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Ozet: Bu calisma, Ege ve Akdeniz bolgesinde bulunan gokkusagi alabalig Anahtar kelimeler
(Oncorhynchus mykiss) giftliklerinde Mart 2022 tarihinde mortaliteye neden olan e Gokkusagi alabalig:
hastaligin ~ tanimlanmasi  amaciyla yiiriitiilmiistir. Enfekte alabaliklarin  dig (Oncorhynchus mykiss)
incelemelerinde gdzlerde bilateral ekzoftalmus, alt ¢enede kanama, dropsi, internal e Staphylococcus warneri
olarak karacigerde anemi, sindirim sisteminde sar1 eksiidat birikimi, yag dokusunda ve o 16S rRNA

aniis bolgesinde kanama, dalakta biiylime goriildi. Enfekte baliklarin karacier ve n 4 godA geni

bobreginden Gram-pozitif bir bakteri olan Staphylococcus warneri izole edildi. S.
warneri, morfolojik ozellikleri, baz1 geleneksel testler ve 16S rRNA ve sodA gen
bolgeleri  kullanilarak molekiiler genetik yontemler yardimiyla teshis edildi.
Histopatolojik incelemelerde enfekte baliklarin karaciger dokusunda infiltrasyon, dalak
dokusunda hiperemi ve bobrek tiibiil epitelinde nekrotik degisiklikler saptandi. Disk
difiizyon yontemine gore S. warneri izolatinin en duyarli oldugu antibiyotigin
doxycycline oldugu belirlendi. Gokkusagi alabaliklarinda yapilan daha Onceki
¢aligmalarda S. warneri tiirii izole edilmekle birlikte bu ¢alisma ile ilk kez S. warneri
tiiriiniin organlardaki histopatolojik etkileri belirlenmistir.

¢ Histopatoloji

Abstract: This study was conducted to identify the disease that caused mortality in e Rainbow trout (Oncorhynchus
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) farms in the Aegean and Mediterranean regions in mykiss)

March 2022. External examination of infected trout revealed bilateral exophthalmos, e Staphylococcus warneri
hemorrhage in the lower jaw, dropsy, anemia in the liver, yellow exudate accumulation o 16 S rRNA

in the digestive system, hemorrhage in the adipose tissue and anus area, and spleen o sodA gene
enlargement. A Gram-positive bacterium, Staphylococcus warneri, was isolated from Histopathology
infected fish's liver and anterior kidney. S. warneri was identified using morphological

features, some conventional biochemical tests, and molecular genetic methods utilizing

the 16S rRNA and sodA gene regions. Histopathological examination showed infiltration

in the liver tissue, hyperemia in the spleen tissue, and necrotic changes in the kidney

tubular epithelium of infected fish. According to the disk diffusion method, doxycycline

was determined to be the most sensitive antibiotic against the S. warneri isolate.

Although S. warneri was isolated in previous studies on rainbow trout, its

histopathological effects on organs were determined for the first time in this study.

1. GIRIS

Baliklarin yasadigi su ortamun ve sediment mikrobiyotas1 deri, solunga¢ ve sindirim sistemindeki
mikrobiyal gesitliligin ve miktarin belirlenmesinde etkin rol oynamaktadirlar. Bu ortamlarda bulunan
firsat¢1 patojenler ise baliklarin bagisiklik sistemlerinin zayiflamasiyla birlikte yiiksek 6liim oranlari
ile dikkati ¢eken hastaliklara neden olurlar (Korun vd., 2019; Atanasoff & Urku, 2022). Bu
patojenlerden biri olan, Staphylococcus warneri, saglikli baliklarin derisindeki mikrobiyotanin bir
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bileseni olarak bulunmaktadir. Gram pozitif bir bakteri olan S. warneri, ABD’ nin New MeXico
eyaletinde bulunan bir kulugkahanede yetistirilen saglikli gokkusagi alabaliginin deri mukusundan
izole edilmistir (Musharrafieh, 2014). Ispanya’ min kuzeybatisinda yapilan bir diger calismada enfekte
gokkusagi alabaliklarinin ylizgeclerinde iilserli deri lezyonlar1 ve ekzoftalmus dikkati g¢ekmis,
inceleme sonucunda S. warneri tiiric tanimlanmigtir (Gil vd., 2000). Metin vd, (2014) yaptiklari
calismada enfekte ana¢ gokkusagi alabaliklarinda letarji yanm sira goz, ¢ene, agiz ve aniiste hemoraji
gibi belirtiler tespit etmisler ve inceleme sonucunda S. warneri enfeksiyonunu bildirmislerdir. Bir
diger calismada, Sibirya mersin baliklarinda (Acipenser baerii) ve hibrit mersin baliklarinda (Huso
huso x Acipenser baerii), S. warneri ve S. putrefaciens koenfeksiyon vakasi bildirilmistir (Rusev vd.,
2016). Cin’ de ise S. warneri enfeksiyonunun neden oldugu bir salginda C. guichnoti balik tiirlinde
cok sayida olim goézlenmistir (Xiao vd., 2022). Ayrica zoonotik karakterde olan S. warneri’ nin
insanlarda menenjit, endokardit ve septik artrite neden oldugu bildirilmistir (Wood, 1992).

