DOI:10.18864/iujfas.86779

Istanbul Universitesi Istanbul University
Su Uriinleri Dergisi Journal of Fisheries & Aquatic Sciences
(2015) 30-1: 11-22 (2015) 30-1: 11-22

KULTURU YAPILAN GOKKUSAGI
ALABALIKLARINDA (Oncorhynchus

mykiss) Staphylococcus hominis subsp.
hominis ENFEKSIYONU

Emre TURGAY!, Siiheyla KARATAS STEINUM, Akin CANDAN
0z

Bu calismada, ticari bir gokkusagi alabaligi isletmesinde goriilen hasta-
lik ¢ikisina neden olan patojen bakterilerin 6rnekleme yapilan baliklardan
izole edilerek belirlenmesi ve ¢esitli anti-mikrobiyal maddelere karsi du-
yarliliklarinin saptanmasi amaglanmistir.

Hasta baliklarda; renkte koyulasma, letarji, gozlerde ekzoftalmus ve
hemoraji, ventral yiizgeclerin dibinde hemoraji, abdominal boslukta sivi
birikimi ve buna bagh olarak siskin karin, hemorajik aniis, splenomegali
ve visne kirmizisi renkte dalak, solgun veya kirmizimsi renge sahip kara-
ciger ve bagirsaklarda sarims1 mukoid s1v1 toplanmasi gozlenmistir.

Cesitli biyokimyasal testlerin ve API-Staph ve API-Zym tam kitleri-
nin kullanildig: testler sonucunda, hasta gokkusagi alabaliklarindan izole
edilen susun Staphylococcus hominis subsp. hominis oldugu saptanmstir.
Antibiyotik duyarlilik testinde tanimlanan susun: ampisilin, basitrasin ka-
namisin neomisin, oksitetrasiklin polimiksin B streptomisin, siilfame-
toksazol/trimetoprim 19:1 antibiyotiklerine duyarli; sefotaksim, kloram-
fenikol, eritromisin, flumekuin ve furazolidon antibiyotiklerine direncli
oldugu bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Staphylococcus hominis, alabalik, Oncorhynchus
mykiss, hastalik
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A Staphylococcus hominis subsp. hominis INFECTION IN
CULTURED RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss)

ABSTRACT

The aim of this study was to identify the causative agent of a disease
outbreak which occured in a commercial rainbow trout farm in Turkey and
to determine antibiotic susceptibility of the isolated strains.

Moribund fish showed at least one of the symptoms such as darkening
color, lethargy, exophthalmos and focal hemorrhages in the eyes,
hemorrhages at the base of the fins, abdominal distension due to ascitic
fluid, hemorrhagic anus, splenomegaly and cherry reddish spleen, pale or
reddish liver and yellowish mucoid liquid in the intestine.

After performing various biochemical tests and using API-Staph
identification system, the isolated strain was identified as Staphylococcus
hominis subsp. hominis. Antibiotic susceptibility test showed that identified
strain was sensitive to ampicillin, bacitracin, kanamycin, neomycin,
oxytetracycline, polymyxin B, streptomycin, sulphamethoxazole/
trimethoprim 19:1 and was resistant to cefotaxime, chloramphenicol,
erythromycin, flumequine, furazolidone antibiotics.

