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OZET

Bu ¢alisma ile Stafilokokkozis’in klinik bulgularini gosteren kiiltiir
gokkusag alabaliklar1 (Oncornhychus mykiss) ve sinarit (Dentex dentex)
baliklarinda 6liimlere neden olan hastalik etkeninin saptanmas1 amaglanmaistir.
Klinik bulgu olarak letarji, renkte koyulasma, ylizge¢ diplerinde ve goz-
lerde hemoraji gibi belirtiler gosteren enfekte baliklardan bakteriyolojik
inceleme amaciyla TSA (Tryptic Soy Agar) ve T-TSA (%1 NaCl igeren
Tryptic Soy Agar) besiyerlerine ekimler yapilmistir. Calisma sonucunda
hasta baliklardan Gram-pozitif kok, fermantatif, hareketsiz, sitokrom ok-
sidaz ve koagiilaz negatif ve katalaz, pozitif olan 8 izolat elde edilmis ve
konvansiyonel yontemler yanisira uygulanan hizli tam kiti (AP STAPH)
sonuglarina gore izole edilen bakterinin Staphylococcus cohnii subsp. cohnii
oldugu belirlenmistir. Ayrica hasta baliklarin bazilarinda bu etken ile birlikte
karigik enfeksiyonlarda tespit edilmis ve izolatlar arasinda antibiyogram
duyarlilik testinde farkliliklar gozlenmistir.

Yurdumuzda daha 6nce yapilan ¢alismalarda kiiltiirii baliklarindan farkli
Staphylococcus tiirleri rapor edilmis olmakla birlikte bu caligsma ile yeni bir
tiir olarak S.cohnii subsp. cohnii ilk kez tespit edilmistir.
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ABSTRACT
INFECTION OF Staphylococcus cohnii subsp. cohnii IN
CULTURED FISHES

The aim of this study is to determine the causative agent of a disease
case which causes mortalities in cultured rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) and common dentex (Dentex dentex) showing clinical symptoms of
Staphylococcosis. Inoculations were streaked on TSA (Tryptic Soy Agar) and
TSA containing 1% NaCl from the infected fish samples for bacteriologic
investigation. Diseased fish was showed clinical symptoms such as lethargy,
darkening of the skin color and hemorrhages on the fin bases and eyes. In
this study, eight Gram-positive cocci that are fermentative, non-motile,
cytochrome oxidase and coagulase negative and catalase positive isolates
were recovered and depending on the results of the conventional methods
and rapid diagnostic kit (API STAPH), these isolates were identified as
Staphylococcus cohnii subsp. cohnii. Mixed infections with this pathogen
were also detected in diseased fish samples and differences in the antibiotic
susceptibility test results of these isolates were remarked.

Although different Staphylococcus species were reported in cultured
fishes in Turkey in previous reports, with this study S. cohnii subsp. cohnii
was detected for the first time as a new species.

Keywords: Staphylococcozis, Staphylococcus cohnii subsp. cohnii,
Dentex dentex, Oncornhychus mykiss

GIRIS

Iklim, ekolojik ve teknik 6zellikleri bakimindan yurdumuzun birgok
bolgesi balik liretimi i¢in uygun potansiyele sahiptir (Alpbaz, 2005). Suda
meydana gelen kirlilik, yiiksek yogunlukta balik yetistiriciligi, su kalite-
sinde azalma, dengesiz besleme gibi nedenler, enfeksiydz ve enfeksiyoz
olmayan hastalik problemlerine neden olmaktadir (Austin ve Austin, 2007).
Aerobik, heterotrofik Gram-pozitif basil ve kok tiirii bakterilerin rezervuari
bilinmemesine ragmen baliklarda ciddi hastaliklara neden olduklari i¢in
arastirmacilarin biiyiik ilgisini ¢ekmektedir (Austin ve Austin, 2007).
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Micrococcaceae familyasina ait olan Staphylococcus, Micrococcus ve
Planacoccus cinsleri Gram-pozitif ve katalaz pozitif 6zellik tasiyan koklar-
dan olugmaktadir. Fakiiltatif anaerobik ve kiime olusturan koklar Staphylo-
coccus cinsi i¢ine, zorunlu aerobik ve tedrad koklar ise Micrococcus cinsi
icerisinde yer almaktadir. (Konemann, 1992; Kloos ve Bannerman, 1995;
Bascomb ve Manafi,1998).