Bu caligmanin amaci1 Ege ve Akdeniz Bolgesinde yer alan farkli alabalik isletmelerinde
mortaliteye neden olan hastalik etkeninin tespiti, identifikasyonu ve izole edilen etkenin dokulara
verdigi hasari tespit etmektir.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Hasta baliklarin 6rneklenmesi

Caligmada, Ege (n=10) ve Akdeniz (n=15) bolgesinde yer alan iki farkli ticari alabalik
isletmesinden ortalama agirhigr 7,5-10 g olan toplam 25 adet balik temin edilmistir ve Egirdir Su
Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 laboratuvarina canli olarak nakledilmistir. Orneklemeler, ilgili
isletmelerden hastalik c¢ikismmin bildirildigi Mart (2022) ayinda yapilmistir. Orneklemenin yapildig
tarihte, yogun yagmur yagisi oldugu belirtilmis ve tesislerdeki su sicakligi 11°C, oksijen 10,8 ppm, pH
7,3 olarak ol¢iilmiistiir.

Hastalik belirtisi gdsteren yeni 6lmiis baliklarin dis ylizeyleri makroskobik olarak incelenmis ve
mikrobiyolojik incelemeler i¢in deri, solungag ve ylizge¢ kisimlarindan 6rnekler alinmustir.

2.2. Patojenin izolasyon ve identifikasyonu

Patojenin izolasyonu amaciyla 25 adet baligin karaciger, dalak ve 6n bobreklerinden Tryptic Soy
Agar (TSA) besiyerlerine ekimler yapilmis ve petriler 25°C” de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda bakteriler saflastirillmig ve geleneksel teknikler (Gram boyama, katalaz ve sitokrom oksidaz
testleri, hareket testi (asili damla yontemiyle), O/F testi (Hugh-Leifson vasati) kullanilarak identifiye
edilmistir (Bergey & Holt, 1994; Gil vd.,2000).

2.3. Bakteriyal DNA izolasyonu ve PZR protokolii

Bakteri kiiltirlerinden tek koloniler alinarak 50 ml’ lik nutrient sivi besiyerinde (NB) (Merk,
Almanya) 37°C* de 1 gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan suslar 2000 rpm’de 5 dk
santrifiijjlenerek ¢oktiiriilmiistiir. Elde edilen peletteki bakteriler PBS (Merk, Almanya) tamponu ile 2
kez yikandiktan sonra bu 6rnekler DNA izolasyonu i¢in kullanilmigtir. DNA izolasyonu ticari bir kit
olan DNeasy Blood&Tissue Kiti (Qiagen, USA) ile gerceklestirilmistir. Bakteriyel DNA izolasyonu
bu kitin protokoliine gre yapilmustir. izole edilen DNA” lar %1’ lik agaroz jelde yiiriitillerek DNA
kalitesi kontrol edilmistir.

