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KONYA BÖLGESİNDE BULUNAN GÖKKUŞACiı ALABALlGI (Onchyrnus mykiss)

ÇİFTLİKLERİNDEN Lactococcus garvieae İZOLASYONU, İDENTİFiKASYONU VE

FENOTİpİK ÖZELLİKLERİNİN BELİRLENMESİ

Kürşat Kav@1 Osman Erganiş1

Isolation, Identification and Phenotypic Characterization of Lactococcııs garvieae
from Rainbow Trout iOııclıyrıı us mykiss) Fisheries in Konya Region.

Özet: Bu çalışmada , Konya bölgesinde gökkuşağı alabalığı çitttikler inde Streptokokkozis etkeni olan Lactococcus gar­
vieae'nın izolasyonu, identifikasyonu ve lenot ipik özelliklerinin belirlenmes i amaçlandı . Haziran 2002-Ağustos 2004 yıl­

la rı a ras ı nda hastalı ğın görüldüğü 6 adet gökkuşağı alabalığı çiftliğinden 180 hastalı klı bal ık toplandı. Balık örneklerin
30'unda L. garvieae sal kültür halinde izole edildi. Etkenin belirlenmes inde APı 20 Strep , klasik bakteriyolojik yön­
temler ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kullanıld ı . Sonuç olarak bölgesel Streptokokkozis etkenin L. garvieae ol­
duğu , tespit edilen izolatlann ise fenotipik özelliklerine göre homojen ve kapsüllü olduğu belirlend i.

Anah tar Kelimeler: Streplokokkozis, Laclococcus garvieae, Gökkuşağ ı Alabalığı , PZR, AP ı 20 Strep

Summary: The aim ol this study was to determine isolation , identification and phenotyp ic characterization ol Lee­
tococcus garvieae which is cause ol Slreplococcosis in rainbow trout l isheries in Konya region. Between june 2002
and August 2004, 180 iII l ish were obtained Irom 6 rainbow trout fisheries where the disease was observed. Out of the
fish samples, 30 L. garvieae isolates were isolated. APı 20 Strep, polymerase chain reaction (PCR) and classical bac­
teriological techniques were used the identificali on of agents. In conclus ion, it has been determ inated that the loca/ L.
garvieae strains were homogen and have capsu le lormalions regard phenotypic characterizations.

Key Words: Streptococcosis, Lactococcus garvieae, Rainbow trout, PCR. AP ı 20 Strep

G i riş

Strepıokokkozis ve/veya Streptokoksikozis
olarak da isimlendirilen enfeksiyon, su ürünlerinde
Streptococcus ve En/erococcus cinsinde yer alan
bakteriler L. garvieae (syn. En/erococcus se­
riolocida), Streptococcus iniae (syn. S. shi/oı) , S.
agalac/iae (syn. S. difficile) , S, parauberis, S. mi/­
leri, L. pisc ium ve Vagococcus salmoninarum ta­
raf ından oluşt u ru lan septisemik ve epizootik ka­
rakterli bir hastal ı kt ı r (Eldar ve ark 1996, Austin ve
Austin 1999, Belton 2002). Hastalık özellikle ba­
l ı k la rı n merkezi sinir sistemini etkileyerek me­
ningoensefalitis ve suppuratif ekzofta lmusa neden
olmas ı ile tan ınmaktad ır (Eldar ve ark 1996, Austin
ve Austin 1999, Belton 2002). Enfeksiyonun L. gar­
vieae, S. iniae, S. agalac/iae ve S. parauberis ta­
raf ından ol uşturulan sıcak su Streptokokkozls'i (ge­
nellikle su s ıcakl ı ğını n 15°C'nin üstünde olduğu

şartla rda) ve L. piscium ile Vibrio salmoninarum ta­
ra f ı ndan oluşt u ru lan soğuk su S/reptokokkozis'i (su

s ıcaklığ ın ın 15°C'nin altında olduğu şartlarda)

olmak üzere yüksek mortaliteyle seyreden 2 for­
munun olduğu bildirilmektedir (Afonso ve ark 2003,
Toranzo ve ark 2005).