Stafilokoklar dogada oldukc¢a genis bir alana yayilmistir; topraktan, sahil
kumundan, deniz suyundan, tatli sudan ve yemlerden izole edilmekte ve
birgok ¢evresel kaynakta da diisiik yogunlukta popiilasyonlar1 bulunmaktadir
(Gotz vd., 2006). Bu gruptaki bakteriler baligin bagirsaginda ¢ogalarak
once enteritise, daha sonra suya yayilarak baliklarin hastalanmasina sebep
olur (Varvarigos, 2001).

Giintimtizde Staphylococcus cinsine ait bakterilerin sayis1 36 tiire
ulasmistir (Go6tz vd., 2006). Bu tiirlerin biiyiik cogunlugu zararh degildir.
Ancak bazi tiirleri trettikleri toksinler ve enzimler vasitasiyla konak hiicreye
ve dokulara yerleserek, cesitli hastaliklara neden olur ve ayni zaman-
da canlinin bagisiklik sistemininde baskilayici etki gosterirler (Kloos ve
Bannerman, 1995). Bu gruptaki bakterilerin viriilans faktorleri arasinda
hemolizinler (a, B, y ve d) ve lokosidin gibi toksinler yer alirken (Rozalska
ve Szewczyk, 2008) multiresiztans suslar haline geldiklerinde hastaligin
tedavisi oldukea gii¢lesir.

Staphylococcus tiirlerinin kiiltiir baliklarinda hastalik olusturduguna dair
cesitli yayimnlar mevcuttur. Staphylococcus tiirii bakterilerin neden oldugu
bir enfeksiyon olan Stafilokokozis ilk defa Japonya’ da kiiltiirii yapilan sar1
kuyruk (Seriola quinqueradiata) ve kirmizi ¢ipura (Chrysophrus major)
baliklarinda bildirilmistir (Austin ve Austin, 2007). Daha sonra hastalik,
farkl iilkelerde ve farkli balik tiirlerinde goriilerek hasta baliklardan daha
cok Staphylococcus epidermidis (Kusuda ve Sugiyami, 1981; Huan vd.,
1999; Varvarigos, 2001; Timur ve Akayli, 2003; Kubilay ve Ulukdy, 2004,
Timur vd., 2007; Mousavi ve dig,. 2010) ve S. aureus tiirleri (Shah ve Tya-
gi, 1986; Varvarigos, 2001; Timur ve Akayli, 2003) izole edilmis olmakla
birlikte gliniimiizde farkli Staphylococcus tiirlerinin de baliklarda hastaliga
neden oldugu rapor edilmistir (Austin ve Austin, 2007). Yapilan taksonomi
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calismalar1 sonucu yeni tiirlerden biri olan Staphylococcus cohnii tiirtiniin
S. cohnii subsp. cohnii ve S. cohnii subsp. urealyticum olmak tizere iki alt
tiirtiniin siniflandirilmasi yapilmistir (Kloos ve Wolfshohl, 1991).

Yunanistan’da yetistiriciligi yapilan hasta ¢ipura (Sparus aurata), levrek
(Dicentrarcus labrax) (Varvarigos, 2001) ve sivriburun karagéz (Puntaz-
zo puntazzo) baliklarindan (Athanossopoulou vd., 1999) farkl Stafilokok
tiirler1 ile birlikte Staphylococcus cohnii subsp. cohnii tiirii izole ve identi-
fiye edilmistir. Mousavi vd.’de (2010) Iran’daki kiiltiirii yapilan gokkusagi
alabaliklarindan (Oncorhyncus mykiss) bu bakteriyi diger Stafilokok ve
Mikrokok tiirleri ile birlikte miks enfeksiyon seklinde tespit etmislerdir.
Staphylococcus cohnii subsp. cohnii’ nin hasta baliklarda varlig ile ilgili
yurdumuzda yapilmis herhangi bir ¢aligsma bulunmamaktadir.