Bakterilerin molekiiler tanimlanabilmesi icin ii¢ farkli primer kullanilmistir. ilk olarak 16S rRNA
gen bolgesini ¢ogaltmak icin 16S rRNA evrensel primeri 63f (5'-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-
3") ve 1387r (5'-GGGCGGWGTGTACAAGGC-3") kullanilmistir (Marchseive vd., 1998). S. warneri
tirlerini ayirt edebilmek ve dogrulayabilmek igin tiire 6zgii SOdA gen bdlgesini (superoxide dismutase
A) cogaltabilmek i¢in iki ayr1 primer daha kullanilmistir (Kim vd., 2018). Bunlar S. pasteuri icin
PA237F (5’-GCTAATTTAGACAGTGTACCTTCTG-3?) ve PA237R (5°-
GCCCGTTATTTACTACTAACCA-3’) primer ¢ifti, S. warneri igin SWI110F (5°-
GTAACAAAATTAAATGCAGCTG-3") ve SW110R (5’-TCTTACTGCAGTTTGAATATCAGA-3’)
primer ciftidir.

16S rRNA gen bolgesinin Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmasi i¢in 25 pL hacimde
IXPCR tamponu, 1.5 mM MgCl,, 1 pmol her bir primer, 0.1 mM dNTP karisimi ve 0.1 U Taq
polimeraz (Fermantas, Almanya) enzimi igeren reaksiyon karisimi kullamlmstir. PZR kosullar1 95°C’
de 5 dk baslangi¢ denatiirasyonu ardindan 30 dongii boyunca 95°C” de 1 dk, 55°C’ de 1 dk, 72°C’ de
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1,5 dk ve son olarak 72°C’ de 10 dk son uzama seklinde ayarlanmustir. SOdA gen bolgelerini PZR ile
cogaltmak icin hazirlanan karisimlar 16S rRNA gen bolgesinin ¢ogaltilmasi kosullartyla ayni olup icin
termal dongii sartlart Kim vd. (2018)’ e gore belirlenmistir. Elde edilen tiim PZR iriinleri %1,5” luk
agaroz (Amplichem, Almanya) jelde yiiriitillerek goriintiilenmistir. Cogaltilan 16S gen bolgesi
Makrogen (Hollanda) firmasindan hizmet alimi yoluyla ¢ift yonlii olarak dizilenmistir. Diziler gen
bankasina OR144346 ve OR144247 numaralar ile kaydedilmistir.

16S rRNA gen bolgesi ile ilgili elde edilen PZR-dizileri ve gen bankasinda yer alan diger 16S RNA
gen dizileri ile karsilastirilma yapilmistir. 16S rRNA gen bolgesi dizileme sonucunda elde edilen
kromatogramlar Codoncode Aligner 6.0.2 (CodonCode Corporation) programinda agilarak piklerin
kalitesi kontrol edilmistir. Konsensus dizileri alinarak Genbank veri tabaninda BLASTn (Altschul vd.,
1997) algoritmasi kullanilarak veri tabanindaki dizilerle benzerligi kontrol edilmistir.

Genbank veri tabanindan ¢ogaltilan gen bolgesinin uzunluguna uygun dizilerden rastgele segilerek
filogenetik agac¢ insasi gergeklestirilmistir. Filogenetik aga¢ insast icin MEGA X (Kumar vd., 2018)
programinda ClustalW algoritmasi kullanilarak hizalanan dizilerin mutasyon modelinin belirlenmesi
icin jModelTest (Posada, 2008) programi kullanilmistir. Filogenetik aga¢ insast Mr. Bayes v3.2
(Ronquist vd., 2012) programi kullanilmistir. Markov Chain Monte Carlo (MCMC) analizi 4 zincir
tizerinden gergeklestirilmis ve split frequency 0.01° in altina diigene kadar 10 milyon jenerasyon
boyunca analiz gergeklestirilmistir. Her 1000 jenerasyonda bir drnekleme yapilarak elde edilen
agaclarin %25’ 1 burn-in yapilarak uzaklastirilmistir. Analiz sonucunda elde edilen konsensus agaci
Figtree v1.4.2 (Rambaut, 2014) programinda diizenlenmistir.

