Vet. Bil. Derg. (2007), 23, 1: 7-17

KONYA BOLGESINDE BULUNAN GOKKUSAGI ALABALIGI (Onchyrnus mykiss)
CIFTLIKLERINDEN Lactococcus garvieae iZOLASYONU, IDENTIFIKASYONU VE
FENOTIPIK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI
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Isolation, Identification and Phenotypic Characterization of Lactococcus garvieae
from Rainbow Trout (Onchyrnus mykiss) Fisheries in Konya Region.

Ozet : Bu galismada, Konya bélgesinde gdkkusad: alabaligi iftliklerinde Streptokokkozis etkeni olan Lactococcus gar-
vieag'nin izolasyonu, identifikasyonu ve fenotipik dzelliklerinin belirlenmesi amaglandi. Haziran 2002-Agustos 2004 yil-
lan arasinda hastaligin gbérildGga 6 adet gdkkusag: alabalig ¢iftliginden 180 hastalikli balik toplandi. Balik érneklerin
30'unda L. garvieae saf kiltdr halinde izole edildi. Etkenin belilenmesinde API 20 Strep, klasik bakteriyolojik yon-
temler ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kullanildi. Sonug olarak bélgesel Streptokokkozis etkenin L. garvieae ol-
dugu, tespit edilen izolatlanin ise fenotipik &zelliklerine gére homojen ve kapsilli oldugu belirlendi,

Anahtar Kelimeler: Streptokokkozis, Lactococcus garvieae, Gokkusadi Alabaligi, PZR, API 20 Strep

Summary: The aim of this study was to determine isolation, identification and phenotypic characterization of Lac-
tococcus garvieae which is cause of Streptococcosis in rainbow trout fisheries in Konya region. Between june 2002
and August 2004, 180 ill fish were obtained from 6 rainbow trout fisheries where the disease was observed. Out of the
fish samples, 30 L. garvieae isolates were isolated. API 20 Strep, polymerase chain reaction (PCR) and classical bac-
teriological techniques were used the identification of agents. In conclusion, it has been determinated that the local L.
garvieae strains were homogen and have capsule formations regard phenotypic characterizations.
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Giris

Streptokokkozis vel/veya Streptokoksikozis
olarak da isimlendirilen enfeksiyon, su Grinlerinde
Streptococcus ve Enterococcus cinsinde yer alan
bakteriler L. garvieae (syn. Enterococcus se-
riolocida), Streptococcus iniae (syn. S. shilo), S.
agalactiae (syn. S. difficile), S. parauberis, S. mil-
leri, L. piscium ve Vagococcus salmoninarum ta-
rafindan olusturulan septisemik ve epizootik ka-
rakterli bir hastaliktir (Eldar ve ark 1996, Austin ve
Austin 1999, Belton 2002). Hastalik 6zellikle ba-
liklarin merkezi sinir sistemini etkileyerek me-
ningoensefalitis ve suppuratif ekzoftalmusa neden
olmasi ile taninmaktadir (Eldar ve ark 1996, Austin
ve Austin 1999, Belton 2002). Enfeksiyonun L. gar-
vieae, S. iniae, S. agalactiae ve S. parauberis ta-
rafindan olusturulan sicak su Streptokokkozis'i (ge-
nellikle su sicakliginin 15°C'nin Gstinde oldugu
sartlarda) ve L. piscium ile Vibrio salmoninarum ta-
rafindan olugturulan soguk su Streptokokkozis'i (su

sicakliginin  15°C'nin altinda oldugu sartlarda)
olmak Uzere yuksek mortaliteyle seyreden 2 for-
munun oldugu bildiriimektedir (Afonso ve ark 20083,
Toranzo ve ark 2005).