Streptokokkozis ilk kez Japonya 'da 1958 y ı :

Iında gökkuşağı alabalıklarında enterokok cinsi bak­
teriler tarafından oluşturulan bir hasta l ık olarak bil­
d iri lm iştir (Austin ve Austin 1999). Günümüze kadar
çeşitl i kültür balı ğı türlerinde gökkuşağ ı alaba lı ğ ı

(Oncorhynchus mykiss) , yellowtail'lerde (Seriola
quinqueradia/a), tilapia'larda (Sarotherodon ga­
liIaeus), coho salmon'da (Oncorhynchus kisutch),
ayu'da (Plecoglossus a/tivelis), catfish (Ictalurus
punctetus), silver trout, sea trout (Sa/mo trutta L.),
stingray (Potamotrygon faikneri) ve striped
bass'larda (Morone chrysops X M saxatilis) rapor
ed i lm işt i r (Austin ve Austin 1999). Ayrı ca, büyük ka­
rides (freshwater prawn=Macrobrachium ro­
senbergii) çiftliklerinde de hastalığın ciddi ekonomik
kayıplara sebep olduğu bildirilmektedir (Cheng ve
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ark 2003). Dünyanın diğer bir çok ülkesinde (Kore,
Güney Afrika, lsratl. Amerika Birleşik Devletleri,
Avustralya) streptokok veya streptokok'a benzeyen
mikroorganizmaları n su ürünle ri için öneml i bir ıeh­

dil unsuru haline geldiği belirtilmektedir (Eldar ve
ark 1996, Austin ve Austin 1999, Alonsa ve ark
2003). Avrupa 'da ise Streptokokkozis özellikle Is­
panya, Ingiltere ve ıtalya'da bir çok balık türünde
%50'yc varan mortal iteyle seyreden enfeksiyonlar
yapmaktad ı r (Ellis 1988, Eldar ve ark 1996, Alonsa
ve ark 2003) . Ülkemizde, L. garvieae 2001 y ı l ı nda

Ege bÖlgesindeki gökkuşağ ı a ıaba l ığ ı çirtliklerinden
izole ve identiliye edilmişt i r (Difer ve ark 2002).

L. garvieae tara f ı ndan o luşturulan sueo­
tokokkozis enfeksiyonu, Enterokokkozis veya
laktoko kkozis olarak da tan ım lanmaktadı r (Eldar
ve ark 1996, Aus ttn ve Austin 1999, Afonso ve
ark 2003) . L. garvieae, Streptococcus cinsi bak­
terilerin karakteristik özellikle rini gösteren Gram
pozitif, kapsüllü veya kapsülsüz olabilen sporsuz
bir bakter idir. Zoonoz bir hasta lık olan Lak­
tc kck kozis: balı kla rd a septisemi ve mo­
nmqoensetalüise. mandalarda subklin ik mas­
tttise. insanlarda pnömoni, osteomty etü ve
sekuncer ola rak da endokarditise yol açar (Eldar
ve ark t 996 . Teixena ve ark 1996, Fefer ve ark
1998, Zlatkin ve ark 1998, Ja mes ve ark 2000,
Atonso ve ark 2003). Japonya'da sarı kuy­
ruk'la nn (yeüowtatl) en önemli bakteriyel hasta lı k

etkenlerinden bir i olan L. garvieae aynı zamanda
tuzlu ve ta tlı su balıkları içinde opurtunisti k bir pa­
tojend ir (Okoda ve ark 2000, Ooyam a ve ark
2002).

L. çasvıeee gökkuşağı a labalıklarında (özel­
likle yaz aylarında su sıcaklığın ı n 15-22°C'ye ulaş ­

tı~ı zamanlarda) %60-80 oran ınd a morıauteve

sebep olma ktad ı r (Eldar ve ark t 999, Diler ve ark
2002 , Alonso ve ark 2003, Toranz o ve ark 2005).
Baktenyolofik ve moleküler ça l ışmalar (Zlctktn ve
ark 1998, Diler ve ark 2002) L. garvieae'nın gök­
kuşağı alabahğı yet iştiric iliğinde hemorajik sep­
tiscmln!n . bilinen adıyla göz urtarnas ı (pop-eye)
hastalığının eliyoıojisinde yer aldı ğ ını ortaya koy­
muştur (Atonsc ve ark 2003). Hastalığ ı n bilinen en
genel semp tomu ekzottalmusurr. Bazı vakalarda
peno rbitat dokuda eksuoat birikimi görülmekle bir­
likte genellikle gözün kayb ıyta sonuçlanmaktadır

(Alonso ve ark 2003), Di~er semptomlar lsc ab­
oornin al gerginlik , gözlerde hemoraji. oparkura ve
yüzgeçlerin I a ba n ı Ile vücut yüzey inde Ill­
serasyonlar ve deride kararmalard ır (Oiler ve ark
2002, Alonsa ve ark 200 3).