2.4. Antimikrobiyal duyarhlik testi

Antibiyotik duyarlilik testi Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile Mueller Hinton Agar
besiyerinde yapilmistir. Bu testte oxolinic acid, gentamicin, penicillin, oxacillin, florfenicol,
apramycin, ofloxacin, enrofloxacin, streptomycin, amoxicillin, colistin, cefoperazone, oxytetracycline,
cephalothin, norfloxacin, tylosin, tetracycline, sulphamethoxazole, doxycycline, kanamycin,
spectinomycin, pristinamycin, nalidixic acid, cefurocime, lincomycin, chloramphenicol, ampicillin,
clindamycin, flumequine, nitrofurantoin, vancomycin, erythromycin ve ceftriaxone antibiyotikleri
kullanilnmustir. Inkiibasyon sonunda besiyeri iizerine yerlestirilen antibiyotik diskler etrafindaki zon
caplar1 Olciilerek NCCLS kriterlerine gore her bir antibiyotik i¢in duyarli veya direngli olarak
belirlenmistir (Weinstein & Lewis, 2020).

2.5. Histopatolojik incelemeler

Ortalama agirhigi 0,75-10 gr olan toplam 10 adet balik disekte edilmis ve karaciger, bobrek ve
dalak dokular1 %10’Iuk formaldehit soliisyonu igerisinde tespit edilmistir. Tespit edilen doku &rnekleri
rutin doku takip isleminden gegirilerek parafine gomiilmiigtiir. Dokulardan mikrotom ile 5 um' lik
kesitler alinmistir. Daha sonra alinan doku kesitleri hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanmis ve 151k
mikroskobu (Olympus CX21, Olympus Corporation, Tokyo, Japonya) altinda incelenerek
degerlendirilmistir (Bancroft & Stevens, 1990).

3. BULGULAR

Isletmelerden alinan enfekte yavru gokkusagi alabaliklarinda yapilan dis incelemede; gozlerde
bilateral ekzoftalmus, alt ¢enede kanama, dropsi, i¢ organlarda anemi (karaciger ve bdbrek), sindirim
kanalinda sar1 yesil sivi, yag dokuda hemoraji, aniis bolgesinde kanama, dalak dokusunda biiyiime
dikkati ¢ekmistir (Sekil 1). Aseptik kosullar altinda hasta baliklarin 6n bobrek, karaciger ve dalak
dokularindan TSA besiyerine yapilan bakteriyel ekim sonucunda 1,5-2 milimetre ¢apinda kii¢iik beyaz
koloniler goriilmiistir. Elde edilen izolatlarin Gram boyama sonucunda Gram pozitif, stafilokok
morfolojisinde oldugu goriilmiis olup oksidazi negatif, katalazi pozitif, O/F testi ise fermantatif olarak
tespit edilmistir.
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Sekil 1. A-Yavru baliklarda gozlerde ekzoftalmus, B-alt ¢genede kanama, C-sindirim sisteminde sar1 eksudat,
D-anemik solgun karaciger, E-yag dokuda kanamalar, dalakta biiyiime

Alabalik 6rneklerinden izole edilen bakteri susunun bazi biyokimyasal testlere ilave molekiiler
biyolojik tanimlama igin 16S rRNA ve tiire 6zgiil teshis i¢in segilen SOdA gen bolgesini kullanilarak
PZR analizleri yapilmistir. Toplamda 88 mutasyon modeli {izerinden Bayesian Information Criteria
(BIC) ile yapilan degerlendirme sonucunda mutasyon modeli JC olarak belirlenmistir. Filogenetik
analizlerdeki gen dizilerinin birbirine benzerlik oran1 %98 ile S. warneri (Sekil 2) bulunmustur.

Filogenetik analizlerdeki gen dizilerinin birbirine benzerlik oran1 %98 yiiksek olmasindan dolay1
daha tiir 6zgiil olan PA237F/ PA237R ve SW110F/ SW110R primerleri denenmistir. Bu tiire 6zgiil
belirleyici PZR analizlerinin sonucunda galigilan 6rnegin S. warneri oldugu dogrulanmistir (Sekil 3).
Sekil 3’ de agaroz jelde goriilen bantlar S. warneri pozitif PZR gen bantlarin1 gostermektedir.
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| 137603 _1_S.wameri
- MHA426078 1 Swarmer
L MF807933_1_S.wameri
| KF478237 1_S.wameri
| KJ623586 1 S pasteur
L EU256493 1_S.pesteu
—— KY818676_1_S.wameri
—— MW307978 1_S pasteur
L MG757632_1_S pasteuri
L MG680735_1_S pasteuri
087 —[Ggg L3705 1 _Sepidemicis
25 MW940830_1_S.epidermidis
1000 KJ523584 1_S.epidermidis
1 ON241804_1_S.epidermidis
MW308346_1_S epidermidis
KF999668_1_S.aureus_subsp_aureus
052 ON222795_1_S.aureus
ON222794_1_Saureus
JF746996_1_S.aureus_subsp_aureus
ONZ222795_1_Saureus
g5~ AF198862_1_Sintemedius
89 AF193881_1_S.intermedius
MT509589_1_S.intermedius
NR036829_1_S.intermedius
DQ991032_1_S.intermedius
1 —— KT008125_1_S.hyicus
g7 NR036305_1_Shyicus
19 1783382 1_Shhyicus
1 L D83368_1_Shyicus
1 L MwW485735_1_S.hyicus
{08 Om;g_}_:.sam
_| 1 _1_Ssap
L OM617892_1_S saprophyticus
MH371229_1_S saprophyticus
MH371235_1_S saprophyticus

