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Bir Alabalik Ciftliginde Dogal Enfekte Gokkusagi Alabaliklarindan
(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) Lactococcus garvieae’nin Kiiltiir ve
PCR ile Saptanmasi ve Etkenin Antibiyotik Duyarllik Profillerinin Belirlenmesi
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Oz: Bu olgu sunumunda, Karadeniz Bdlgesi'nde enfeksiyon cikan bir ticari gokkusagi alabaligi ciftliginden toplanan 8 adet balik
ornegi incelendi. Hastalik etkeni saptandi ve etkenin antibiyotik duyarlilik profili arastirildi. Salgin 21°C su sicakliginda ve 2014
yili Agustos ayi igerisinde gorildi. Enfeksiyon bir aylik sire igerisinde % 70-75 oraninda mortaliteye neden oldu. Bakteriyolojik
incelemeler sonucunda 4 bahgin karaciger, dalak ve bobreklerinden Tryptic Soy Agar, McConkey Agar ve Shotts-Waltman
Agar’da Lactococcus garvieae izole edildi. Suglarin identifikasyonu kultir teknigi ile konfirmasyonu ise molekiler yontemlerle
yapildi. Calismada elde edilen izolatlarin fenotipik 6zelliklerinin birbirleriyle uyumlu oldugu saptandi. Suslarin tamami
florfenikol, eritromisin, oksitetrasiklin, amoksisilin ve ampisiline duyarli, trimetoprim, sulfametoksazol/trimetoprim ve okzolinik
asite direngli bulundu. Enrofloksasin, sefoperazon, kanamisin, neomisin, ve gentamisine karsi degisen oranlarda duyarlilik
belirlenirken suslarin tamaminda g¢oklu antibiyotik direnci tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik duyarlilik, Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), izolasyon, Lactococcus garvieae, PZR.

Detection of Naturally Infected Rainbow Trouts (Oncorhynchus mykiss
Walbaum, 1792) by Lactococcus garvieae with Molecular Methods and Culture
Techniques and Determination of Antibiotic Susceptibility Profiles of Agent in a

Trout Farm

Abstract: In this case report, 8 fish samples taken from a commercial Rainbow trout farm during outbreak in the Black Sea
Region were investigated. Causal agent of the outbreak was detected and its antibiotic susceptibility profile was investigated.
The outbreak was observed at 21°C temperature in August, 2014. The 70-75 % mortality rate was caused by the agent in a
month. Lactococcus garvieae were isolated from liver, spleen and kidney of 4 fish on the Tryptic Soy Agar, McConkey Agar and
Shotts-Waltman Agar as the result of bacteriological examinations. Isolated strains were identified by biochemical tests and
were confirmed by molecular methods. Similar phenotypic properties were shared by outbreak isolates. All the strains were
sensitive to florfenicol, erythromycin, oxytetracycline, amoxicillin, ampicillin while all strains were resistant to trimethoprim,
sulfamethoxazole/trimethoprim and oxolinic acid. The sensitivity of enrofloxacin, cefoperazone, kanamycin, neomycin, and
gentamicin were determined at varying rates. Multidrug resistance was also detected in all the strains.

Keywords: Antibiotic susceptibility, Isolation, Lactococcus garvieae, PCR, Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).
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GiRiS
L actococcus garvieae (L. garvieae) baliklarda
Laktokokkozis bir