Streptokokkozis ilk kez Japonya'da 1958 yi-
linda gékkusagi alabaliklarinda enterokok cinsi bak-
teriler tarafindan olusturulan bir hastalik olarak bil-
dirilmistir (Austin ve Austin 1999). GUnumuze kadar
gesitli kultar bahg: tirlerinde gokkusagl alabalig
(Oncorhynchus mykiss), yellowtail'lerde (Seriola
quinqueradiata), tilapia'larda (Sarotherodon ga-
lilaeus), coho salmon'da (Oncorhynchus kisutch),
ayu'da (Plecoglossus altivelis), catfish (letalurus
punctatus), silver trout, sea trout (Salmo trutta L.),
stingray (Potamotrygon falkneri) ve striped
bass'larda (Morone chrysops X M saxatilis) rapor
edilmistir (Austin ve Austin 1999). Ayrica, buylk ka-
rides (freshwater prawn=Macrobrachium ro-
senbergii) Giftliklerinde de hastaligin ciddi ekonomik
kayiplara sebep oldugu bildirilmektedir (Cheng ve
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ark 2003). Dunyanin diger bir gok tlkesinde (Kore,
Guney Afrika, Israil, Amerika Birlesik Devletleri,
Avustralya) streptokok veya streptokok’a benzeyen
mikroorganizmalarin su Ortnleri igin énemli bir teh-
dit unsuru haline geldigi belirtimektedir (Eldar ve
ark 1996, Austin ve Austin 1999, Afonso ve ark
2003). Avrupa'da ise Streptokokkozis dzellikle is-
panya, Ingiltere ve italya’da bir gok balik tirinde
%50'ye varan montaliteyle seyreden enfeksiyonlar
yapmaktadir (Ellis 1988, Eldar ve ark 1996, Afonso
ve ark 2003). Ulkemizde, L. garvieae 2001 yilinda
Ege bolgesindeki gbkkusag alabahg giftliklerinden
izole ve identifiye edilmigtir (Diler ve ark 2002).

L. garvieae tarafindan olusturulan Strep-
tokokkozis enfeksiyonu, Enterokokkozis veya
Laktokokkozis olarak da tanimlanmaktadir (Eldar
ve ark 1996, Austin ve Austin 1999, Afonso ve
ark 2003). L. garvieae, Streptococcus cinsi bak-
terilerin karakteristik tzelliklerini gdsteren Gram
pozilif, kapsulll veya kapsilslUz olabilen sporsuz
bir bakteridir. Zoonoz bir hastalik olan Lak-
tokokkozis; baliklarda septisemi ve me-
ningoensefalitise, mandalarda subklinik mas-
titise, insanlarda pnémoni, osteomiyelit ve
sekunder olarak da endokarditise yol agar (Eldar
ve ark 1996, Teixeira ve ark 1996, Fefer ve ark
1998, Zlotkin ve ark 1998, James ve ark 2000,
Afonso ve ark 2003). Japonya'da sari kuy-
ruk’larin (yellowtail) en 6nemli bakteriyel hastalik
etkenlerinden biri olan L. garvieae ayni zamanda
tuzlu ve tatli su baliklari iginde opurtunistik bir pa-
tojendir (Okoda ve ark 2000, Ooyama ve ark
2002).

L. garvieae gokkusag: alabaliklarinda (0zel-
likle yaz aylarinda su sicakhginin 15-22°C'ye ulas-
t1§1 zamanlarda) %60-80 oraninda mortaliteye
sebep olmaktadir (Eldar ve ark 1999, Diler ve ark
2002, Afonso ve ark 2003, Toranzo ve ark 2005).
Bakteriyolojik ve molekiler galismalar (Zlotkin ve
ark 1998, Diler ve ark 2002) L. garvieae'nin gok-
kugsag! alabahgi yetistiriciliginde hemorajik sep-
tiseminin, bilinen adiyla goz firlamas! (pop-eye)
hastaliginin etiyolojisinde yer aldigini ortaya koy-
mustur (Afonso ve ark 2003). Hastahgin bilinen en
genel semptomu ekzoftalmustur. Bazi vakalarda
periorbital dokuda eksudat birikimi gérllmekle bir-
likte genellikle gbézin kaybiyla sonuglanmaktadir
(Afonso ve ark 2003). Diger semptomlar is2 ab-
dominal gerginlik, gbzlerde hemoraji, operkula ve
ylzgeglerin  tabani ile wvucut ylzeyinde dl-
serasyonlar ve deride kararmalardir (Diler ve ark
2002, Afonso ve ark 2003).