Sekil 2. 16S rRNA gen bolgesi kullanilarak ¢izilen filogenetik agag

Sekil 3. Tiir spesifik primerler kullanilarak elde edilen PZR iirtinleri (Molekiiler Markir; MM, 100 bp DNA
markir; 1-4. S. pasteuri spesifik primeri (PA237) PZR iirtinleri; 5. S. pasteuri spesifik primeri i¢in negatif
kontrol; 6-9. S. warneri spesifik primeri (SW110) PZR {irtinleri; 10, S. warneri spesifik primeri i¢in negatif
kontrol

Histopatolojik incelemelerde, enfekte baliklarin bobrek dokusunda tiibiillerde dejeneratif ve
nekrotik degisiklikler, dalak dokusunda; kirmizi pulpa ve beyaz pulpa smirinda kayip ve splenitis,
karaciger dokusunda vena centralis ¢evresinde yangisal infiltrasyon ve hepatositlerde dejenerasyon
gortilmistiir (Sekil 4 ve 5).
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Sekil 4. A-B-Bobrek tiibiil hiicrelerinde dejeneratif ve nekrotik degisiklikler (oklar) H&E 400-100pm,

C- Dalakta yangi hiicreleri (oklar) H&E 400 pm.
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Sekil 5. A- Karacigerde cenral vena evresinde yangisal infiltrasyon (ok) H&E 100 um, B- Hepatositlerde
dejenerasyon (oklar) H&E 400 pm.

Antibiyogram testi sonucunda izole edilen etkenin gentamicin, florfenicol, apramycin, ofloxacin,
enrofloxacin, streptomycin, cefoperazone, cephalothin, norfloxacin, sulphamethoxazole, doxycycline,
kanamycin, pristinamycin, cefurocime, chloramphenicol, flumequine, vancomycin ve ceftriaxone
antibiyotiklerine duyarli oldugu belirlenmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. S. warneri susunun antibiyogram test sonuglari

Antibiyotik Cap(mm) Diren¢/Duyarhlik
Oxolinic Acid 15 |
Gentamicin 21 S
Penicillin 11 |
Oxacillin - R
Florfenicol 28 S
Apramycin 17 S
Ofloxacin 32 S
Enrofloxacin 32 S
Streptomycin 25 S
Amoxicillin 15 |
Colistin - R
Cefoperazone 24 S
Oxytetracycline 10 R
Cephalothin 16 S
Norfloxacin 30 S
Tylosin 10 R
Tetracycline 14 |
Sulphamethoxazole 24 S
Doxycycline 34 S
Kanamycin 25 S
Spectinomycin - R
Pristinamycin 20 S
Nalidixic Acid 13 |
Cefurocime 28 S
Lincomycin 15 |
Chloramphenicol 29 S
Ampicillin 8 R
Clindamycin - R
Flumequine 33 S
Nitrofurantoin 15 |
Vancomycin 19 S
Erythromycin 8 R
Ceftriaxone 22 S

“S” = Duyarl1 (d > 15 mm); “I” = Orta (10 mm < d < 15 mm); “R” = Direngli (d < 10 mm)

