hassasiyet profilleri Tablo
5’de verilmistir. Bakteri izolatlarinin antimikrobiyel
ajanlara kargi meydana getirdigi hassiyet sonuglar1 grafik
olarak Sekil 8’de gosterilmistir.

Tablo 5. Antibiyogram test sonuglarina gore bakteri izolatlarinin duyarlilik profilleri.
Table 5. Susceptibility profiles of bacterial isolates according to antibiogram test results.

izolat kodu

Antibiyotik diskleri

E

)

FFC

N
%]
x

D173
D174
D175
D180
D181
D182
D183
D184
D185
D368
D369
D370
D372
D375
D380
D381
D382
D383
D384
D385
D386
D387
D388
D398
D492

OUUUUUUUUOOOOOOUUUUUUUUOO;
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIUII;
IUOIIIIIIIIIIIIOOOOIIII:|:18
OIOUIUIIIOOO0OO0OOO0OOOOCOUUIITIIM

OIUOUOIIIIIIIIIIOCOOOOIOIOO0O0ONZ

ITOIUOIIIIIIIIIOOUOUIIIOOT

UOUUUOUUOIIIIIIOOOOUIOOUU%
lvAvivivlvlvlvivivivivivivivivivivlvlvlviviviviviel (%]
OUU0U0U0UU0000000U0000000000000|Z
|vAvivivivivlvivl HeNeNoNeRoNeRvivivivivivivivivle]y]
OOIUIUOOOIIIIIIUOOUOUIIIOIONMAN

AM: Ampisilin (10pg), AX: Amoksiklin(10pg), E: Eritromisin(15pg), ANR: Enrofloksasin (5 pg), FFC: Florfenikol (30 pug ), OA: Oksolinik asit (2pg),
S: Streptomisin (10 pg), SMZ: Sulfametoksazol (25 pg), STX: Sulfadiazin-Trimetoprim (25ug), T: Oksitetrasiklin(30ug)
H: Hassas (S: Susceptible), D: Direngli (R: Resistant), O: Orta Hassas (I: Intermediate susceptible)
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Sekil 8. Bakteri izolatlarnin antimikrobiyal hassasiyeti (%).
Figure 8. Antimicrobial susceptibility of bacterial isolates (%).

TARTISMA VE SONUC

Fakiiltemiz Hastaliklar Laboratuvarina Dogu
Karadeniz Bolgesindeki gokkusagi alabaligi ¢iftliklerinden
farkli tarihlerde getirilen tipik hastalik semptomlari
gosteren balik 6rneklerinden izole edilen hastalik etkenleri
calistimistir. Ulkemizin farkli bolgelerinde ozellikle su
sicakliginin 18°C’nin iizerine ¢iktig1 yaz aylarinda ticari
balik ciftliklerinde 5 gr’dan 1 kg’a kadar olan gokkusagi
alabaliklarda kok hastaligi olgularina siklikla rastlandig,
izole edilen hastalik etkenin L. garvieae oldugu, daha ¢ok
porsiyonluk veya daha biiyiik baliklarda siddetli &liimler
(%60-80) yiiziinden 6nemli ekonomik kayiplarin meydana
geldigi 6nceki ¢alismalarda bildirilmistir (Balta ve Dengiz
Balta, 2019; Diler vd., 2002; Eldar vd., 1999, Pereira vd.,
2004).

Su sicakliginin  yiiksek oldugu donemlerde
baliklarda hastaligin ilk belirtileri olarak deride kararma,
durgunluk, istahsizlik, anormal yiizme, tek veya cift tarafli
ekzoftalmus, ylizge¢ tabanlarinda, burun ve goz ¢evresi ile
¢ene altinda hemorolojilerin varhigmimn tespit edildigi
bildirilmistir. Olmek iizere olan hastalikli baliklarm ig
organlarin muayenesinde ise bobrek, karaciger ve dalakta
nokta seklindeki kanamalarin (petesial hemoraji) varligi,
dalagin biiylimiis (splenomegali) oldugu, hava kesesinin
siskin oldugu, hava kesesi ve periton zarinin yaygin
petesial kanamanim oldugu, genellikle hemorajik olan
bagirsaklarin sivi kivamda sar1 renkli bir igerikle dolu
oldugu bildirilmistir (Balta vd., 2019; Durmaz vd., 2015).