Streptokoklarin laktik grubu iginde yer alan S.

lactis, S. cremoris gibi bakteriler, Lactococcus ge-
nusunun kurulmasiyla birlikte bu yeni gruba dahil
edilmislerdir (Teixeira ve ark 1996). Bu genusa ek-
lenen tlrlerden bir tanesi de L. garvieae'dir (Austin
ve Austin 1999). Bu tir ilk olarak mandalarda subk-
linik mastitis vakalarindan izole edildigi igin, ik do-
nemde S. garvieae olarak adlandinimistir. En-
terokoklarin  identifikasyon ve  Kklasifikasyonu
calismalaninda enterokoklann tir ozelliklerini gos-
termeyen ve birbirinden farkl ¢ok sayida Gram po-
zitif kok tanimlanmistir (Teixeira ve ark 1996). DNA
ve rRNA sekans Ozelliklerine gore L. lactis subsp.
lactis ve L. garvieae'nin birbirinden ayri tlr oldugu
kesin olarak belirlenmistir (Teixeira ve ark 1996,
Holt 1997).

L. garvieae, yuvarlak veya oval yapida (0.5-0.6
um), Gram pozitif, flagellasiz, hareketsiz, sporsuz,
tek ya da kisa zincirler olugturan bir koktur. L. gar-
vieae enfekte balik i¢ organlanndan (dalak, bdbrek
ve beyin), farkli besi ortamlan Brain Heart Infusion
Agar (BHIA), %1 maya ekstraktll ve %5 glukoziu
Tripton Soya Agar (TSA) veya kanli agarda
22°C'de 2-4 gln inkubasyon sonucunda izole edi-
lebilir (Sneath 1986, Teixeira ve ark 1996, Holt
1997, Afonso ve ark 2003). L. garvieae'nin 10-45°C
gibi genis bir sicaklik araliginda Gredigi, en iyi Ure-
menin 30 °C’ de gergeklestigl, tuzsuz velveya %1-
6.5 tuz konsantrasyonlan igeren besi yerlerinde
Ureyebildigi bildiriimistir (Teixeira ve ark 1996, Holl
1997, Austin ve Austin 1999, Afonso ve ark 2003).
TSA'da 25°C'de 48 saatte 0.2-0.5 mm ¢apinda diz,
hafif konveks, kabarik, yuvarlak, beyaz ile krem
renginde yari seffaf koloniler olusturmaktadir. Et-
kenin %5 koyun kanli agardaki kultarinde koloniler

etrafinda a—hemoliz sekillenmektedir (Teixeira ve
ark 1996, Afonso ve ark 2003).

Streptokokkozis hastaliyina sebep olan mik-
roorganizmalarin biyokimyasal ve morfolojik 6zel-
liklerine gdre cins ve tir dizeyinde tanimlamalari
yapilabildigi, bu nedenle tir dlzeyinde fa-
nimlamanin enfeksiyonun etiolojisi igin gerekli ol-
dugu bildirilmigtir (Facklam ve Elliott 1995). Ancak
salginlar esnasinda izole edilen ayni tur igindeki bir
gok susun birbiri ile akrabalik iliskisinin olup ol-
madigini belirlemek ve dogru agilama stratejilerinin
gelistirimesi icin tor iginde farklilik veya sus si-
niflandirmas! olarak ifade edilen tiplendirmede baz
fenotipik ve genotipik o&zelliklerden de vya-
rarlaniimaktadir (Facklam ve Elliott 1995, Afonso ve
ark 2003).

Rapid ID 32 Strep ve APl 20 Strep testleri ile
Streptokokkozis kolay ve hizli bir sekilde teshis edi-
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lebilmektedir. Ancak bu testler Streptokokkozis'in
etiyolojik etkenlerini birbirinden kesin olarak ayi-
ramamakiadir (Toranzo ve ark 2005). Nitekim L,
garvieae ile L. lactis subsp. lactis veya S. iniae ile
S. uberis'in biyokimyasal testlerinin benzerliginden
dolayl bu testlerle ayit edilemedigi bildirilmigtir
(Facklam ve Elliot 1995, Bascomb ve Manafi 1998,
Toranzo ve ark 2005).