4. TARTISMA

Staphylococcus tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar baliklarda septisemi ile karakterize sistemik
hastaliklara neden olmaktadir (Shah & Tyagy 1986). Staphylococcus tiirlerinin sar1 kuyruk (Seriola
quinqueradiata) ve kirmizi mercan (Pagrus major) (Kusuda & Sugiyama, 1981), giimiis sazani
(Hypophthalmichthys molitrix) (Shah & Tyagi, 1986), ot sazami (Ctenopharyngodon idella) (Wang
vd., 1996), tilapia (Oreochromis sp.) (Huang vd., 1999), gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
(Gil vd., 2000; Timur & Akayli, 2003, Akayli vd., 2011; Metin vd., 2014, Turgay vd., 2015), ¢ipura
(Sparus aurata) (Kubilay & Ulukdy, 2004), levrek (Dicentrarchus labrax) (Korun vd., 2019; Canak &
Timur, 2020; Atanasoff & Urku, 2022), siraz (Capoeta capoeta) (Akayli vd., 2019) ve sinarit (Dentex
dentex) (Akayli vd., 2011) baliklarinda enfeksiyon etkeni oldugu tespit edilmistir.

S. warneri, balik ve diger hayvan tiirlerinden izole edilmis bir bakteri tiiriidiir (Metin vd., 2014;
Canak & Timur 2020; Haag vd., 2019) Gokkusagr alabaliginda yiizgeglerde iilserli deri lezyonlari,
ekzoftalmus, abdomende asidik siv1 birikimi, karacigerde anemiye neden oldugu bildirilmistir (Gil vd,
2000). 1500-2000 g agirhigindaki ana¢ gokkusagi alabaliklarinda S. warneri’ nin neden oldugu
enfeksiyonda letarji, anorexia, anal yiizge¢ kaidelerinde asinma, goz, ¢ene ve agizda kanama, renk
koyulagmasi, i¢ organlarda anemi, karacigerde petesiyel kanama, splenomegali ve barsakta sar1 renkli
eksudat bildirmistir (Metin vd., 2014). Bu arastirmada ise, Gil vd. (2000), Metin vd. (2014)’ den farkli
olarak enfekte yavru gokkusagi alabaliklarinin dis incelemesinde deride bir degisim olmadigi ancak
baliklarda gozlerde bilateral ekzoftalmus, alt ¢genede kanama, dropsi, i¢ organlarda (karaciger, bobrek)
anemi, sindirim kanalinda sar1 eksudat, yag dokuda hemoraji, aniis bolgesinde kanama, dalak
dokusunda biiylime gibi belirtilerin benzer oldugu dikkati ¢gekmistir.

Histopatolojik ¢alismalar, balik patojenlerinin dokuda biraktig1 hasar1 ortaya koyan bunun yaninda
bazi hastaliklarin teshisine yonelik sonuglar veren 6nemli bir aragtir. S. warneri ile enfekte baliklarda
yapilan c¢aligmalarda hastalifin teshisinde daha c¢ok bakteriyolojik ve molekiiler yontemler
kullanilirken, etkenin balik dokularinda neden oldugu patolojik bozukluklar ile ilgili arastirmalar ¢ok
siirlt kalmigtir. Rusev vd. (2016) yaptigi ¢alismada mersin baliklarinda (Acipenser baerii) ve hibrit
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mersin baliklarinda (Huso huso x Acipenser baerii) Staphylococcus warneri ve Shewanella
putrefaciens ko-enfeksiyonunun balik dokularindaki etkilerini incelemislerdir. Patolojik bulgularda,
dalakta hiperemi, karacigerde yiizeysel petesiyal kanamalar ve mezenterik kan damarlarinda hiperemi
goriilmiistiir. Bir bagka ¢aligmada, mersin baliklarinda (Acipenser gueldenstaedtii) Staphylococcus
pasteuri' nin neden oldugu enfeksiyonlarda histopatolojik incelemeler yapilmis ve nekrotik hepatosit
hiicrelerinin ¢evresinde lenfosit infiltrasyonu; bobrekte nekroz, dalakta hiperemi ve yogun hemorajik
alanlar belirlenmistir (Atanasoff ve Urku, 2022). Bu arastirmada ise enfekte gokkusagi alabaliklarinin
karaciger dokusunda yangi hiicrelerinin infiltrasyonu, dalak dokusunda hiperemi, bobrek tiibiil
epitellerinde nekrotik degisiklikler goriilmistiir. Bulgularimiza benzer bir sekilde S. warneri ile
enfekte C. guichnoti' nin kas, solungag, karaciger, dalak, bobrek dokusunda patolojik degisiklikler
tespit edilmistir. S6z konusu arastirmada enfekte baliklarin karaciger dokusunda, 6nemli derecede
yang1 hiicre infiltrasyonu, dalak dokusunda hiperemi, bobrek dokusunda hiperemi ve tiibiillerde
nekrotik degisiklikler goriilmistiir (Xiao vd., 2022).