Keywords: Staphylococcus hominis, trout, Oncorhynchus mykiss,
disease

GIRIiS

Balik hastaliklari, diger canlilardaki hastaliklarda da gozlenen; konak,
patojen ve ¢evre Ogelerinin birbirleriyle etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikan
bir olgudur. Balik hastaliklartyla ilgili ¢aligmalar esas olarak, hastalikla-
rin ortaya ¢ikisiyla birlikte balik kayiplarinin yasandigi balik yetistirici-
ligindeki problemler iizerine yogunlagmaktadir (Inglis vd., 1993). Balik
ciftliklerinde goriilen bu hastaliklar; aniden baglayip yiliksek mortaliteyle
seyrederek yine ayni hizla ortadan kalkan nitelikte olabildigi gibi, daha
yavas ve az kayipla seyreden ancak popiilasyonda daha kalici nitelikte de
olabilmektedir (Austin ve Austin, 2007).
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Gilinlimiizde bir¢cok bakteri balik hastaliklariyla iligkilendirilmektedir
ancak bu bakterilerden sadece az bir kismi birincil patojen olup, biiyilik
bir kismi1 da ancak konagin bagisiklik sisteminin zayifladigi durumda
hastalik olusturan firsat¢1 patojendirler. Bu bakterilerden stafilokoklarin,
sar1 kuyruk (Seriola quinqueradiata) ve kirmizi mercan (Pagrus major)
baliklarinda (Kusuda ve Sugiyama, 1981), giimiis sazanlarinda (Hypoph-
thalmichthys molitrix) (Shah ve Tyagi, 1986), ot sazanlarinda (Ctenophar-
yngodon idella) (Wang vd., 1996), tilapia baliklarinda (Oreochromis sp.)
(Huang vd., 1999), gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) (Gil
vd., 2000; Timur ve Akayli, 2003), cipura baliklarinda (Sparus aurata)
(Kubilay ve Ulukdy, 2004; Varvarigos, 2008) ve levrek baliklarinda (Di-
centrarchus labrax) (Varvarigos, 2008) hastalik olusturdugu bildirilmistir.

Bu calismada, ticari bir gokkusagi alabaligi isletmesinde goriilen hasta-
lik ¢ikisina neden olan patojen bakterilerin 6rnekleme yapilan baliklardan
izole edilerek belirlenmesi ve ¢esitli anti-mikrobiyal maddelere karsi du-
yarlhiliklarinin saptanmasi amaclanmaistir.

MATERYAL VE YONTEM

Hasta baliklarin 6rneklenmesi

Calismada incelenen hasta baliklar, Sakarya ili Akyazi il¢esinde faali-
yet gdstermekte olan ticari bir alabalik isletmesinden elde edilmistir. Or-
neklemeler, ilgili isletmeden hastalik ¢ikisinin bildirildigi Subat ve Mart
(2009) aylarinda olmak iizere iki kez yapilmistir. Orneklemenin yapildig
tarihlerde, tank su sicaklig1 13-15°C olarak dlgiilmiistiir. Hastalik belirtile-
r1 gosteren baliklar secilmis ve incelenmistir. Hicbir antibiyotik uygulan-
mamis ve ortalama agirligi 0,75 g olan toplam 25 adet balik incelenmistir.

Klinik muayene ve nekropsi

Isletmede baliklarin tank i¢indeki davranislar1 gdzlenmis ve siipheli ba-
liklar tanktan alinarak dis yiizeyi incelenmistir. Nekropsi isleminden once
baliklar 0,2 ml/L anestezik maddeye (2-phenoxyethanol) maruz birakila-
rak hareketsiz hale getirilmistir (Cetinkaya ve Sahin, 2005). Hareketsiz
haldeki baliklarda; deri, solungag ve yiizgeclerin goriiniimii, gozlerin, agiz
i¢cinin ve aniislin durumu incelenmis ve bulgular kaydedilmistir.
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Bakteriyolojik inceleme

Aseptik kosullarda hasta baliklarin 6n bobrek, karaciger ve dalak or-
ganlarindan Tryptic Soy Agar (TSA) besi yerine bakteriyel ekim yapilarak
20-22°C sicaklikta 48-72 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. kiiltiir-
lerde iiremenin goriildiigi petri kutularindaki tek kolonilerden azaltma
yontemiyle yeni besi yerlerine ekimler yapilmis ve yine ayni kosullarda
iiremeleri saglanmistir. Bu siire sonunda elde edilen kolonilerin saflig
morfolojik 6zelliklerine gore incelenmis; Gram pozitif, hareketsiz ve kata-
laz pozitif koloniler diger testlerde kullanilmak tizere ayrilmistir.