Streptokoktarm laktik grubu içinde yer alan S.
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metis. S. cremoris gibi baktenler. Laclococcus ge­
nusunun kurulmas ıyla bir likte bu yeni gruba dahil
ed ilmişlerd i r (Teixeira ve ark 1996). Bu genusa ek­
lenen lürlerden bir tanesi de L. garvieao'di r (Austm
ve Austin 1999). Bu tür ilk olarak mandala rda subk­
linik mastitis vakalarından izole edildi~ i için, ilk dö­
nemde S. garvieae olarak adlandırılmıştı r. En­
terckcklann identiükasyon ve klasifikasyonu
çalışmalarında enterokoklann tür özelliklerini ç ös­

termeyen ve birbirinden f a rkl ı çok sayıda Gram po­
zilif kok tanımlanm ı ştır (Teixeim ve ark 1996). DNA
ve rRNA sekans özelliklerine göre L. ıectis subsp.
ıecus ve L. garvieae'nı n birbir inden ayrı tür Olduğu

kesin olarak be l irlenmişt ir (Teixefra ve ark 1996,
Hall 1997).

L. garvieae, yuvarlak veya ovat yapıda (0.5-0.6

Ilm), Gram pozitif, l lagellasız, hareketsiz, sporsuz,
tck ya da kısa ztncuter oluştu ran bir koktur. L. çsr­
vieae enfek te ba lık iç organları ndan (dalak. böbrek
ve beyin), fa rklı besi ortamla rı Brain HeM Infusion
Agar (BHIA) , %1 maya ekstrakı lı ve %5 glukozlu
Triplan Soya Agar (TSA) veya kan lı agarda
22°C'de 2-4 gün inkubasyon sonucunda izole edi­
lebilir (Sneath 1986, Teixetra ve ark t996. Hall
1997, Afonso ve ark 2003). L. garv/eadnın t O-45°C
gibi geniş bir s ıcakl ık aralığında üredi~ i, en iyi üre­
menin 30 "C' de gerçekıeşti~i, tuzsuz ve/veya %1­
G.5 tuz konsantrasyon ları içeren besi yerlerinde
Oreyebildiği bi ld i ri lm iş t ir (Teixetra ve ark 1996, Holt
1997. Austin ve Austin 1999, Afonso ve ark 2003).
TSA'd;ı 25°C'de 48 saatte 0.2-0.5 mm çapı nda düz,
tıa f if konveks, kaba rık. yuvarlak, beyaz ile krern
renginde yarı şeffa f kcleniler oluşturmaktadı r. Et­
kenin %5 koyun kanlı apardaki kültüründe koloniler

etra f ı nda ce-nemoüz şekütenrnekteoir (Teixerra ve
ark 1996, Alonsa ve ark 2003).

Sıreptokokkozis hastalığına sebep olan mik­
roorga n izma la rı n biyokimyasal ve mortorojik özel­
liklerine göre cins ve tür düzeyinde tan ım lama la rı

yapı lab i ld i ğ i , bu nedenle tür düzeyinde ta­
n ımlaman ın enfeksiyonun etoıojst lçln gerekli 01 ­
du~u bild iri lm işti r (Faeklam ve Elliaıı 1995). Ancak
sa lg ı nla r esnasında izole edilen aynı tur içindeki bir
çok suşu n birbiri ile akrabalı k ilişkisinin olup ol­
madı ğın ı belirlemek ve do~ru aş ı lama strateji lerinın

qellştirllmes i için lür içinde fa rk l ı lık veya suş s ı­

nıfland ı rması olarak ifade edilen tlptenctrmece bazı

Ienottptk ve genotlpik özelliklerden de ya­
rarlanı lmaktadır (Facklam ve ElJioıı 1995, Afonso ve
ark 2003),

Rapid 10 32 Strep ve APı 20 Strep testleri ile
Sıreptokokkozis kolay ve hız l ı bir şekilde teşhis edi-
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lebilmektedir. Ancak bu testler Streptokokkozis'in
etiyolojik etkenlerini birbirinden kesin olarak ayı ­

ramamaktad ı r (Toranzo ve ark 2005) . Nitekim L.
garvieae ile L. lecıis subsp. lecıis veya S. iniae ile
S. uberis'in biyokimyasal test lerinin benzerliğinden

dolayı bu testlerle ayırt edilemed iğ i bild irilmişt ir

(Faeklam ve Elllot 1995, Bascomb ve Manafi 1998,
Toranzo ve ark 2005) .