Fenotipik olarak L. garvieae'nin biyokimyasal
(sakkaroz, tagatoz, mannitol, siklodekstrin vs) ve
enzim API 20 Strep ve APl 50 CH (piroglutamik

asit arilamidaz, N-asetil-u-glukozaminidaz vs)
testleri ile Italyan ve Japon (biyotip 1), Avustralya
(biyotip 2) ve ispanya (biyotip 3) olmak tzere 3
farkll biyotipinin ve serolojik olarakta KG- (kap-
sulld) ve KG+ (kapsuls(z) olmak (zere 2 se-
rotipinin oldugu bildiriimektedir (Eldar ve ark
1999).

Epidemiyolojik galigmalar (Vela ve ark 2000)
baliklardaki  streptokokkozis  hastaliginin  et-
kenlerinden biri olan L. garvieae suslaninin fenotipik
ve genotipik farkhiiklar gosterdigini ortaya koy-
mustur. Vela ve ark (2000), gesilli Glkelerden temin
edilen ve farkh balik tarlerinden izole edilen L. gar-
vieae suglanini Restriction Fragment Length Poly-
morphism Ribotyping (PFGE) teknigi ile in-
celediklerinde, genetik olarak farklilik gbsteren 19
pulsotipini saptamuglardir. Ravelo ve ark (2003),
degigik Ulkelerin isletmelerindeki baliklardan izole
edilmis 57 adet L. garvieae izolatinin RAPD-PZR
analizi ile A, B ve C olarak isimlendirdikleri 3 farkli
genomik grup ve 10 farkli RAPD profil tespit et-
miglerdir,

Asilamanin laktokokkozis ile miucadelede
etkin bir yol oldugu belirtiimektedir (Romalde ve
ark 2004). Bununia birlikte agilamanin bagarisi ko-
nakgidaki tire, uygulama yoluna ve kullanilan ad-
juvantin tipine gore degismektedir (Afonso ve ark
2003). Alabaliklarda bu hastaliga kargi uygulanan
ticari agilanin etkinliginin dUstk oldugu ve koruma
sUresi 3-6 ay arasinda degistigi belirtiimektedir
(Afonso ve ark 2003, Toranzo ve ark 2005). Etkili
asilama stratejilerinin geligtirilebilmesi igin strep-
tokokkozis hastaligina neden olan bélgesel olarak
yaygin L. garvieae izolatlannin saptanmasi ve bu
tarlere karsi etkill koruma 6nlemlerinin alinmasi
gerekligi bildiriimektedir (Ravelo ve ark 2003, Ro-
malde ve ark 2004).

Bu calismada Konya ili ve gevresindeki gok-
kusagi alabaligi giftliklerinde 6zellikle yaz aylarinda
Streplokokkozis'e neden olan L. garvieae'min izo-
lasyonu, identifikasyonu ve boblgesel yaygin
sug'unun belirlenmesi amaglanmstir.

Materyal ve Metot
Balik Orekleri

Bu aragtirma, Konya ili ve ¢evresinde alabalik
uretimi ile yetigtiriciligi yapilan giftliklerdeki gok-
kusagi alabaliklan uzerinde yapildi. Balik ornekleri;
su sicakliginda onemli degisimlerin goézlendigi ilk-
bahar, yaz ve sonbahar aylannda ‘pop eye' send-
romu gosteren baliklarin bulundugu iftliklerden
alindi. Bu amagla 6 adet gokkusag alabaligi gift-
liginden Haziran 2002-Agustos 2004 tarihlerini kap-
sayan 2 yillik sUre igerisinde 180 adet hastalikl ala-
balik topland.