Saf kolonilerden alinan 6rnekler iizerinde: Gram boyama, katalaz ve
sitokrom oksidaz testleri, hareket testi (asili damla yontemiyle), O/F tes-
ti (Hugh-Leifson vasat1), MR/VP testi, sitrat testi (Simmon’un sitrat va-
sat1), iire testi, jelatin ve nitrat indirgeme testleri, karbonhidratlardan asit
olusturma testleri (mannitol, trehaloz, mannoz, laktoz, arabinoz, maltoz,
galaktoz, fruktoz, sorbitol, sakkaroz, arjinin dihidrolaz, lizin ve ornitin de-
karboksilaz testleri (Moeller besi yeri), ONPG testi, %10 ve %15 NaCl
varliginda tireme testi, 45°C sicaklikta lireme testi, kanli agar ve tiyogli-
kolat besi yerinde iireme 6zellikleri, se¢ici besi yeri Baird-Parker Agar’da
iireme Ozelligi, koagiilaz testi (tlip) ve lizostafin duyarlilik testi (tiip) yapil-
mustir (Holt vd., 1994; Cotuk, 2006; Whitman, 2004).Hizl1 tan1 kiti olarak
ise, API-Staph (bioM¢érieux 20500) ve enzimatik profilin belirlenmesine
yardime1 olmak tizere API-Zym (bioM¢érieux 25200) kitleri iireticinin tali-
matlar1 dogrultusunda kullanilmistir.

Antibiyotik duyarhlk testi

Izole edilen susun antibiyotik duyarlilik testleri, Kirby-Bauer disk di-
flizyon teknigi ile Mueller Hinton Agar besi yerinde yapilmistir. Elde edi-
len sonuglar, her bir antibiyotik i¢in CLSI (NCCLS) tarafindan belirlenen
zon ¢aplarina gore duyarli veya direncli olarak belirlenmistir (Bauer vd.,
1966; Bilgehan, 2004).

BULGULAR
Klinik ve Nekropsi Bulgular:

Incelenen baliklardan, aniisiin, anal ve ventral yiizge¢ diplerinin he-
morajik ve solungaglarin anemik oldugu goériilmiistiir. Baz1 bireylerde ek-
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zoftalmus goriilmiistiir (Sekil 1a).Ug balikta karinda s1vi toplanmasindan
dolayr sislik (Sekil 1b) gézlenmistir. Baz1 bireylerde gbzde hemoraji (Se-
kil 1¢) gozlenmistir. Baliklarin ¢ogunda viicut renginin koyulastig1 goriil-
miistiir. I¢c bakida baliklarda karacigerin solgun ve bazi bireylerde dalagin
biliyiimiis oldugu goriilmiistiir (Sekil 1d).

Sekil 1. Incelenen baliklara ait klinik ve nekropsi bulgulari: Gézlerde
ekzoftalmus (a), karinda siskinlik, renkte koyulagsma ve gozlerde
ekzoftalmus (b), gozde hemoraji (c), biiyiimiis dalak ve solgun karaciger (d).

Bakteriyolojik bulgular

Ornekleme yapilan baliklarin i¢ organlarindan yapilan ekim sonucu
besi yerlerinde lireyen suslarin tiimiine hareket testi, Gram boyama ve ka-
talaz testi yapilmis; Gram pozitif, hareketsiz ve katalaz pozitif sus, Stap-
hylococcus siipheli olarak ayrilmistir.

Incelenen sus TSA besi yerinde sar1 renkli, yuvarlak, 2-3 mm ¢apinda
diizgiin kenarli koloniler olusturmustur. Elde edilen Staphylococcus siip-
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heli koloni {izerinde uygulanan tiim testler Tablo 1’de verilmistir. Izolata
ait API-Staph profili Tablo 2’de, API-Zym profili Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 1. izolatin fenotipik dzellikleri