enfeksiyona neden olmaktadir. Lactococcus cinsi 7

olarak bilinen 6nemli
tlrd kapsar; L. garvieae, L. fujiensis, L. piscium, L.
chungangensis, L. plantarum, L. raffinolactis ve L.
lactis. L. garvieae cins igiresinde patojen olarak
siniflandirilan tek tirdir (1). Laktokokkozis spesifik
olarak kaltlr baliklarinda % 50-80 civarinda kayiplara
neden olmaktadir (2,3). L. garvieae Gram pozitif, 0.7-
1.4 pm capinda, oval, sporsuz, flagellasiz, kapsullu
veya kapsilsiz  olabilen, hareketsiz,  sivi
besiyerlerinde kisa zincirler olusturan, kanl agarda
alfa hemoliz 6zellik gosteren fakiltatif anaerob bir
bakteri olup, kati besiyerlerinde 1 mm c¢apinda gri
veya beyaz renkli yuvarlak koloniler olusturur (4,5).
L. garvieae zoonoz bir bakteri olup; kiimes
hayvanlarindan, kedi ve kopek tonsillerinden (6), sut
Uridnlerinden, peynirler, et Urinleri, sebzeler ve
tahillar gibi farkli kaynaklardan izole edilmistir.
Kurbagalarin ve insanlarin barsaklarinda firsatgl
patojen olarak bulunur (7). Etkenin baliklardan
izolasyonu ilk kez Japonya da sarikuyruk baliklarindan
daha sonra basta gokkusagi alabaligi olmak Gzere,
yellowtail, tilapia, japon yilan bahg, pisi balig, dev
tath su karidesi ve kefal baliklarindan yapilmistir (8).
infekte baliklarda en &nemli tipik belirti tek ya da ¢ift
tarafli egzoftalmus, korneada opaklasma ve
kalinlasma, bazan katarakt, harekette yavaslama,
denge kaybi, deride kararma, karinda sislik ve karin
boslugunda sivi birikimi, barsaklarda ve karacigerde
anemi, dalakta hemoraji, splenomegali, aniste
prolapsus, hemoraji ve hiperemi goruliir. Hastalik
vakalarinin  gorildigi  ciftliklerin - cogunlugu su
kaynagi olarak nehir ve irmaklari kullanmakta ve bu
sularin 1sisi 14-22°C arasinda degismektedir (9,10).
Tire ve ark. (8)'nin yaptiklari deneysel enfeksiyon
calismalari ile etkenin deniz levregi ve kalkan
baliklarinda enfeksiyon olusturamadigi saptanmistir.
Laktokokkozis, Gliney Afrika, Avustralya, Kore,
Japonya, Tayvan, iran ingiltere, italya, ispanya, israil,

Fransa, ABD, Bulgaristan, Yunanistan ve Portekiz gibi

bircok llkede kiltur balklarinda gortlmastir (11).
Turkiye’de ilk vaka bildirimi 1995 yilinda yapilmis
olup, bu yildan itibaren hastalik Glkemizde endemik
olarak gorilmeye devam etmektedir (12,13). Bu
¢alismada, Karadeniz Bolgesi'nde salgin ¢ikan bir
ciftliginde hastalik etkeninin

gokkusagi alabalig

belirlenmesi ve tedavide Onerilebilecek uygun

antibiyotiklerin secilmesine yonelik incelemeler

yapilmasi amaglanmistir.

OLGU SUNUMU
Ornekler ve Mikrobiyolojik incelemeler

2014 yili Agustos ayinda Karadeniz Bolgesi'nde
hastalik ¢ikan bir isletmeden toplanan, 15-18 cm
boylarinda 50-80 gr agirliginda 8 adet alabalik 6rnegi
bakteriyolojik yonden incelendi. Enfekte baliklarin
karaciger, dalak ve bébreklerinden Tryptic Soy Agar
(TSA), McConkey Agar (MCA), Cytophaga Agar (CA)
ve Shotts-Waltman Agar (SWA)’a ekimler yapildi ve
besiyerleri 22°C'de, 48 saat siireyle inkibe edildi.
inkiibasyon sonucunda besiyerinde iireyen koloniler
saflastirildiktan sonra konvansiyonel yéntemlerle
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal karakterlerine
gore identifiye edildi (14,15).