Feno tipik olarak L. garvieae'nın biyokimyasa l
(sakkaroz. ıaçaıo z. mannitol, siklodekstrin vs) ve
enzim APı 20 Strep ve APı 50 CH (piroglutamik

asit arilam idaz, N-asetil-a-glukozaminidaz vs)
testleri ile İ ta lyan ve Japon (biyotip 1), Avustra lya
(biyotip 2) ve Ispanya (biyotip 3) olmak üzere 3
farklı biyot ipinin ve serolojik olarakta KG· (kap­
süllü) ve KG+ (kapsülsüz) olmak üzere 2 se­
rotip inin olduğu bildirilmektedi r (Eldar ve ark
1999).

Epidemiyolojik ça lı şmalar (Vela ve ark 2000)
balıklardak i sıreptokokkozis hastalığ ı n ın et­
kenlerinden biri olan L. garvieae suşlarının fenotipik
ve genotipik farkl ılıklar gösterd iğ in i ortaya koy­
muştur. Vela ve ark (2000) , çeşitl i ülkelerden temin
edilen ve f a rk lı balık türlerinden izole edilen L. gar­
vieae suşlarını Restrietion Fragment Length Po/y­
morphism Ribotyping (PFGE) tekn i ğ i ile in­
celediklerinde, genelik olarak farklılık gösteren 19
pulsotipini saptam ış la rd ır. Ravelo ve ark (2003),
değ işik ülkelerin işletmelerindek i balıklardan izole
ed il miş 57 adet L. garvieae izolatmm RAPO·PZR
analizi ile A, B ve C olarak isimlendirdikleri 3 farkl ı

genomik grup ve 10 farklı RAPO profil tespit et­
mişlerd i r.

Aş ılamanın laktokokkozis ile mücadelede
etkin bir yololduğu belirt ilmektedir (Romalde ve
ark 2004). Bununla birl ikte aş ı lamanı n başarıs ı ko­
nakçıdak i türe. uygulama yoluna ve ku llan ı la n ad­
juvanıın tipine göre değişmektedir (Afonso ve ark
2003) . Alabalıkla rda bu hastalığa karş ı uygulanan
ticari aşıların e tki n liği n i n düşük olduğu ve koruma
süresi 3-6 ay a ras ı nda değiştiğ i belirtilmektedir
(Afonso ve ark 2003. Toranzo ve ark 2005). Etkili
aşılama stratejilerinin gelişti rilebi l mes i için strep­
tokokkozis hastalığına neden olan bölgeselolarak
yaygı n L. ga rvieae izolatlarının saptanması ve bu
türlere ka rşı etkil i koruma önlemlerinin alı nmas ı

gerekt i ğ i bildirilmektedir (Ravelo ve ark 2003, Ho­
malde ve ark 2004).

Bu çal ışmada Konya ili ve çevres indeki gök­
kuşağ ı alabalığ ı çiftliklerinde özellikle yaz aylarında

Streptokokkozis'e neden olan L. garvieae'nın izo­
lasyonu, identifikasyonu ve bölgesel yaygın

suş 'unun belir lenmesi amaçlanmışt ır.
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Materyal ve Metot

Ba l ı k Örnekleri

Bu araştırma , Konya ili ve çevres inde alabalık

üretimi ile yetişt iriciliğ i yapı lan çiftlik lerdeki gök­
kuşağı alabalıkları üzerinde yapıldı . Balık örnekleri:
su sıcaklığında önemli değ işimle rin gözlend iğ i ilk­
bahar, yaz ve sonbahar ayla rında 'pop eye' send­
romu gösteren ba l ı k l arın bu lunduğu çiftliklerden
a lındı. Bu amaç la 6 adet gökkuşağ ı alabalı ğı çift­
l iğinden Haziran 2002-Ağustos 2004 tarihlerini kap­
sayan 2 y ı llık süre içerisinde 180 adet hastalık lı ala­
balık topland ı .