Her giftlikten alinan 80-180 g arasindaki &'sar
adet hastalikh alabahgr canl olarak laboratuvara
getirmek amaciyla 20 litrelik posetlerin 1/3'Une
kadar su diger kisma ise oksijen verilerek agizlarn
burulmak slretiyle kapatildi. Laboratuara canl ge-
tirlen baliklanin otopsileri yapilarak aseptik ko-
sullarda alinan marazi maddelerden (géz, ka-
raciger, dalak, kalp ve beyin) %5 ‘lik koyun kanli
agar'a ve TSA'ya ekimleri yapilarak 28°C'de 24-48
saat aerobik olarak inkibe edildi. Ureyen tipik o—
hemolizli koloniler segilerek oksidaz ve katalaz test-
leri ile Gram boyama yapildi. Oksidaz ve katalaz
negatif Gram (+) bakterilere, referans suslarla ba-
liklardan hazirlanan anti L. garviea hiperimmun se-
rumu ile lam agldtinasyon testleri yapildi. Kon-
vansiyonel bakteriyolojik ve APl 20 Strep testleri ile
L. garvieae'min idenlifikasyonun tam olarak ya-
pilamamasi nedeni ile izole edilen tim suslarn dog-
rulanmasi amaciyla Zlotkin ve ark (1998) onerdigi
PZR ybntemi uyguland.

Kapsul varhigimin belirlenmesi

Izolatlarda kapsal varligi belilenmesi amaciyla
L. garvieae suglan % 5 defibrine koyun kani ilave
edilmis TSA'ya ekilerek (Oxoid, CM 131), 24°C'de
48 saalle Uretildi. Suglara ait kolaniler 0,5 ml Fosfat
lampon solisyonunda (pH 7.4) sGspanse edilerek
esit miktarda fikzasyon solUsyonundan (100mM L-
lisin HCI igeren % 2,5 luk gluteraldehit) ilave edildi
ve 20 dakika oda isisinda bekletiidi. Bu so-
lisyondan yuvarlak uglu 6ze ile bir 6ze dolusu ali-
narak lam Gzerine yayildi ve kurutuldu. Hazirlanan
preparat basik fuksin ile 3 dakika boyandi ve yi-
kanarak kuruland. Isik mikroskobunda gevresi hale
tarzinda boya almayan kirmizi boyanan bakteriler
kapsul yuninden pozitif olarak degerlendirildi (Ca-
girgan 2004).

Bulgular

Izole edilen L. garvieae izolatlari ve yillara gére
dagilimi
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L. garvieae Suslan

Arastirmada, 2002-2004 yillan arasinda Konya
lli ve gevresindeki alabalik giftliklerinden izole ve
identifiye edilen 30 adet Lactococcus garvieae
saha susu ve 2 adet referans sus (L. garvieae
ATCC 49156, L. garvieae NCDO 2155) olmak

Uzere toplam 32 adet sug kullanildi (Tablo 1).

Referans suslar L. garvieae ATCC 49156 sugu
Dr. Chan Lee (Kore) ve L. garvieae NCDO 2155
susu ise Dr. Jesus L. Romalde (Santiago, Com-
postela, Spain)’'den sagland:.

Tablo 1. L. garvieae izolatlannin kaynaklara ve yillara gbre dagilimi

Kaynak 2002 2003 2004 Toplam (adet)
Papila/Kasdren ST*-1ve ST-2 ST-3 ve ST-4 ST-5 ve ST-6 6
Beykéy/Cihanbeyli ST-7 ve ST-8 ST-9 ve ST-10 ST-11 ve ST-12 6
Zengi/Sarayoni ST-13 ve ST-14 ST-15ve ST-16 ST-17 ve ST-18 6
Aydogdu/ligin ST-19 ve ST-20 ST-21 ve ST-22 ST-23 ve ST-24 6
FETAlabalik/Selguklu ST-25 ve ST-26 ST-27 ve ST-28 - 4

Hatip Alabalik Tesisleri/Karatay ST-29 ve ST-30 - 2

Kore ATCC 49156 1

Ispanya NCDOQ 2155 1

Genel Toplam 10 13 9 32

*ST=sug, ATCC 49156 ve NCDO 2155; L. garvieae'nin referans suglandir,

L. garvieae suglarinin kapsul varliginin

Konya ili ve gevresinden izole edilen L. gar-
vieae izolatlarinin (ST1-ST30) tamami ve kullanilan
referans suslar (L. garvieae ATCC 49156 ve L, gar-
vieae NCDO 2155) kapsul yonlUnden pozitif bu-
lundu.

L. garvieae suglarinin mikrobiyolojik testleri

Mikrobiyolojik testlerle ilgili sonuglar (Tablo 2)
incelendiginde, izole edilen L. garvieae suglan ile
referans susglarin fenotipik 6zelliklerinin blyik &l-
¢cude benzer oldugu, ancak karbonhidrat testlerinde
(D-galaktoz, laktoz, mannitol, raffinoz, sakkaroz, ve
L-Rhamnoz) farkhiliklar oldugu gézlendi (Tablo 3).