izolatlarin Molekiiler identifikasyonu

Konvansiyonal yontemlerle izolasyon ve

identifikasyonu vyapilan izolatlarin dogrulanmasi
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile yapildi. DNA
izolasyonu kaynatma yontemiyle yapildi. Bu amagla;
deiyonize otoklav edilmis su (deiyonize steril su)’dan
500 ul 2 ml’lik bir tiipe aktarildi. Besiyerinde lreyen
kolonilerden % 6ze dolusu kiltiir bu tlp igerisine
aktarilarak karistirildi ve 100°C’de 20 dakika termal
shaker ile 900 rpm’de calkalanarak kaynatildi. 12.500
5 dakika

sogutuldu. Tlipln ylizeyinde kalan sividan 200 -300 pl

rpom’de santrifije edildikten sonra
alinarak baska bir tiipe aktarildi. icerisinde DNA
bulunan bu yizey sivisi template (hedef DNA) olarak

kullanildi (16).
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L. garvieae igin dizayn edilmig 16S rRNA spesifik
gen bolgelerini ¢ogaltan ve 857 bp uzunlugunda bant
olusturan primerlerden; LgF: 5-CCA ACT TCC GTG
GTG TGA CG-3’ ve LgR 5’-AGT GGC TCA ACC ATT GTG
TGC-3' amplifikasyon vyapildi (17,
GenBank FJ915634). PZR

isleminde pozitif kontrol olarak “Lgper” bakteri

kullanilarak

accession  number
DNA’sI kullanildi. Lgper bakteri susu Tiire ve ark. (8)
tarafindan Ordu/Persembe’de enfeksiyon cikan bir
Gokkusagl alabahg! ciftliginden izole edilmis ve
sekans analizleri yapiimistir. Ornek DNA’sI icermeyen
deiyonize steril su negatif kontrol olarak kullanildi.
Tlare (18) tarafindan bildirilen PZR prosediri
optimize edildi. Optimizasyon calismalarindan sonra
PZR DNA

ylkseltgenmesi 25 pl’lik reaksiyon hacmi igin, 5 pl

izolatlarin incelemelerine  baslandi.
master mix (SolisBioDyne, 5X Firepol Ready to load
12,5 mM. MgClz), herbir primerden (ileri ve geri
primer, 10 pmol) 0,5 pl, 3 pl hedef DNA ve 16 pl
deiyonize steril su kullanildi. Bakterilerin 16S rRNA
spesifik gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi icin thermal
cycler (Techne TC-512)'da; 95°C'de 15 dakika’lik 6n
denaturasyon yapildiktan sonra dongiilere gegcildi.
94°C’'de 1 dakika denatiirasyon, 58°C’de 50 saniye
annealing, 72°C'de 1 dakika uzama islemi igin 35
dongi uygulandi. Reaksiyon 72°C'de 10 dakika son
uzama ile tamamlandi. Amplifikasyon sonrasinda
ornekler 1x TBE tampon c¢ozeltide, 2 ul etidium
(5mg/ml)

ve

bromir iceren %1’lik agaroz jelde

ylrataldi ultraviole transilluminator ile

gorintilendi.

Antibiyotik Duyarlilik Testi

Antibiyotik duyarhhk testi Kirby — Bauer Disk
Difflizyon yontemiyle, Mueller — Hinton besiyerinde,
Bauer ve ark. (19)'nin yontemiyle, degerlendirilmesi
ise Clinical and Laboratory Standards Institute (20),
Ruangpan ve Tendencia (21) ile Becton Dickinson and
Company (22) tarafindan bildirilen prosedirlere gére

yapildi.

Klinik ve Nekropsi Bulgulari

Salgin 2014 yili Agustos ayi icerisinde ve 21°C su

sicakhginda gorildi. Enfeksiyon bir ayhk sire
icerisinde % 70-75 oraninda mortalite olusturdu.