Her çift/ikten alınan 80-180 9 aras ı ndaki 6'şar

adet hastalı klı alabalığı canlı olarak laboratuvara
getirmek amacıyla 20 litrelik poşetlerin 1/3'üne
kadar su diğer kısma ise oksijen verilerek ağızları

burulmak süretiyle kapatıldı. l.aboratuara can lı ge­
tiriten balıkların otopsileri yapılarak aseptik ko­
şullarda alınan marazi maddelerden (göz, ka­
raciğer, dalak , kalp ve beyin) %5 'lik koyun kan l ı

agar'a ve TSA'ya ekimleri yap ı larak 28°C'de 24-48

saat aerob ik olarak inkübe ed ıldi. Üreyen tipik u ­
lıemolizli koloniler seçilerek oksidaz ve katalaz test­
leri ile Gram boyama yapıld ı . Oksidaz ve katalaz
negat if Gram (+) bakterilere, referans suşlarla ba­
lı kla rdan hazırlanan anti L. garviea hiperimmun se­
rumu ile lam aglütinasyon testleri yapı ld ı . Kon­
vansiyonel bakteriyolajik ve APı 20 Strep estleri ile
L. garvieae' n ı n identifikasyonun tam olarak ya­
pı lamamas ı nedeni ile izole edilen tüm suşların doğ·

ru lanmas ı amacıyla Zlotkin ve ark (1998) önerdiğ ı

PZR yöntemi uyguland ı.

Kapsül varlığ ın ı n belirlenmes i

lzo ıattarda kapsül varl ı ğ ı belirlenmesi amacıyla
L. garvieae cuş tan % 5 defibrine koyun kanı ilave
edilmiş TSA'ya ekilerek (Oxoid, CM 131), 24°C'de
48 saatte üretildi. Suşlara ait kolaniler 0,5 ml Fosfat
tampon solüsy onunda (pH 7.4) süspanse edilerek
eş it miktarda fikzasyon solüsyonundan (100mM L­
Iisin HCl içeren % 2,5 luk gluteraldehit) ilave edildi
ve 20 dakika oda ı sı sında bekletiidi. Bu so­
lüsyondan yuvarlak uçlu öze ile bir öze dolusu alı­

narak lam üzerine yay ı ldı ve kurutuldu. Haz ı rlanan

preparat basik fuksin ile 3 dakika boyand ı ve y ı ­

kanarak kurulandı. Işık mikroskobunda çevresi hale
t a rz ı nda boya almayan kırmız ı boyanan bakteriler
kapsül yününden pozitif olarak değerl end i ri ld i (Ça­
ğırgan 2004).

Bulgular

Izo!e edilen L. garvieae i zola tları ve yıllara göre
dağılımı
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L. garvieae Suşları

Araştırmada, 2002-2004 yılları arasında Konya
ili ve çevresindeki alabalık çiftliklerinden izole ve
identifiye edilen 30 adet Lactococcus garvieae
saha suşu ve 2 adet referans suş (L. garvieae
ATCC 49156, L. garvieae NCOO 2155) olmak

üzere toplam 32 adet suş kullanı ldı (Tab lo 1).

Referans suşlar L. garvieae ATCC 49156 suşu

Dr. Chan Lee (Kore) ve L. garvieae NCOO 2155
suşu ise Dr. Jesus L. Romalde (Sant iago , Com­
postela, Spain)'den sağlandı.

Tablo 1. L. garvieae izolatlarının kaynaklara ve yıllara göre dağıl ım ı

Kaynak 2002 2003

Pap i l alKaşören ST"-l ve ST-2 ST-3 ve ST-4

Beyköy/Cihanbeyli ST-? ve ST-8 ST-9 ve ST-lO

ZengilSarayönü ST-13 ve ST-14 ST-15 ve ST-16

Aydoğdu/llgın ST-ıg ve ST-20 ST-21 ve ST-22

FETA laba l ı k/Selçuklu ST-25 ve ST-26 ST·2? ve ST·28

Hatıp Alabal ık Tesisleri/karatay ST-29 ve ST-30

Kore ATCC 49156

Ispanya

GenelToplam 10 13

2004 Toplam (adet)

ST-5 ve ST·6 6

ST-ll ve ST-12 6

ST-17 ve ST·18 6

ST-23 ve ST-24 6

4

2

NCDO 2155

9 32

·STesuş, ATCC 49156 ve NCDO 2155; L. garvieae'nın referans suş larıdır .

L. garvieae suşlarının kapsül varlığının

Konya ili ve çevresinden izole edilen L. gar­
vieae izolaııa rı n ın (ST1-ST30) tamamı ve kullanılan

r~ferans suşlar (L. garvieae ATCC 49156 ve L. gar­
vıeae NCOO 2155) kapsül yönünden pozit if bu­
lundu .