Tipik hastalik semptomu gdsteren hastalikli
gokkusagi alabaliklarindan izole edilen saf bakteri
izolatlarin haraketsiz, gram pozitif, oksidaz ve katalaz
testlerinin negatif oldugu tespit edilmistir. Gram boyamada
kisa zincirler tarzinda goriildiigii belirlenmis ve %5 koyum
kami ilave edilmis kanli agarda iizerinde kolonilerin alfa
hemoliz olusturdugu tespit edilmistir. Onceki calismalarda
L. garvieae’nin, yaklagik olarak 0,7-1,4 pm ¢apinda gram

pozitif, kok seklinde hareketsiz, kapsiillii ya da kapsiilsiiz
formda oldugu, sivi besi yerlerinde iiretildiginde kisa
zincirler tarzinda goriildigii, kanli agarda ireyen
kolonilerin etrafinda alfa hemoliz olusturdugu, katt besi
yerlerindeki kolonilerin gri veya beyaz renkte oldugu ve
etkenin fakiiltatif anerop bir bakteri oldugu bildirilmistir
(Kav vd., 2007, Timur vd., 2011). Bu sonuglar bu
¢alismanin sonuglari ile paralellik gostermektedir.

Bu caligmada, baliklarin dalak ve bobrek gibi ic
organlarindan saf olarak izole edilen 25 adet bakteri
izolatlar1 Api 20 strep test kitleri kullanilarak
tanimlanmaya calisilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesi
icin L. garvieae’min referans izolati (ATCC43921)
kullanilmigtir. Referans susun Api 20 strep test kitinde
7143151 profili  olusturdugu  belirlenmistir. Kok
enfeksiyonu etkenini tanimlamak ic¢in kullanilan api 20
strep test kitlerindeki testlerin sonuglarina gore izolatlar ise
agirlikl olarak 7143111 ve 7143511 profili olusturdugu
tespit edilmistir. Bakterilerin api 20 strep kitinde
25°C’deki inkiibasyonundan sonra 7143551, 7143153,
5173111, 7373751, 5373551, 7143751, 5354571 ve
5355571 profili meydana getirdigi tespit edilmistir. Api
web sisteminde L. garvieae’nin referans izolat1 api 20 strep
test kiti sonuglar1 karsilagtirildiginda Lactococcus lactis
ssp. lactis’e %82,7 ve Enterococcus faecium’a %9,8
oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Refarans sus
ile birebir uyusan sadece bir izolatin (D-372) oldugu tespit
edilmistir. izolatlardan biri (D180) ise Lactococcus lactis
ssp. lactis’e %84,6 benzerlik gostermistir. Bu ¢alismada
Lactococcus spp. izolatlarina ait api 20 strep kiti test
sonuglari ile olusturulan profillerin api web sisteminde
kargilagtirilmas1 ile hastalik etkenleri tanimlanmaya
calistlmistir. Kok izolatlarina ait api 20 strep kitlerinde elde
edilen test sonuglari ile belirlenen Api profili ve Api web
sistemindeki benzerlik oranlart yiizde olarak Tablo 6’da
verilmistir.

Api  web sisteminde yapilan  benzerlik
kargilagtirmasit  sonucunda  bakteri izolatlarmma ait
biyokimyasal testlerin sonuglarina gore