Hastalikli baliklarda; istahsizlik, durgunluk, ylizme

bozukluklari, korneada konjesyon, solungaclarda
anemi, ylzgeg tabanlarinda, burun-géz cevresi ile
¢ene altinda, bobrek, karaciger ve dalakta hemoraji,
splenomegali, hava kesesinde siskinlik ve yangi tespit
edildi. Barsaklarin sarimtirak bir sivi ile dolu oldugu

gorildu (Sekil 1).

Sekil 1. a: Karacigerde hemoraji, b: Splenomegali, c:
Burun-gdz cevresinde hemoraji, d: barsakta sivi
birikimi.
Figure 1. a:
splenomegaly, c: Haemorrhage around the nose-eye,
d: Fluid accumulation in the intestine.

Haemorrhage in the liver, b:

Bakteriyolojik Bulgular

Hastalikli organ ve dokulardan direkt TSA, MCA,
CA ve SWA’ya yapilan ekimler sonucunda; TSA, MCA
ve SWA'da bakteri izolasyonu yapilirken, CA’da
izolasyon yapilamadi. Bakteriyolojik incelemeler
sonucunda 8 hastalikli baligin 4’tinden, 4 izolat elde
edildi. Bu

mm’den kigik caph ve beyaz renkli koloniler halinde

izolatlarin besiyerlerinde yuvarlak, 1

Uredikleri (Sekil 2), mikroskopik muayenede, Gram
pozitif, oval yapida, 2-9 koktan olusan kisa zincirler
olusturduklari (sekil 3), hareket, oksidaz ve katalaz
negatif olduklari belirlendi. Defibrine %5 Koyun Kanh
Nutrient Agar’da alfa hemoliz 6zellik gosteren bu
bakteriler, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
karakterlerine gore (Tablo 1) L. garvieae olarak

identifiye edildi.

PZR Bulgulari

L. garvieae’nin 16S rRNA gen bolgesini hedef
alan 857 bp’lik LgF: 5’-CCA ACT TCC GTG GTG TGA CG-
3’, ve LgR 5’-AGT GGC TCA ACC ATT GTG TGC-3’

primer seti kullanilarak amplifikasyonu yapildi. PZR
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sonucunda tim suglar agaroz jel elektroforezinde Tablo 1. L. garvieae suslarinin konvansiyonel
857 bp’de spesifik bantlari verdi (Sekil 4). yontemlerle belirlenen fenotipik 6zellikleri.
Table 1. Phenotypic properties of L. garvieae as

Antibiyotik Duyarlilik Test Sonuglari determined by conventional methods.

; I _— Fenotipik . Fenotipik izolatla
Izolatlarin antibiyotik duyarlilik profilleri Tablo A A
y y P Ozelliler O™ & llikter  r
2’ de verilmisgtir 45 °C de
Gram boyama + . +
lreme
Koloni formu smooth Eskulin +
Hareket - Glikoz +
Oksidaz - Laktoz +
Katalaz - Sukroz +
o Hemoliz + Mannitol +
Betagalaktosid i L-arabinoz i
az

Hidrojen salfit - Sellobiyoz ~ +

uretimi

Arjinin L
dihidrolaz d nositol )
Lizin .

dekarboksilaz d Sorbitol )

Ornitin
dekarboksilaz ) Maltoz *

0129’a
duyarhlik (150 duyarh Ksiloz -

pg)

MCA’da Ureme + Dulsitol -
SWA’da Greme + Galaktoz +
TSA’da Greme + Ramnoz -
TSB’de tireme + Fruktoz +
10 °C de lireme + inulin -
30 °C de Greme + Adonitol -

+: Pozitif, - : Negatif, d : Degisebilir reaksiyon

Sekil 2. L. garvieae’nin koloni morfolojisi (A: MCA, B:
SWA, C: TSA.).

Figure 2. Colony morphology of L. garvieae (A: MCA,
B: SWA, C: TSA.).

Sekil 4. L. garvieae 857 bp. spesifik PCR. M:
Molekuler agirlik standardi, 1: Pozitif kontrol, 2:
Negatif kontrol, 3,4, 5,6: Pozitif drnekler.