L. garvieae suşların ın mikrob iyolojik tesııeri

Mikrobiyo lojik testlerle ilgili sonuçlar (Tablo 2)
incelend iğ inde . izole ed ilen L. garvieae suşları ile
referans suşla rı n fenot ipik özelliklerinin büyük öl­
çüde benzer o lduğu, ancak karbonhidrat testlerinde
(O-galaktoz, laktoz, mannitol, raffinoz, sakkaroz, ve
L-Rhamnoz) fark l ı l ık lar olduğu gözlendi (Tablo 3).

L. garvieae ATCC 49156 ve L. garvieae NCOO
2155 nolu referans suşların 0 - galaktoz, laktoz, raf­
finoz , sakk araz ve L-rhamnoz test sonuçları kar­
şılaşt ı rı l dığında L. garvieae ATCC 49156 negatif bu­
lunurken L. garvieae NCOO 2155 'in sadece
man nitol testi negatif olarak tesp it edildi (Tablo 2 ve
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3). L. garvieae'nın saha suşların ın O-galakto z,
mann itol, sakkaroz testleri pozit if ve laktoz, raffinoz
ve rhamnoz testleri yönünden negatif olduğu , L.
garvieae saha suşları ile L. garvieae NCOO 2155 'in
O-galaktoz, mann itol ve sakkaroz test sonuçla rı yö­
nünden ile ayn ı olduğu tespit ed ildi.

L. garvieae suşlarının APı 20 Strep testi so­
nuçları

APı 20 Strep test sonuçlarına göre, L. gar­
vieae ATCC 49156 ve L. garvieae NCOO 2155
suşları arasında karbonhidrat (inülin, raffinoz , lak­
toz, arabinoz) testlerinde farklılıklar tespit edildi. L.
garvieae 'nın saha suşlarının (ST1-ST30) fenotip ik
özelliklerinin benzer bulundu (Tablo 4).

Mini APı reader aracılığı ile testler 4 saat in­
kübasyondan sonra okutulduğu zama n iden­
tifikasyonda izolatlar %66.4 oran ında L. /actis lee­
tis, %29.1 oranında E. feaca/is , %3.7 oran ında E.
faecium,%O,9 oran ında da E. durans ile benzer
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Tablo 2, L. garviaaa suşla rı nı n kültürel ve biyokimyasal testler kullanılarak belirlenen lenatipik özeıı i kl e r

Fenatipik ôzeuıkıe r ATCC 49156 NCOO 2155 ST1-30

Gram Boyama + + +

Kcleni Formu S S S

Hareket " " "
c -Hemoliz • • •
OIF • • •
Oksidaz " " "Katalaz

" " "
Mac Conkey'do Üreme

" " "TSA+%l Yeasl Extract'de Üreme • • •
TS8. BHI ve NA'de Oreme • • •
Kanlı Açar • • •
Mehl Red • • •
H2S " " "Tuzsuz peptonlu su • • •
%2.5 NaCl peptcnıu su • • •
%6.5 NaCl pcpl onru su • • •
D-Glukoz • • •
D-Galaktoz

" • •
Laktoz

" • "Manrutcl

" " •
L- Arabinoz

" " "Raüinoz

" • "D Mannoz • • •
D - Sorbitol

" " "Eskühn • • •
Sakaroz

" • •
lnülin

" " "Faruktoz • • •
Xy !oı p .,

j',
l ·Rharnnoz • • "Dutcuot

" " "

11
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Tablo 3. L. garvieae suşları arasındaki lanotipik farklı l ık lar

Fenotipik Özellik ATCC 14956 NCDO 2155

O·Galaktoz +

laktoz +

Mannito t

Raftinoz +

Sakarez +

L-Bhamncz +

• ST: Sırain: Suş

Saha Suşları (ST 1-30)

+

+

+

Tablo 4. L. garvieae suşlarının A P ı 20 Sırep tesu kullanarak belirlenen fenetipik özellikle r.