Bu ¢alisma ile benzer klinik bulgular gosteren kiiltiir gokkusagi alabaligi
ve sinarit baliklarinda 6liimlere neden olan hastalik etkeninin saptanmasi
yanisira hasta baliklarin tedavisinde kullanilabilecek antibiyotiklerin tespit
edilmesi amaglanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada 2009 yilinda Ege Bolgesi’nde ki bir 6zel tesebbiise ait
havuzda gokkusagi alabalig: tiretimi yapan isletmeden temin edilen 3 adet
hasta gokkusagi alabaligi (25-120 g) ve kafeste deniz balig1 tiretimi yapan
farkl1 bir igsletmeden temin edilen 5 adet kiiltiirli yapilan sinarit baligi (100-
130 g) materyal olarak incelenmistir.

Hastalik belirtisi gosteren baliklarin i¢ organlarindan (karaciger, dalak ve
bobrek) bakteriyolojik inceleme amaciyla TSA ve T-TSA besiyerlerine ekim-
ler sahada yapilmis ve petriler 22 °C’de 4-5 giin siire ile inkiibe edilmistir.
[zolatlar fakiiltemizdeki balik hastaliklar1 laborutarinda saflagtirilmis, ge-
leneksel bakteriyolojik teshis teknikleri kullanilarak identifiye edilmistir
(Austin ve Austin, 2007). Hastalik etkeni olan Stafilokok tiirii bakteriyolojik
metotlarin yani sira API STAPH test kiti kullanilarak identifiye edilmistir.
[zolatlarin koagiilaz enzim iiretimini incelemek i¢in geleneksel lam koagiilaz
testi uygulanmistir (Buxton ve Fraser, 1977). Antibiyogram duyarlilik testi
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i¢in disk diffiizyon testi yapilmis ve ampisilin, oksitetrasiklin, streptomi-
sin, flumekuin, trimethoprim (kuvvetlendirilmis siilfonamid), kanamisin,
eritromisin, siprofloksasin gibi antibiyotik diskleri kullanilmistir (Plumb
ve Bowser, 1983; Timur ve Timur, 2003; Whitman, 2004).

BULGULAR

Hasta Baliklar ile Ilgili Klinik Bulgular

25-120 gr agirhigindaki 3 adet hasta gokkusagi alabaliginda; lateralde
renkte agilma, sirtta koyulasma, gézde kanama (Sekil 1a), karacigerde he-
moraji ve mide iistiinde kanli mukus kiimelenmesi gozlenirken (Sekil 1b)
bobregin normal oldugu dikkati cekmistir.

Sekil 1a,b. Hasta gokkusagi alabaligin externel ve internal klinik
bulgular1
Figure 1a,b. Clinical signs of diseased rainbow trout

Bu ¢alismada incelenen 5 adet sinarit baliginda (100-130 g) klinik olarak
dis bakida renkte koyulasma, karinda siskinlik, viicut yiizeyindeki pullarda
dokiilme ve solungaglarda hemoraji gézlenirken (Sekil 2a) i¢ bakida ise i¢
organlarda ve karin duvarinda hemoraji, bagirsagin sar1 renkli sivi ile dolu
oldugu ve dalakta kii¢lilme dikkati ¢cekmistir (Sekil 2b).
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a b
Sekil 2a,b. Ergin sinarit baliginda hastaligin externel ve internal klinik
bulgular1
Figure 2a,b. Clinical signs of adult dentex

Bakteriyolojik Bulgular

(Calismada materyal olarak kullanilan hasta gokkusagi alabaliklarinin i¢
organlarindan Gram-pozitif kok, fermantatif, hareketsiz, sitokrom oksidaz
ve koagiilaz negatif, katalaz testi pozitif 0zellik gosteren Staphylococcus
cohnii subsp. cohnii (3 izolat) izole edilirken, hasta sinarit baliklarin i¢
organlarindan yapilan ekimler sonucunda (48-72 saat) Staphylococcus cohnii
subsp. cohnii (5 izolat) yanisira farkli Vibrio tiirleride izole ve identifiye
edilmistir.