Figure 4. L. garvieae specific PCR, 857 bp. M:
Sekil 3. L. garvieae. Gram boyama x 1000. Standard of molecular weight, 1: Positive control, 2:
Figure 3. L. garvieae. Gram staining x 1000. Negative control, 3,4,5,6: Positive samples.
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Tablo 2. L. garvieae izolatlarinin antibiyotik duyarliliklari.

Table 2. Antimicrobial susceptibility of L. garvieae isolates.

Etken Madde Izolat lizolat izolat izolat izolat izolat izolat izolat
1 2 3 4 Etken Madde 1 2 3 4
Neomisin R S R I Florfenikol S S S S
(30ug) (30ug)
Oksitetrasiklin S S S S Sulfametoksazol R R R R
(30ug) /trimetoprim
(25ug)
Enrofloksasin R I S I Kanamisin S R R S
(5ug) (30ug)
Amoksisilin S S S S Sefoperazon R S S S
(10ug) (75ug)
Ampisilin S S S S Okzolinik asit R R R R
(10ug) (Zug)
Eritromisin S S S S Gentamisin S S R S
(15ug) (10pg)
Trimetoprim R R R R
(5ug)

S : Duyarly, R : Direnglj, I : Orta duyarhilik

TARTISMA ve SONUC

Akdeniz Ulkelerinde Alabalik

ciftliklerinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olan

Laktokokkozis,

bir hastaliktir. Hastaligin ortaya cikisi cevre sartlari ve
stres faktorleri ile iliskilidir. infeksiyon genellikle
havuzlar asiri derecede kalabalik oldugunda (13) ve
su sicakhgr 16°C’'nin (zerine ¢iktiginda ortaya cikar
(23).
garvieae’nin Tryptic Soy Agar, McConkey Agar, Brain

Bu gline kadar vyapilan c¢alismalarda, L.
Heart Infusion Agar, Nutrient Agar, Blood Agar, Bile
Esculine Azide Agar, Man Rogosa Sharpe Agar, M17
Agar, M17 Broth, Nutrent Broth, Tryptic Soy Broth,
Brain Heart Infusion Broth, Man Rogosa Sharpe Broth
ve Todd-Hewitt Broth gibi besiyerlerinde 22 -37°C’ler
arasinda 24-72 saat gibi farkli sicakliklarda ve
sirelerde Uredigi ve izole edildigine dair raporlar
bildirilmistir (3,8-10,14,15,24-26). Bu calismada L.
garvieae’nin hastalikh baliklarin i¢ organlarindan
Shotts Waltman Agar'’da da 22°C'de 48 saat
inkibasyon ile ireyebildigi gozlemlenmistir.

Bu olgu sunumunda elde edilen izolatlarin
fenotipik 6zellikleri Cagirgan (14) ve Altun ve ark. (15)
ile benzerlik gosterdi. Genel olarak suslar fenotipik
ozellikleri acisindan birbirleriyle uyumlu bir yapi
Elde

mikroskobik bakida kisa zincir olusturduklari, oksidaz,

gosterdi. edilen suglarin  Gram pozitif,

katalaz ve betagalaktosidaz negatif, % 5 koyun kanh

agarda alfa hemolitik 6zellik gosterdikleri belirlendi.

Lizin dekarboksilaz ve arjinin dihidrolaz testlerinde
degiskenlik saptandi.