Test Sonuc¢ Test Sonuc¢
Gram + Ure +
Katalaz + Sitrat +
Hareket - Nitrat +
Oksidaz - ONPG -
O/F F Arjinin dihidrolaz -
Indol - Lizin dekarboksilaz +
Asit olusumu (aerobik): Ornitin dekarboksilaz -
D-Mannitol - NaCl konsantrasyonuna gore
ireme:
D-Trehaloz - %10 (W/v) + (zay1f)
D-Mannoz - %15 (w/v) -
Laktoz - Sicakliga gore iireme:
L-Arabinoz - 45 °C -
Maltoz - Jelatin -
D-Galaktoz - Mannitol Salt Phenol Red Ureme +, renk
Agar’da iireme 6zelligi degisimi -
B-D-Fruktoz + Baird Parker Agar’da ireme | Siyah, parlak ve
ozelligi konveks koloniler,
zon olugumu yok
Sorbitol - Koagiilaz (Tiip) -
Sakkaroz + (zay1f) | Lizostafin duyarlilik testi Direngli
Glikoz + Kanli agarda hemoliz Gama
olusumu
Ksilitol - Ure +
Melibiyoz - Sitrat
Rafinoz - Nitrat +
Ksiloz - ONPG -
o -metil-D-glikozit - Arjinin dihidrolaz -
N-Asetil-Glikozamin | - Lizin dekarboksilaz
VP (Voges-Proskauer) - MR (Methyl Red) +
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Tablo 2. Izolata ait API-Staph profili

D o B JdumwiZe 2 o o4 2 U RO = =
-3 E¢I3EE0 § SEcingEiiEn
s S e T U
0 . Negatif kontrol PAL : Alkalen fosfataz
GLU : D-glikoz kullanim1 VP : Voges Proskauer
FRU : D-fruktoz kullanim RAF : D-rafinoz kullanim
TRE : D-trehaloz kullanimi XYL : D-xylose kullanimi
MAN : D-mannitol kullanimi SAC : D-sakkaroz kullanimi1
MNE : D-mannoz kullanimi MDG : Methyl-aD-Glucopyranoside kullanimi
MAL : D-maltoz kullanimi NAG : N-Acetyl-Glucosamine kullanimi
LAC : D-laktoz kullanimi ADH : Arjinin dihidrolaz
XLT : Ksilitol kullanimi URE : Ureaz

MEL : D-melibiyoz kullanimi LSTR : Lizostafin duyarlilik testi
NIT : Potasyum nitrat kullanimi

Tablo 3. izolata ait API-Zym profili

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
T = e T U
1 Kontrol 11 :  Asit fosfataz

2 Alkalen fosfataz 12 : Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase

3 Esteraz (C 4) 13 : a-galaktosidaz

4 Esteraz Lipaz (C 8) 14 : B-galaktosidaz

5 Lipaz (C 14) 15 : B-glucuronidase

6 Leucine arylamidase 16 : o-glucosidase

7 Valine arylamidase 17 : B-glucosidase

8 Cystine arylamidase 18 :  N-asetil-B-glucosaminidase

9 Trypsin 19 : o-mannosidaz

10 a-chymotrypsin 20 : o-fucosidaz

Antibiyotik duyarhhk testi bulgular:

Antibiyotik duyarlilik testinde, izole edilen susun: ampisilin, basitrasin,
kanamisin, neomisin, oksitetrasiklin, polimiksin B, streptomisin, siilfame-
toksazol/trimetoprim 19:1 antibiyotiklerine duyarli; sefotaksim, kloramfe-
nikol, eritromisin, flumekuin, furazolidon antibiyotiklerine direngli oldugu

bulunmustur.



18 [USUDERGI/IUJFAS (2015) 30-1: 11-22

TARTISMA VE SONUC

Bu calismada; Sakarya ili Akyazi ilgesinde faaliyet gostermekte olan
ticari bir alabalik tiretim tesisindeki hasta baliklarin i¢ organlarindan izole
edilen sus, standart biyokimyasal testler ve API-Staph tani kiti ile Staphy-
lococcus hominis subsp. hominis olarak tanimlanmustir.

Incelenen baliklardaki i¢ ve dis bulgular; renkte koyulasma, letarji, goz-
lerde ekzoftalmus ve odak seklinde hemoraji, ventral yiizgeglerin dibin-
de hemoraji, abdominal boslukta siv1 birikimi ve buna bagli olarak siskin
karin, hemorajik aniis, splenomegali ve vigsne kirmizisi renkte dalak, bazi
baliklarda solgun bazilarindaysa kirmizimsi renge sahip karaciger ve ba-
girsaklarda sar1 mukoid sivi toplanmast olarak gézlenmistir. Bu bulgular,
stafilokokkozis hastaliginin goriildiigli diger caligmalarda elde edilen bul-
gularla benzerlik gostermektedir (Timur ve Akayli, 2003; Kusuda ve Sugi-
yama, 1981; Wang vd., 1996; Huang vd., 1999; Kubilay ve Ulukdy, 2004;
Gil vd., 2000; Varvarigos, 2008).