mikroorganizmalarin biyokimyasal profilleri {izerinde
onemli birgok bilgi elde edilmesine kargin Lactococcus
spp. izolatlarini tiir seviyesinde isimlendirme i¢in yeterli
olmadigi belirlenmistir. Calismada referans izolat olarak
kullanilan L. garvieae (ATCC43921)’nin api 20 strep kiti
ile olusan biyokimyasal test sonuglarinin
degerlendirilmesinde bile dogru tanimlamanin
yapilamadigi tespit edilmistir. Api strep 20 test sonucuna
gbre %67,2 oraninda Lactococcus lactis ssp. lactis’e 10
adet, %82,7 ve %84,6 oraninda 1’er izolata benzerlik
gosterdigi belirlenmistir. Enterococcus faecium’a %77,8,
%74,4 ve %99,9 oraninda benzerlik gosteren 1’er izolat ve
%94,4 oraninda ise iki izolatin benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. izolatlardan 6 adet Enterococcus faecalis’e
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%59,9 oraninda benzerlik gosterirken, 2 adet izolatin ise
%92 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bu
calismada, L. garvieae izolatlarina ait api 20 strep test
kitlerinden elde edilen biyokimyasal reaksiyonlarin
sonuglart ile bakteri izolatlariin dogru isimlendirmenin
yapilabilmesinin ~ miimkiin  olamayacagi  kanisina
varilmistir. Bu aragtirmanin sonuglari, L. garvieae referans
izolat1 ve Lactococcus spp. izolatlarinin tiir seviyesinde
dogru bir sekilde isimlendirilebilmesi i¢in genetik seviyede
calismalarin yapilmasi gerektigini gostermistir. Api 20
strep test sonuglar1 Balta ve Dengiz Balta (2019a), Kav ve
Erganis (2007) ve Balta ve Karatay’in (2021) bulgularina
benzerlik gostermistir. Bu arastirmacilar gokkusagi
alabaliklardan izole ettikleri L. garvieae izolatlarmi L.
garvieae tiiriine 6zgii oldugu bildirilen 16S rRNA pLG-1

ve pLG-2 primerleri kullanarak PZR testi ile etkeni L.
garvieae olarak tanimladiklari rapor edilmistir (Balta &
Dengiz Balta, 2019a; Kav & Erganis, 2007; Balta &
Karatay, 2021). Genetik ¢alismalar sonucunda gen banka
yiiklenmis L. garvieae’lara ait genomik verilerinin analiz
edildigi bir bagka calismada ortalama niikleotid kimlik
degerlerine dayandirilarak yapilan degerlendirmede dort
farklt grubun veya alt grubun varligindan bahsedilmistir
(Kumru, 2021). Baska bir c¢alismada, filogenetik ve
genotipleme analiz sonuclarma goére Lactococcus cinsinin
yeni bir tiirli olarak Lactococcus petauri ilk kez Goodman
ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmis ve bu yeni farkli
tiiriin genomunun ¢ogunu L. garvieae ile benzerlik tagidigi
rapor edilmigtir (Kotzamanidis vd., 2020).

Tablo 6. Bakteri izolatlarina ait profillerin api wep sistemindeki % benzerlik oranlar.
Table 6. Similarity rates of profiles in the api wep system of bacterial isolates.

izolatlar API profili Benzerlik yiizdesi
D-173 7143111 %67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis %27,9 Enterococcus faecalis
D-173 7143111 %67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis %27,9 Enterococcus faecalis
D-175 7143551 %62,2 Lactococcus lactis ssp. lactis %22 Enterococcus faecalis
D-180 7143153 %84,6 Lactococcus lactis ssp. lactis %10,1 Enterococcus faecium
D-181 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis %27,9 Enterococcus faecalis
D-182 7143111 %67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis %27,9 Enterococcus faecalis
D-183 7143111 %67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis %27,9 Enterococcus faecalis
D-184 7143111 %67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis %27,9 Enterococcus faecalis
D-185 5173111 %67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis %27,9 Enterococcus faecalis
D-368 7373751 %74,4 Enterococcus faecium %14,2 Streptococcus uberis
D-369 5373551 %94,9 Enterococcus faecium %4,1 Lactococcus lactis ssp. lactis
D-370 5373551 %94,9 Enterococcus faecium %4,1 Lactococcus lactis ssp. lactis
D-372 7143151 %82,7 Lactococcus lactis ssp. lactis %09,8 Enterococcus faecium
D-375 7143751 %92 Enterococcus faecalis 95,8 Streptococcus uberis
D-380 7143511 %59,9 Enterococcus faecalis %35 Lactococcus lactis ssp. lactis
D-381 7143511 %59,9 Enterococcus faecalis %35 Lactococcus lactis ssp. lactis
D-382 7143511 %59,9 Enterococcus faecalis %35 Lactococcus lactis ssp. lactis
D-383 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp lactis %27,9 Enterococcus faecalis
D-384 7143751 %92 Enterococcus faecalis %05,8 Streptococcus uberis
D-385 7143511 %59,9 Enterococcus faecalis %35 Lactococcus lactis ssp. lactis
D-386 7143511 %59,9 Enterococcus faecalis %35 Lactococcus lactis ssp. lactis
D-387 5354571 %77,8 Enterococcus faecium %20,3 Globicatella sanguinis
D-388 5355571 %99,9 Enterococcus faecium 90,1 Lactococcus lactis ssp lactis
D-398 7143511 %59,9 Enterococcus faecalis %35 Lactococcus lactis ssp. lactis
D-492 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp lactis %27,9 Enterococcus faecalis
Referans sus 7143151 %82,7 Lactococcus lactis ssp. lactis %9,8 Enterococcus faecium
Api sisteminde  yapilan  benzerlik belirlenmistir. izolatlardan 6 adet Enterococcus faecalis’e
karsilagtirmasi  sonucunda  bakteri izolatlarina  ait %359,9 oraninda benzerlik gosterirken, 2 adet izolatin ise
biyokimyasal testlerin sonuglarina gore %92 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bu