L. garvieae suslari enrofloksasin, eritromisin,
amoksisilin, ampisilin, oksitetrasiklin ve florfenikole
duyarli, neomisin ve sulfamethoksazol/trimetoprime
direncli bulunmustur (12). Alabaliklardan izole edilen
suslarda eritromisin ve amoksisilin’e (10) duyarllik
(3) sigrr,

belirlenirken, Alrabadi koyun ve kegi

sutlerinden elde ettigi L. garvieae izolatlarinin
tamamina karsi trimetoprimi etkili antibiyotik olarak
tespit etmistir. Bu olgu sunumunda elde edilen
veriler balik kaynakli izolatlardan elde edilen verilere
benzerlik gosterirken, Alrabadi’nin (3) calismasi ile
kiyaslandiginda trimetoprime belirlenen direng,
izolasyon kaynaklarinin farkli olmasina ve/veya
trimetoprimin balik ciftliklerinde sik kullaniimasiyla
iliskili olabilecegini diisiindirmektedir.

Tire (18) L. garvieae suslarinin genel olarak;

oksitetrasiklin, amoksisilin ve florfenikol gibi
antibiyotiklere  karsi  duyarl, gentamisin ve
sulfametoksazol/trimethoprime karsi ise direngli

olduklarini saptamistir. Bunun yani sira enrofloksasin
ve eritromisine belirli oranlarda direnc¢ gelistigini
izolatlarin  tamami

bildirmistir.  Calismamizda

oksitetrasiklin, amoksisilin, ampisilin, eritromisin ve

florfenikole duyarli, trimetoprim,
Sulfametoksazol/trimetoprim ve okzolinik asite
direngli  bulunmustur. Suslarda enrofloksasin,

gentamisin ve sefoperazona karsi disik dizeyde,
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kanamisin ve neomisine karsi ise daha vyuksek
diizeyde direng belirlenmistir. Tlre (18)'nin ¢alismasi
ile calismamiz arasinda 2 yillik bir zaman farki
olmasindan ve ayni bélgede yiritilmus olmalari
nedeniyle antibiyotik duyarhlk testlerinin birbirleri
ile uyumlu oldugu dusunilmektedir. Arastirmacilar L.
garvieae suslarini eritromisin, florfenikol,
amoksisilin, ve oksitetrasikline duyarli (2,10,12,18),
sulfamethoksazol/ trimetoprime direncli
(2,10,12,15,18) bulduklarini

olarak rapor etmislerdir. Olgu sunumumuzda bahsi

¢alismalarinda ortak

gecen antibiyotikler icin ayni sonuglar elde edilmistir.
Sonug¢ olarak; bu olgu sunumunda ayni
edilen izolatlarin

ciftlikten  elde

ozelliklerinin birbirleriyle uyumlu oldugu saptandi.

fenotipik

Hastalikli organ ve dokulardan direkt vasatlara
yapilan ekim ile Yersinia ruckeri igin selektif bir
SWA’'da L.

edilebilecegi ve bu besiyerinde L. garvieae’nin tredigi

besiyeri olan garvieae’nin izole
tespit edildi. Arastirmaya konu olan bu salgin
esnasinda 21°C su sicakliginda, % 70-75 oraninda
balik

izolasyonunu takiben ayni gin PZR metodu ile

olumleri  gergeklesmistir. L. garvieae
identifikasyon yapilabilmektedir. PZR ile kisa siirede
sonuca ulasildigindan bu metot laboratuvar personeli
ve balik yetistiricileri lehine avantaj saglamaktadir.
Bu
eritromisin, amoksisilin, ampisilin ve oksitetrasikline
Bu bu

antibiyotikler Laktokokkozis’in tedavisinde onerilir. L.

caismada L. garvieae suslari florfenikol,

karst  duyarh  bulunmustur. nedenle
garvieae suslarinin test edilen antibiyotiklerden

trimetoprim, sulfametoksazol /trimetoprim ve
okzolinik asite karsi direngli oldugu saptanmistir.
Calismada izole edilen L. garvieae suslarinin tamami
3-6 arasinda degisen antimikrobiyal ajana karsi ¢coklu
ilag direnci gostermislerdir. Antibiyotik duyarlilik
profilleri antibiyotiklere direngli L. garvieae suslarinin

izlenebilirligi ve takibi acisindan dikkate alinmalidir.
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