Hasta gokkusagi alabaliklarindan (izolat 1) ve sinarit baligindan (izolat
2) izole edilen bu patojen bakteriye ait biyokimyasal 6zellikler Tablo1’ de
gosterilirken Tablo 2’ de ise izolatlarin API 20 STAPH profili verilmistir.
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Tablo 1. Hasta gokkusagi alabagi ve sinarit baliklarindan izole edilen
Staphylococcus cohnii subsp. cohnii izolatlarina ait fenotipik 6zellikler

Table 1. Phenotypic characteristics of S. cohnii subsp. cohnii isolated
from the diseased rainbow trout and dentex

Behme vd., 1996;
Mousavi vd., 2010

Biyokimyasal testler 1 nolu izolat | 2 nolu izolat

Koloni Rengi Krem-beyaz Krem-beyaz | Krem-beyaz

Gram Boyama - - -

Hareket Testi - - -

Sitokrom oksidaz - - -

Katalaz + + +

Koagiilaz - - -

Glukoz
Fermentasyonu

ONPG - - -
%0 NaCl
%6 NaCl + + N

%6.5 NaCl ND + +

Jelatin - - -

Eskulin Hidrolizi - - -

Nitrat Uretimi - - i}

Ornitin
Dekarboksilaz
Galaktoz - - -

Sellobiyoz - - -

Sorbitol - -

Mannitol + + +

Ksiloz

Trehaloz
(+) : Pozitif reaksiyon (-) : Negatif reaksiyon
ND: Degisken reaksiyon F: Fermentatif
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Tablo 2. S. cohnii subsp. cohnii olarak izole edilen iki farkli izolatin
API STAPH profili
Table 2. API STAPH profile of different two isolates isolated as

S. cohnii subsp. cohnii

SlolB|2|lov|lw| 22|~ Q) Ll2|lolR9| |
- Z| & 2| B|E e > el <|a|x
S| E|S|3|3|E|3|R|S|Z|2|8|2|%|5|5|12|58|8
= 3
S S|+ |+ |+ |+ + |+ + |+
N
2 8
S+ |+ |+ ]|+ + + |+ |+ + + +
N
o =
+: Pozitif reaksiyon -: Negatif reaksiyon

Antibiyogram Sonuclari

Disk diffuzyon yontemi kullanilarak yapilan antibiyogram test sonuglarina
gore alabaliklarin tedavisi i¢in en etkili antibiyotiklerin kanamisin, oksite-
trasiklin ve furazolidon oldugu dikkati ¢cekerken sinarit baliklarindan izole
edilen bakteriye kars1 ise flumequinin etkili oldugu tespit edilmistir.

TARTISMA VE SONUC

Su iirtinleri sektoriinde baliklarda goriilen bakteriyel enfeksiyonlara
cogunlukla Gram- negatif bakteriler neden olmaktayken son yillarda Gram-
pozitif koklardan kaynaklanan hastaliklarda sektorde ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (Austin ve Austin, 2007). Yurdumuzdaki gokkusagi
alabaligindan (O. mykiss) Staphylococcus epidermidis ve S. aureus tiirleri
(Timur ve Akayli, 2003) 1zole edilirken ¢ipura (S. aurata) baliklarindan S.
epidermidis (Kubilay ve Ulukdy, 2004) tiirii izole edilmis olmakla birlikte
giiniimiizde farkl1 Staphylococcus tiirlerinin de baliklarda hastaliga neden
oldugu rapor edilmektedir (Varvarigos, 2001, Austin ve Austin, 2007,
Mousavi vd., 2010).
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Bu calisma kapsaminda incelenen hasta gokkusagi alabaligi ve sinarit
baliklarinda diisiik mortalitenin (%10) sebebi olarak izole edilen Staphylococ-
cus cohnii subsp. cohnii’ nin TSA besiyerinde krem-beyaz renkli koloniler
olusturdugu dikkati ¢ekmistir. Mousavi vd.,’nin (2010) belirtmis oldugu
gibi bu izolatlar Gram-pozitif, kok, iizim salkim1 gériiniimiinde, katalaz
pozitif, koagulaz negatif, O/F testinde fermentatif, mannitol, ksiloze ve
trehaloz gibi seker testlerinde pozitif 6zellik géstermistir.