L. garvieae ATCC 49156 ve L. garvieae NCDO
2155 nolu referans suslarin D- galaktoz, laktoz, raf-
finoz, sakkaroz ve L-rhamnoz test sonuglari kar-
silagtinldiginda L. garvieae ATCC 49156 negatif bu-
lunurken L. garvieae NCDO 2155'in sadece
mannitol testi negatif olarak tespit edildi (Tablo 2 ve

10

3). L. garvieae'nin saha suglarinin D-galaktoz,
mannitol, sakkaroz testleri pozitif ve laktoz, raffinoz
ve rhamnoz testleri yoninden negatif oldugu, L.
garvieae saha suglarn ile L. garvieae NCDO 2155'in
D-galaktoz, mannitol ve sakkaroz test sonuglari yo-
ninden ile aym oldugu tespit edildi.

L. garvieae suglaninin APl 20 Strep testi so-
nuglan

APl 20 Strep test sonuglarina gére, L. gar-
vieae ATCC 49156 ve L. garvieae NCDO 2155
suslarl arasinda karbonhidrat (inGlin, raffinoz, lak-
toz, arabinoz) testlerinde farkliliklar tespit edildi. L.
garvieae'nin saha suslarninin (ST1-ST30) fenotipik
Ozelliklerinin benzer bulundu (Tablo 4).

Mini API reader araciligi ile testler 4 saat in-
kibasyondan sonra okutuldugu zaman iden-
tifikasyonda izolatlar %66.4 oraninda L. lactis lac-
tis, %29.1 oraninda E, feacalis, %3.7 oraninda E.
faecium,%0,9 oraninda da E. durans ile benzer
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Tablo 2. L. garvieae suglaninin kiiltirel ve biyokimyasal testler kullanilarak belirlenen fenotipik 6zellikler

Fenotipik Ozellikler ATCC 49156 NCDO 2155 ST1-30
Gram Boyama + + +
Koloni Formu S S S
Hareket M H K
o —Hemoliz # + +
O/F + + +
Oksidaz u u M
Katalaz i M 1]
Mac Conkey'de Ureme i n R
TSA+%1 Yeast Extract'de Ureme + + +
TSB, BHI ve NA'de Ureme + + +
Kanli Agar - + +
Metil Red + + +
H2S H M M
Tuzsuz peptonlu su + +

%2.5 NaCl peptonlu su + 4 +
%6.5 NaCl peptonlu su - + -
D-Glukoz + + 1
D-Galaktoz u 4+ +
Laktoz u + H
Mannitol u M %
L- Arabinoz H 8 H
Ralffinoz Tl + i
D Mannoz + + 5
D — Sorbitol u i i
Eskilin + + +
Sakaroz T + i
indilin p M

Furuktoz + + +
Xyloz g # #
L-Rhamnoz + * u
Dulcitol i H M

1
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Tablo 3. L. garvieae suglarn arasindaki fenotipik farkliliklar

Fenotipik Ozellik ATCC 14956 NCDO 2155 Saha Suglan (ST1-30)
D-Galaktoz - + +

Laktoz s 4

Mannitol - - -

Ratffinoz - + s

Sakaroz - + +

L-Rhamnoz - - -

" ST: Strain : Sug

Tablo 4. L. garvieae suglarinin AP 20 Strep testi kullanarak belirlenen fenotipik dzellikler.

Sonug

Test ATCC 49156 NCDO 2155 Saha suglan (ST 1-30)
Voges Proscauer 4 - -
Hippurat hidrolizi - - +
Eskulin + + +
pyrolarilamidaz - - +
a-Galaklosidaz - . "
a-Glukuronidaz - = ’
a-Galaktosidaz - 2 _
PAL - . a
LAP + + +
Arjinin dihidrolaz - - +
Riboz + + +
Arabinoz - 2 =
Mannitol - : +
Sorbitol - - =
Laktoz - +

Trehaloz + + +
Inulin - - .
Ralfinoz - * .
AMD - - 4
GLYG - . F
a-hemoliz - = g

PAL: Alkalin Fosfotaz LAP: Lésin arilamidaz, AMD: Amidon, GLYG: Glikojen
* ST: Strain : Sug
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Tablo 5. AP| 20 Strep testinin 4 saat inkiibasyondan sonra degerlendiriimesi.