Sonuç

ATCC 49156 NCDO 2155 Saha suşları (ST 1-30 )

+. + +

+

+ + +

+ + +

Test

Voges Prcscauor

Hippuraı hıdrolizi

Eskulin

pyrolanlamidaz

a-Galaktcsidaz

a-Gtukurenldaz

a-Galaktosidaz

PAL

LAP

Arjin in dihidrolaı

Riboz

Arabinoz

Mannitol

Sorb ı lol

Lekıoz

Trchaloz

Inuhn

Rallinoz

AMD

GLYG

a-nemollz

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

PAL Alkalin Fostötaz l AP: L ösfn arilamidaz, AMD: Amidon, GLYG: Glikojen

• ST: Strain : Suş

12
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Tabl o 5. AP ı 20 Strep testirün 4 saat inkGbasyondan sonra değerlendi ri lmesi.

Tost kiti API 20 strcp v e.c : Low Discrirninaticn Profile: 7 1431 11

ı.ecrccccccs ıecııs te cıis

Entoroeoecus tooce tis

Enleroeoecus mecium

Enteroeoceus durans

a-Gak a-Galacto stdase

Sorbi tol: %92, Lak toı :%92

a-Gal: %90, Lakloı :%84

a-Gal: % 76, Lakt oz:%84, M.:ınnoz :%2

% id=66.4

%id=29.1

%id=3. 7

%id=0.9

T=0.S4

T=0.6S

T=0.6S

T=O.SO

Tablo 6. APı 20 Strep testinin 24 saa t inkübasyondan sonra değe rlendirilmes i.

Test kı u APı 20 strcp V6.0 : Good Diserimination Profile: 6143 111

Lsctococcus tecıis laetis

Entercccccus ıescsss

YP: Voges Proscauer

YP: %90

YP: %99 Sorbitol: %92 Lnktoz:%92

%id=90

%id=6.6

T=0.69

T=0.37

(Tablo 5); 24 saat inkübasyondan sonra da "1090
oranında L. laelis ıecue ve %6.6 oranında da E. fe­
ecensbenzediğ i (Tablo 6) tespit edildi.

APı 20 Strep testi sonucunda L. garvieaa

ATCC 49156; 5143010, L. ga rvieae NCDO 2155;
5143150 ve L. garvie ae saha suş la rı da 7143111
kodlu profili gösterdi.

13

PZR

Çalışmada , toplam 32 adet L. garvieae su­
şu nu n (ST1-30, ATCC 49156 ve NCDO 2155), L.
garvieae'nın 165 rANA (EMBL gi riş no X54262)
gen bölgesine yönelik seçilen pt.ü- t (S'CA­
TAACAATGAGAATCGC·3' ve pLG·2 (S'·
GCACCCTCGCGGGTIG-3') primerleri ile ı lel k in

ve ark (1998) b i ld i rd iğ i yönteme göre yapılan PZR
sonucunda tüm suşla r aporez jel elektrotcrezinde
1100 bp'de tür spesifik ba ndları verdi (Resim 1).



M

R ım 1 L. 9 Ni
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cal - 01101

ATCC 49 156, • COO 21SS. 1-30 saha suşt rı'nın PZR li P sifik bantlarının görün ülenmesi

1500 bp
1100 bp

500 bp

1500 bp
1100 b

500 bp

M: M rk r 100 p (1 00 bp, Fromega), A: L. garvieae ATCC 49156, N: L. 9 rvi ae NCOO 2155, NK: Negatif Kontro l
v 1·30: Sah( uş lann ı i i 1100 bp' lik tür spesifik bantları
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Tartışma ve So nuç

Laktokokkozis dünyada tatlı su balık ye·
t i şliriciliOinin önemli bir sonmudur (Eldar ve ark
1999. Vela ve ark 2000. Eyngor ve ark 2004. Matta
ve ark 2004. Toranzo ve ark 2005). Lak·
tokokkozis in kültürü yapı lan gökkuşağı alabahğ ı.

kedi balıO ı , ayu , yılan balıOı, uıapıa. yenowtau.
sazan ve karides çiftl iklerinde önemli kayıplara

sebep olduOu bildinlmişti r (Zlotkin ve ark 1998,
Austın ve Ausun 1999, Alim ve ark 2001, Chen ve
ark 200 1, Diler ve ark 2002. Cheng ve ark 2003.
Ravelo ve ark 2003).

Vela ve ark. (2000), farkl ı ülke ve balık tür­
lerinden izole ellikleri L garvieae'nın 13 bfyotipinin
olduOunu bildirirken Eldar ve ark. (1999), 3 bi­
yonpmin olduQunu ve en yayg ın bfyot ipinin Ispanya
biyotip 3 olduğunu bildirmişlerdir. ça{ıırgan (2004),
Türkiye'den izole edilen L. garvieae izotatlannın b ı·

yohp 3 olduOunu bildirmiş t i r.