mikroorganizmalarin biyokimyasal profilleri iizerinde
onemli birgok bilgi elde edilmesine karsin Lactococcus
spp. izolatlarini tiir seviyesinde isimlendirme i¢in yeterli
olmadig1 belirlenmistir. Calismada referans izolat olarak
kullanilan L. garvieae (ATCC43921)’nin api 20 strep kiti
ile olusan biyokimyasal test sonuglarinin
degerlendirilmesinde bile dogru tanimlamanin
yapilamadigi tespit edilmistir. Api strep 20 test sonucuna
gbre %67,2 oraninda Lactococcus lactis ssp. lactis’e 10
adet, %82,7 ve %84,6 oraninda 1’er izolata benzerlik
gosterdigi belirlenmistir. Enterococcus faecium’a %77,8,
%74,4 ve %99,9 oraninda benzerlik gosteren 1’er izolat ve
%94,4 oraninda ise iki izolatin benzerlik gosterdigi

caligmada, L. garvieae izolatlarina ait api 20 strep test
kitlerinden elde edilen biyokimyasal reaksiyonlarin
sonuglar1 ile bakteri izolatlarmin dogru isimlendirmenin
yapilabilmesinin ~ miimkiin  olamayacagi  kanisina
varilmigtir. Bu aragtirmanin sonuglari, L. garvieae referans
izolat1 ve Lactococcus spp. izolatlarinin tiir seviyesinde
dogru bir sekilde isimlendirilebilmesi i¢in genetik seviyede
calismalarin yapilmasi gerektigini gostermistir. Api 20
strep test sonuglar1 Balta ve Dengiz Balta (2019a), Kav ve
Erganis (2007) ve Balta ve Karatay’in (2021) bulgularina
benzerlik gostermistir. Bu arastirmacilar gokkusagi
alabaliklardan izole ettikleri L. garvieae izolatlarimi L.
garvieae tiiriine 6zgii oldugu bildirilen 16S rRNA pLG-1
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ve pLG-2 primerleri kullanarak PZR testi ile etkeni L.
garvieae olarak tanimladiklari rapor edilmistir (Balta &
Dengiz Balta, 2019a; Kav & Erganis, 2007; Balta &
Karatay, 2021). Genetik ¢aligmalar sonucunda gen banka
yiiklenmis L. garvieae’lara ait genomik verilerinin analiz
edildigi bir baska caligmada ortalama niikleotid kimlik
degerlerine dayandirilarak yapilan degerlendirmede dort
farkli grubun veya alt grubun varliindan bahsedilmistir
(Kumru, 2021). Baska bir calismada, filogenetik ve
genotipleme analiz sonuglarina gore Lactococcus cinsinin
yeni bir tiirii olarak Lactococcus petauri ilk kez Goodman
ve arkadaglar1 tarafindan tanimlanmis ve bu yeni farkli
tiiriin genomunun ¢ogunu L. garvieae ile benzerlik tagidigi
rapor edilmistir (Kotzamanidis vd., 2020).