Test kiti API 20 strep V6.0: Low Discrimination Profile: 7143111
Lactococceus laclis lactis % id=66.4 T=0.84
Enterococcus feacalis Sorbitol: %92, Laktoz:%92 %id=29.1 T=0.65
Enterococcus faecium a-Gal: %90, Laktoz:%84 %id=3.7 T=0.65
Enterococcus durans a-Gal: %786, Lakloz:%84, Mannoz:%2 %id=0.9 T=0.50
a-Gal: a-Galactosidase

Tablo 6. API 20 Strep testinin 24 saat inkibasyondan sonra degerlendiriimesi.

Test kiti AP1 20 strep V6.0: Good Discrimination Profile: 6143111
Lactococceus laclis lactis VP: %90 %id=90 T=0.69
Enterococcus feacalis VP: %99 Sorbitol: %92 Laktoz:%92 %id=6.6 T=0.37

VP: Voges Proscauer

(Tablo 5); 24 saat inkibasyondan sonra da %90
oraninda L. lactis lactis ve %6.6 oraninda da E. fe-
acalis benzedigi (Tablo 6) tespit edildi.

APl 20 Strep testi sonucunda L. garvieae
ATCC 49156; 5143010, L. garvieae NCDO 2155;
5143150 ve L. garvieae saha suslar da 7143111
kodlu profili gosterdi.
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PZR

Caligmada, toplam 32 adet L. garvieae su-
sunun (ST1-30, ATCC 49156 ve NCDO 2155), L.
garvieae'nin 16S rBNA (EMBL giris no X54262)
gen bolgesine yonelik segilen pLG-1 (5'CA-
TAACAATGAGAATCGC-3' ve pLG-2 (5
GCACCCTCGCGGGTTG-3") primerleri ile Zlotkin
ve ark (1998) bildirdigi yonteme goére yapilan PZR
sonucunda tim suglar agoroz jel elektroforezinde
1100 bp'de tur spesifik bandlari verdi (Resim 1).



Resim 1.L. garvieae ATCC 49156, N; NCDO 2155, 1-30 saha suglan'nin PZR ile spesifik bantlannin goruntilenmesi

M 9 10 11 12 13 14 NK M

1500 bp
S atsis (D e G 1100 bp

500 bp

A 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 NK M

100 bo DNA Ladoer
Load Sul Aane
Cat 2 G2'0Y

1500 bp
1100 bp

500 bp

M: Marker 100 bp (1500 bp, Promega), A: L. garvieae ATCC 49156, N: L. garvieae NCDO 2155, NK: Negatif Kontrol
ve 1-30: Saha suglanna ait 1100 bp'lik tlr spesifik bantlan
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Tartisma ve Sonug

Laktokokkozis dunyada tath su balk ye-
tigtiriciliginin 6nemli bir sorunudur (Eldar ve ark
1999, Vela ve ark 2000, Eyngor ve ark 2004, Matta
ve ark 2004, Toranzo ve ark 2005). Lak-
tokokkozis'in kiltGrl yapilan gdkkusagl alabaligi,
kedi bahgi, ayu, yilan bahgi, tilapia, yellowtail,
sazan ve Karides ciftliklerinde onemli kayiplara
sebep oldugu bildirilmistir (Zlotkin ve ark 1998,
Austin ve Austin 1999, Alim ve ark 2001, Chen ve
ark 2001, Diler ve ark 2002, Cheng ve ark 2003,
Ravelo ve ark 2003).

Vela ve ark. (2000), farkli Glke ve balik tar-
lerinden izole ettikleri L. garvieae’'nin 13 biyotipinin
oldugunu bildirirken Eldar ve ark. (1999), 3 bi-
yotipinin oldugunu ve en yaygin biyotipinin ispanya
biyotip 3 oldugunu bildirmiglerdir. Cagirgan (2004),
Tarkiye'den izole edilen L. garvieae izolatlannin bi-
yotip 3 oldugunu bildirmistir.