Bu çalışmada L. garvieae saha suşlarının

hepsi Gram pozitif 2·10 kok zinciri içeren. % 5

koyun kanh aqarda u-hemontik OzelliOine sah ip
iken oksidaz, katalaz. HıS üret imi, indol lesti ve ba­
reket testleri neqant olarak saptandı. D-galaktoz,
taktoz. mannüoı. rallinoz. sakkaroz ve Lrtıamnoz

tesrıen yOnünden referans suşlarla kar­
ş ı laş t ırı ldıklan zaman % 50 oranında L. garvieae
ATCC 49156'ya %33.3 oranında da L. garvieae
NCDO 2155 ile Ortüşdük le ri gözlenmişti r.

Bavelo ve ark. (200 1) ve Chang ve ark . (2002)
yaptıkları çalışmalarda L. garvieae'nın ispanya suş­

la rının ssss'smm. Tayvan suşlarının ise %20'sinin
taktozdan asit oluş tu rduk la rı nı , çag ı rgan (2004)
Türkiye'den izole elliklerl 20 adet L. garvieae su·
şunun 8 tanesinin (% 40) laktozdan asit oluş­

turduğunu bildi rmişdir. Bu çalışmada Ise ku llanılan

saha lzctatlanrun tamamı nın (30 adet) taktozdan
asit oluş turduOu saptanmıştı r.

Bu çal ışmadaki tüm saha suşları hippura l'ı nıo­

rolize ederken Eldar ve ark. (1999), yaptı~ ı ça ­
lı şmada ıta lya , Avusıurya ve Japon izolattannm
hippuran hidrolize etmediğin i bildirm iş lerd i r . Benzer
şekilde bu çalışmada kullanılan referans suşlarında

hipputat ı hidrolize edemediOi saptanmıştı r.

çalışmamızdaki L. garvieae'nın saha tae­
latla rının APı prOfilleri. L. garvieae ATC C 49156 ile
% 85.7 oranında , L garvieae NCDO 2 155 ile %
76.2 oranında ö rtüşmektedir. Aelerans suşla r kendi
aralarında karşrlaştmldıklan zaman ise % 90.5 ora­
nında test sonuçları nı n Or1ÜŞ ıüğü saptanmışt ı r.
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Bu çalışmadaki L. garvieae saha tzotattan. tav­
şandan hazı rlanan kapsül pozitif L. garvieae ATCC
49156 ve NCDO 2155 antise rumları ile lam a9­
lülinasyon testinde pozttü sonuç verdi. Ayrıca saha
suşları kendi aralannda mikrobiyolojik ve APı 20
Strep testlerinde tek bir prolil gösterirken referans
suşlarla farklılıkla r gösterdi.

Sonuç olarak:

1. Konya ili ve çevresindeki çütüxlerde özellikle
yaz aylarında 'pop eye' sendromu ile seyreden
Streptokokkozis nastauğmm etkeninin L. garvieae
ve kapsü liDolduğu.

2. Suşlarm Fenotıpik özellikleri bakımından ho­
mojen olduğu ,

3. Saha suşlarının fenotipik özellikleri ile re­
ferans suşların leno lipik özellikleri arasında fark·
ıll ı kla rın olduQu ve APı 20 Strep testi sonucunda L.
garvieae ATCC 49156 'nm 5143010, L garvieae
NCDO 2155'in 5143150 ve L. garvieae saha suş­

tann da 71431 11 kodlu profili gös terdiQi.

4. L. garvieae'nın APı 20 Strep ile iden·
hl ikasyonda %66.4 oranında L. laetis subsp factis,
"1029.1 oranında E. reeceee. %3.7 oranında E te­
ecium ve %0,9 oran ı nda da Eo durans olarak loen­
li fiye edildiOr ve identı lıkasyonda bunların göz önü n­
de bulundurulması gerektrQi,

5. Saha suşları arasındaki polimcrtizmin gös­
terilmesinda AP ı 20 Strep ve klasik mikrobiyol ojik
testterin lek başlarına yeterli olmadı!)ı , ancak
RAPe ·PZR ve seS·PAGE grbi daha hassas mo­
leküler ıekn ik l er ile suşlar arasındaki ocnmornzm
tespit edilebileceğ i d üş ü nütmektedtr .
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