S. warneri tliriinlin streptomycin, doxycycline, amicacin, florfenikol antibiyotiklerine duyarl
oldugu ve enfekte baliklarda hastaligin, doksisiklin kullanildiktan sonra etkili bir sekilde kontrol altina
alindigr bildirilmistir (Xiao vd., 2022). Metin vd., (2014) yaptig1 bir baska ¢alismada ise gokkusagi
alabaliklarindan izole edilen S. warneri’ nin florfenicol, enrofloxacin, doxycyclin, clindamycin,
kanamycin, gentamicin, vancomycin antibiyotiklerine duyarli oldugu bildirilmistir. Bu aragtirmada da
Metin vd., (2014)’ nin sonuglarmma benzer bir sekilde S. warneri’ nin s6z konusu antibiyotiklere
duyarli olduklari tespit edilmistir.

Bu calismada, yavru baliktan elde edilen ve konvansiyonel testlerle tanimlanamayan izolatlarinin
16S rRNA gen bolgesinin PZR analizi ve sonrasinda dizi analizi yapilmistir. Genellikle molekiiler
bakteri tanimlanmasinda kullanilan 16S rRNA universal gen bolgesi se¢ilmistir. Sekil 2°de goriilen
16S rRNA gen bolgesinin dizi analizi sonucunda elde edilen filogenetik aga¢ bulgusunda S.
warneri’nin diger bir Staphylococcus tiirii olan S. pasteuri’ye benzerlik oran1 %98 olarak bulunmustur
(Sekil 2). Metin vd., (2014) yaptig1 bir caligmada yetiskin gokkusagi alabaliklarindan S. warneri’yi ilk
kez izole etmisler ve konvansiyonel tanimlama yontemlere ilave olarak 16SrRNA gen dizi analizi
kullanarak bakteriyi S. warneri olarak tanimlamislardir. Bu ¢aligmaya gore izole edilen Ornek
filogenetik analiz sonucunda S. warneri ATCC 27836 %99,6 oraninda Ve S. pasteuri suslarina ise %98
oraninda benzer oldugu bulgusunu raporlamiglardir. Ancak S. warneri susunun koloni renginin beyaz
oldugu ve bu da sar1 koloni olusturan S. pasteuri tiirinden farkli oldugunu gostermektedir (Atanasoff
ve Urku, 2022). Bizim sonuglarimizda bu bulgularla 6rtiismektedir.

Ancak, her ne kadar 16S rRNA filogenetik dizi analiz sonucu olduk¢a giivenilir olmasina ragmen
yakin tiirlerin tanimlanmasinda %98 gibi yiiksek benzerlik vermesi durumda yeterli olmadig ve yanlig
tiir tanimlamalarina neden olan sonuglar verdigi disiintilmektedir (Kim vd., 2018; Ghebremedhin vd.,
2008; Taponen vd., 2009). Calismamizda 16S rRNA gene dizi analizi benzerlik oraninin oldukca
yiiksek ¢ikmasi nedeniyle daha tiir spesifik ve korunmus bir gen bdlgesi olan SOdA gen bdlgesinin
PZR analizleri yapilmistir ve bunun sonucu olarak 6rnegimizin S. warneri tiirii oldugu dogrulanmustir.
Bu sonucun literatiirde stafilokokuslarin tiir tanimlanmasi i¢in kullanilan korunmus gen bolgesi ile
yapilan ¢alismalarla uyumlu oldugu bulunmustur (Kim vd., 2018).

5. SONUC

Sonug olarak bu calismada enfekte yavru donemdeki gékkusagi alabaliklardan firsatgr bir patojen
olan S. warneri tirii teshis edilmis, ilk kez organlardaki histopatolojik etkileri belirlenmis ve
antibiyotik duyarlilik 6zellikleri de tespit edilmistir.
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