Bu caligmada L. garvieae saha suglarinin
hepsi Gram pozitif 2-10 kok zinciri iceren, % 5
koyun kanl agarda a-hemolitik 6zelliine sahip
iken oksidaz, katalaz, HpS Gretimi, indol testi ve ha-
reket testleri negatif olarak saptandi. D-galaktoz,
laktoz, mannitol, raffinoz, sakkaroz ve L-rhamnoz
testleri  yonunden referans suglarla  kar-
silagtinidiklan zaman % 50 oraninda L. garvieae
ATCC 49156'ya %33.3 oraninda da L. garvieae
NCDO 2155 ile 6rtigdikleri gdzlenmigtir.

Ravelo ve ark. (2001) ve Chang ve ark. (2002)
yaptiklan galigmalarda L. garvieae'nin ispanya sus-
laninin %96’sinin, Tayvan suglarinin ise %20'sinin
laktozdan asit olugturduklarini, Cagirgan (2004)
Tlrkiye'den izole ettikleri 20 adet L. garvieae su-
sunun 8 tanesinin (% 40) laktozdan asit olus-
turdugunu bildirmigdir. Bu galismada ise kullanilan
saha izolatlarinin tamaminin (30 adet) laktozdan
asit olugturdugu saptanmistir.

Bu galigmadaki tim saha suslan hippurat'l hid-
rolize ederken Eldar ve ark. (1999), yaptd ¢a-
hsmada ltalya, Avusturya ve Japon izolatlaninin
hippurati hidrolize etmedigini bildirmiglerdir. Benzer
sekilde bu galismada kullanilan referans suslannda
hippurati hidrolize edemedigi saptanmigtir.

Caligmamizdaki L. garvieae'nin saha izo-
latlannin API profilleri, L. garvieae ATCC 49156 ile
% BS5.7 oraninda, L. garvieae NCDO 2155 ile %
76.2 oraninda ortigmektedir. Referans suslar kendi
aralarinda karsilagtinldiklan zaman ise % 90.5 ora-
ninda test sonuglannin értigtaga saptanmigtir.
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Bu ¢aligmadaki L. garvieae saha izolatlar, tav-
sandan hazirlanan kapsul pozitif L. garvieae ATCC
49156 ve NCDO 2155 antiserumlan ile lam ag-
latinasyon testinde pozitif sonu¢ verdi. Ayrica saha
suslan kendi aralannda mikrobiyolojik ve APl 20
Strep testlerinde tek bir profil gdsterirken referans
suslaria farkliliklar gosterdi.

Sonug olarak;

1. Konya ili ve gevresindeki giftliklerde ozellikle
yaz aylaninda ‘pop eye' sendromu ile seyreden
Streptokokkozis hastah@inin etkeninin L. garvieae
ve kaps(lld oldugu,

2. Suslann Fenotipik 6zellikleri bakimindan ho-
mojen oldudu,

3. Saha suglannin fenotipik ozellikleri ile re-
ferans suslann fenotipik ozellikleri arasinda fark-
hliklann oldugu ve APl 20 Strep testi sonucunda L.
garvieae ATCC 49156'nin 5143010, L. garvieae
NCDO 2155'in 5143150 ve L. garvieae saha sus-
lann da 7143111 kodlu profili gésterdigi,

4, L. garvieagnin APl 20 Strep ile iden-
tifikasyonda %66.4 oraninda L. lactis subsp lactis,
%29.1 oraninda E. feacalis, %3.7 oraninda E. fa-
ecium ve %0,9 oraninda da E. durans olarak iden-
lifiye edildigi ve identifikasyonda bunlarin g6z 6nin-
de bulundurulmasi gerektigi,

5. Saha suglan arasindaki polimorfizmin gos-
teriimesinde API 20 Strep ve klasik mikrobiyolojik
testlerin tek baslarina yeterli olmadi§i, ancak
RAPD-PZR ve SDS-PAGE gibi daha hassas mo-
lekller teknikler ile suglar arasindaki polimorfizm
tespit edilebilecedi dustnllmektedir.
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