Tiir diizeyinde bakterilerin tanimlamasinda en ¢ok
kullanilmakta olan ydntemlerin basinda geleneksel
morfolojik, fiziksel ve biyokimyasal testlerin yani sira
genetik testler gelmektedir. Geleneksel biyokimyasal
testlerin disinda hizli test kitleri (api sistemi gibi) ile
tanimlanmalar1 yapilmaktadir. Daha 6nceki ¢aligmalarda
balik hastalik etkenlerin tanimlamasinda kullanilan Api
20e kit test sonuglarinin Api wep sistemine ait veri
yer almadigt ve farkli  inkiibasyon
sicakliklarindaki biyokimyasal testlerin sonuglarinin hatali
bir sekilde degerlendirilerek yanlis isimlendirilmelerin
yapildig1 rapor edilmistir (Popovic vd., 2007; Balta ve
Dengiz Balta, 2017). Tirkiye’nin farkli cografik
bolgelerinden  degisik  tarihlerde  toplanan  balik
orneklerinde izole edilen 22 farkli L. garvieae suslarinin
fenotipik, serotipik ve genotipik farkliliklarinin ortaya
cikartilmasinin hedeflendigi baska bir aragtirmada ise api
rapid ID 32 strep test kitleri kullanilarak yapilan ¢calismada
fenotipik olarak 3 degisik profilin meydana edildigi rapor
edilmistir (Onalan, 2016). Ayni galismada 22 izolatin gen
lokuslarindaki allellerinden elde edilen binomial veriler ile
olusturulan dendrogramda ise 10 farkli genetik profil
grubun ortaya ¢ikt181 rapor edilmistir (Onalan, 2016). Api
rapid ID 32 strep test kitleri kullanilarak yapilan bagka bir

tabaninda

calismada biyokimyasal test sonuclarmna gore 2 adet L.
garvieae izolatin hatali bir sekilde Lactococcus lactis
olarak isimlendirmenin haricinde, diger sekiz L. garvieae
izolat1 >%99 giiven araliginda basartyla tanimlandig1 rapor
edilmistir. Ayni ¢aligmada L. petauri izolatlarinin ti¢ii harig
diger izolatlarin %99,9 ile %55,1 arasinda degisen giiven
diizeylerinde L. garvieae olarak tanimlanmasina karsin, 18
izolatin ise Enterococcus faecium, L. lactis subsp. lactis ve
Streptococcus uberis’e %30'un altinda benzerlik gosterdigi
rapor edilmistir. Sonug olarak, api rapid ID 32 strep testleri
biyokimyasal sonuglarina gore hippurati hidrolize eden ve
stikroz ile tagatozdan asit lireten izolatlarin muhtemelen L.
petauri olarak tanimlandigi, bu testleri negatif sonug
verenlerin ise L. garvieae olarak tanimlanabilecegi
bildirilmistir (Vale vd., 2024). Ayni ¢alismada baslangicta