Gram pozitif, hareketsiz, sitokrom oksidaz negatif, katalaz pozitif ve
O/F testinde fermantatif tireme gosteren susun, Baird-Parker agarda siyah,
konveks, parlak ve etrafi zonsuz koloniler iirettigi gézlenmistir. Bu besi
yerinde siyah ve parlak koloniler olusturmasi bu susun Staphylococcus
cinsine ait oldugunu desteklemektedir (Baird-Parker, 1965; Baird-Parker,
1990; Gétz vd., 2006).

Susa uygulanan tiip koagiilaz testiyle, susun koagiilaz negatif stafilo-
kok (KNS) oldugu belirlenmis ve koagiilaz pozitif olan S. aureus subsp.
aureus, S. aureus subsp. anaerobiosus, S. delphini, S. intermedius, S. sch-
leiferi subsp. coagulans tlirlerinden ayriminda yardimci olmustur (Hajek,
1976; De la Fuente vd., 1985; Varaldo vd., 1988; Igimi vd., 1990; Gétz
vd., 2000).

Bergey’s Manual of Determinative Microbiology (Holt, 1994) ve Gotz
vd. (2006)’nin bildirdigi Staphylococcus cinsi liyelerinin ayirici tani tablo-
laria gore incelenen sus; aerobik kosullarda D-glikoz ve B-D-fruktoz’dan
asit olustururken, L-arabinoz, D-galaktoz, ksilitol, ksiloz, laktoz, maltoz,
D-mannitol, D-mannoz, a-metil-D-glikozit ve N-asetil-glikozamin seker-
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lerinden asit olusturmamasi, sakkarozdan asit olusumunun ise ¢ok zayif
olmast; arjinin dihidrolaz ve ornitin dekarboksilaz tiretmeyen susun lizin
dekarboksilaz tiretimi yapmasi; lire ve nitrat testlerinin pozitif, sitrat testi-
nin ise gecikmeli pozitif reaksiyon vermesine gore Staphylococcus homi-
nis subsp. hominis olarak tanimlanmistir. Bu biyokimyasal 6zellikler, Klo-
os ve Schleifer’in (1975), Kloos vd. (1998)’nin Staphylococcus hominis
subsp. hominis i¢in bildirdigi 6zelliklerle ortiismektedir. Bu tiirlin ¢ipura
ve levrek baliklarinda patojen olarak rapor edilmis olmasi, tanty1 destekler
niteliktedir (Varvarigos, 2008).

Furazolidon duyarlilik testi, stafilokoklarla mikrokoklar1 ayirmada ol-
dukga yiiksek 6zgiilliige sahip olmakla birlikte (%100’e yakin), bazi nadir
stafilokok suslarin furazolidona direncli olduklar1 da bildirilmektedir. S.
hominis subsp. hominis’in furazolidona direngli suslarinin bildirilmis ol-
masi, bu ¢alismada ¢ikan sonucu desteklemektedir (Baker, 1984; Freney
vd., 1999; Bilgehan, 2004; Gotz vd., 2006).

Sonug olarak kiiltiirli yapilan gokkusagi alabaliginda oliimlere neden
olan hastalik etkeni S. hominis subsp. hominis olarak tanimlanmistir. Daha
once yapilan bir ¢alismada bu tiiriin baliklarda hastalik olusturdugu bildi-
rilmis (Varvarigos, 2008) ancak gokkusagi alabaliklarinda rapor edilme-
mistir. Bu ¢calisma, S. hominis subsp. hominis’in gokkusagi alabaliklarinda
patojen olarak rapor edildigi tilkemizdeki ilk ¢alismadir.

TESEKKUR

Bu calisma, Istanbul Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii biinyesinde
tamamlanmus bir yiiksek lisans tez ¢alismasinin pargasi olup Istanbul Uni-
versitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yiiriitiicii Sekreterligi’nin 3481 nu-
marali1 projesi ile desteklenmistir.
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