Hasta baliklarin klinik bakisinda goriilen letarji, renkte koyulagsma ve
gozde hemoraji olusumu gibi bulgular Iran’ daki gokkusag alabaliklarinda
(Mousavi vd., 2010) ve Yunanistan’daki kiiltiir ¢ipura ve levrek baliklarinda
(Varvarigos, 2001) da benzer sekilde goriilmiistiir. Fakat diger arastirici-
larin (Varvarigos, 2001; Timur ve Akayli, 2003, Austin ve Austin, 2007)
stafilokokkozis ile enfekte baliklarda gdzlemlemis oldugu ekzoftalmus,
inflamasyon ve deri lilserleri gibi klinik bulgulara bu caligmadaki incelenen
baliklarda rastlanilmazken etkenin baliklarda derinin ytlizeyinde yer yer lo-
kalize olarak pullarin dokiilmesi disinda iilserasyon olusturmadan 6liimlere
neden oldugu dikkati ¢cekmistir.

Incelenen baliklarin i¢ bakisinda midelerinin bos, bagirsaklarinin sulu
bir siv1 ile dolu, dalagin genisledigi, safra kesesinin sarimsi -kahverengi
renkteki safra ile dolu, karacigerin genellikle solgun oldugu, bazende yan-
gili koyu rekli alanlar gostermesi, diger arastiricilarin bulgularina benzerlik
gosterirken (Varvarigos, 2001; Kubilay ve Ulukoy, 2004) tilapia baliklarinin
on bobrek ve dalaginda goriilen beyazimsi- sar1 nodiillere rastlanilmamaistir
(Huang vd., 1999).

Staphylococcus cohnii subsp. cohnii ile enfekte hasta deniz baliklarindan
(Varvarigos, 2001) ve tath suda yetistiriciligi yapilan alabaliklardan (Mousavi
vd., 2010) bu bakteri ile birlikte diger Stafilokok veya Mikrokok tiirleri ile
birlikte karigik enfeksiyon seklinde tespit edilirken ¢alismada inceledigimiz
sinarit baliklarinda etkenin Gram-negatif bakterilerle (Vibrio spp.) beraber
karigik enfeksiyonlarda goriildiigli dikkati cekmistir.

Varvarigos (2001) Staphylococcus cohnii subsp. cohnii ve diger Stafilo-
kok tiirleri ile enfekte levrek ve ¢ipura baliklarinin tedavisi i¢in en etkili
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antibiyotigin kuvvetlendirilmis stilfanomidler ve oksitetrasiklin oldugunu
bildirirken ¢aligmamizdaki hasta gokkusagi alabaligi ve sinarit baliklarindan
izole edilen bu patojene karsi en 1yi sonucu veren antibiyotigin flumekuin
ve kanamisin oldugu dikkati ¢ekmistir.

Enfekte baliklardan Gram-pozitif bakterilerin insanlara gectigine dair
kanit olmamakla beraber, fakat bu bakteriler standartin altindaki tirtinii gos-
teren indikatorlerdir. Bu durum zayif ¢evresel kosullar veya kontamine balik
yeminden kaynaklanabilir. Koagiilaz negatif suslar hastalik yapma yetenegi
diisiik firsat¢1 patojenler olabilirler. Yetistiricilik kosullarinin iyilestirilmesi
adina kafeslerin temizligine ve ciftliklerde hijyene dikkat edilmeli, diisiik
kalitede yem kullanilmamali ve yas yemler saglikli kosullarda depolanma-
lidir (Varvarigos, 2001).

Sonug olarak; farkli iilkelerdeki arastiricilarin gokkusagi alabaligi, cip-
ura ve levrek baliklarindan izole ettikleri Staphylococcus cohnii subsp.
cohnii tirii bakteri bu caligma ile yurdumuzda yetistiriciligi yapilan ve
stafilokokozisin klinik bulgularini gésteren kiiltiir gokkusagi alabaliklar1 ve
sinarit baliklarindan saf veya karisik enfeksiyon seklinde izole ve identifiye
edilmistir.
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