L. garvieae olarak tamimlanan laktokokkozun endemik
sayilabilecegi iilkelerden (ispanya, Italya, Tiirkiye ve
Yunanistan) 37 izolatin genom dizileri elde edilmis, 11
izolatin genomlar1 ise GenBank veri tabanindan saglanan
toplam 48 izolatin tiim genom dizileri ve genomlarinin ikili
karsilagtirmalart kullanilarak yapilan in-silico DNA-DNA
hibridizasyonu (dDDH) ve ortalama niikleotid kimligi
(ANI) degerleri belirlenerek yapilan inceleme sonucunda
daha once L. garvieae olarak tamimlanan izolatlarin
%60,4'iniin L. petauri oldugu rapor edilmistir (Vela vd.,
2024). Gokkusagr alabaliklarindaki hastalik vakalarindan
izole edilen kok hastalik etkenlerinin 16S rRNA sekans
sonuglaria gore L. garvieae olarak tanimlanirken yapilan
tim genom dizilim ¢aligmalar ile izolatlarin L. garvieae
olmadig: anlasilmis ve bakterinin L. petauri oldugu rapor
edilmistir (Altinok vd., 2022; Saticioglu vd., 2023). Bu
calismada, api 20 strep test sonuglarina gore hippurat testi
D185 nolu izolattin negatif olmasina karsin D275 nolu
izolatin ise pozitif olan iki farkli izolatin daha sonraki bir
projede yapilan tiim genomik dizi analiz sonuglarina gore
etkenlerin L. petauri oldugu tespit edilmistir
(Yaymnlanmadi). Vale vd. (2024) ve Saticioglu vd. (2023)
calismalarinda hippurat test sonucu pozitif olanlarin L.
petauri, negatlf olanlarin ise L. garvieae oldugu rapor
edilse de bu g¢alisma ile hippurat testinin ayirt edici
olmadig1 belirlenmisgtir. Bu ¢alismada referans olarak
kullanilan NCBI sisteminde kayith ATCC 43921
Lactococcus garvieae izolatina yapilan api 20 strep test
kitinde hippurat testinin pozitif reaksiyon verdigi tespit
edilmigtir.
Ulkemizin  farkli  cografik  bolgelerindeki
gokkusag1 alabalik ¢iftliklerinde hastalik vakalarindan
izole ekilen laktokokosizis etkenlerin 6nemli ekonomik
kayiplara neden oldugu ve hastaligin tedavisinde gelisi
giizel ilag kullanimina bagli birgok arastirmaci tarafindan
bir¢ok antimikrobiyel ajana kars1 direng sekillendigi rapor
edilmistir (Kav & Erganig, 2007; Ture & Boran, 2015,
Hanci & Onuk, 2018; Balta & Dengiz Balta, 2019a; Balta
& Karatay, 2021). Bu ¢alismada, antimikrobiyal maddelere
duyarliligi belirlemek igin yapilan antibiyogram test
sonuglarina gore caligmada kullanilan izolatlarin hepsi
sulfamethoksazol ve streptomisin’e karst %100 direngli
oldugu tespit edilmistir. Amoksisilinin %2100, doksisiklinin
%76 ve florfenikoliin %64 oranlarinda izolatlarin hassas
oldugu belirlenmistir. Bagka bir calismada bolgemizdeki
alabalik ciftliklerden izole edilen L. garvieae izolatlarinin
antimikrobiyel ajanlara karsi ¢oklu dirence sahip olmasina
karg1 B-laktam grubu antibiyotiklerin ve florfenikoliin en
etkili bilesiklerin oldugu bildirilmistir (Ture & Boran,

2015). Yapilan farkli c¢alismalarda laktokokozis
izolatlarmm  gentamisin, neomisin, linkomisin  ve
trimetoprim+sulfametoksazol’e kars1 % 100,

Oksitetrasiklin %80 ve eritromisin’e %90 direngli (Altun
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vd.  2013), streptomisin,  sulfametoksazol  ve
sulfametoksazol/trimetoprim'e %100 direngli (Balta &
Dengiz Balta, 2019a), trimetoprim+sulfametoksazol’e
%100, ampisiline %94,2, oksitetrasikline  %72,5,
eritromisine  %55,07 (Balta & Karatay, 2021)
trimetoprim+sulfametoksazol’e %86,3 (Ture & Boran,
2015), flumekuin, gentamisin ve oksolinik asit’e %100 ve
trimetoprim+sulfametoksazol’e ise %52 direngli (Hanc1 &
Onuk, 2018) oldugu rapor edilmstir. Antimikrobiyel
etkenlerdeki bu benzer ve farkli diren¢ olusumu
muhtemelen antibiyogram testleri yapilmadan gelisi giizel
kullanimina ve kullanim sikligina bagli  oldugu
diigiiniilmektedir.

Bu ¢alisma sonucunda, akuakiiltiirde siirdiiriilebilir bir
Uretim i¢in insan saghigi, ¢evre kirliligi ve bakterilerde
genetik olarak aktarilabilir direng olusumuna neden olmasi
sebebi ile antimikrobiyel ajanlarin regetesiz gelisi giizel
kullanimina izin verilmemesinin daha faydali olacagi
kanisina varilmstir.
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