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Aeromonas salmonicida ile Enfekte Edilen Gokkusagi Alabaliklarinda
(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) Patolojik Bulgularin incelenmesi

Bu aragtirma Aeromonas salmonicida ile deneysel Furunkiilozis’in
intraperitoneal yol ve immersiyon yOntemiyle olusturulmasi, makroskobik ve
mikroskobik bulgularin incelenmesi amaciyla yapildi. Bu amag i¢in, 50 adet deneme
grubu, 15 adet kontrol grubu olmak {izere toplam 65 adet, 155 + 15 g agirliginda, 20-
25 cm biytikligiinde gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792)
kullanild1. Intraperitoneal yolla olusturulan enfeksiyonda (1. Grup) 25 adet baliga
3x10° hiicre/ml olacak sekilde 0,1 ml bakteri inokulat: verildi. immersiyon
yontemiyle uygulama yapilan diger gruptaki (2. Grup) 25 adet balik, 3x10° hiicre/ml
olacak sekilde 3 ml bakteri inokulati verilen 30 1 suda 1 saat bekletildi. Ayni
uygulama 3 giin sonra tekrar edildi. Kontrol grubundaki 15 baliga ise 0,1 ml serum
fizyolojik intraperitoneal olarak verildi. Her iki grupta dlen veya otenazi edilen
baliklarin sistemik nekropsileri yapildi, makroskobik ve mikroskobik bulgular
degerlendirildi .

Anahtar Kelimeler :Aeromonas salmonicida, gokkusagi alabaligi, deneysel

enfeksiyon, patolojik bulgular.

ABSTRACT
Investigation of pathologic findings infected with Aeromonas salmonicida in
Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792).

This research was carried out to constitute experimental furunculosis with
Aeromonas salmonicida using intraperitoneal route and immersion method, as well
as to investigate macroscopic and microscopic findings. For this reason, a total of 65
(50 experimental and 15 control) rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum,
1792) (weight 155 + 15 g and 20-25 cm in size) were used. Aeromonas salmonicida
at a concentration of 3x10° cfu/ml ( 0,1 ml per fish) was intraperitoneally injected to
twenty five fish (first group). Another group (second group) were immersed into 30 1

water inoculated with 3 ml of bacterial inoculum (3x10° cfu/ml) for one hour. The



same application was repeated after three days. Sterile saline solution (0,1ml/fish)
was intraperitoneally injected to control group. In both group death and euthanasied

fish were necropsied, macroscopic and microscopic findings were evaluated.

Key Words:Aeromonas salmonicida, rainbow trout, experimental infection,

pathologic findings.
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1. GIRIS

Diinya niifusundaki hizli artisla birlikte besin kaynaklarinin azalmaya baslamasi
su lriinlerinin insan beslenmesinde daha ¢ok 6nem kazanmasina neden olmustur
(Geldiay ve Balik, 1999). Ayrica insan beslenmesinde hayvansal proteinlere olan
gereksinimle birlikte balik etinin besin degerinin esansiyel aminoasitler, hayvansal
proteinler, doymamis yag asitleri, vitaminler ve mineraller bakimindan yiiksek olusu
da, kiiltiir balik¢iliginin gelismesini ve balik eti tiiketimini artirmistir. Bu artis,
hastaliklarin teshisi, tedavisi ve korunma yoOntemlerinin de O6nem kazanmasini
beraberinde getirmistir (Inal, 1992). Buna ilaveten deniz ve i¢ sularin kirliligine bagh
olarak deniz balik¢ilig1 iiretiminin azalmasi da gerek diinyada, gerekse iilkemizde
kiiltiir balik¢iliginin 6nemli bir sektor haline gelmesinde etkili olmustur (Geldiay ve

Balik, 1999).

Ulkemizde kiiltiir balig1 iiretiminde nemli gelismeler kaydedilmekle birlikte
heniiz yeterli diizeye erisilememistir. Istatistiklere gore iilkemizde kiiltiir balig
tretimi, tiim su Uriinleri iretimi igerisinde, %9,74’liilk oranla, deniz baliklar1
tiretiminden sonra 2. sirada yer almaktadir. Kiiltiir baliklar igerisinde de alabaliklar
33707 tonluk iiretimle birinci sirada bulunmaktadir. Aydin ve Mugla illerinde
bulunan isletmeler bu iiretimde 25760 tonluk iiretimle ilk sirayr almaktadir (TC

Bagbakanlik Ist. Enst., 2002).

Kiiltiir balig1 yetistiriciliginde, baliklarin bulunduklari ortam nedeniyle siirekli
mikroorganizmalarla ve biribirleriyle ¢ok yakin temasta bulunmalari, sularin ¢abuk
kirlenmesi ve su kalitesinin (fiziksel, kimyasal, biyolojik ve diger fizyolojik
parametrelerin) optimal degerlerin disina ¢ikmasi gibi nedenlerle balik ile yasadigi
cevre arasindaki hassas dengenin bozulmasi, enfeksiydz hastaliklarin kolayca
¢ikmasina ve yayilmasina neden olmaktadir. Enfeksiyoz hastaliklar, tedavilerinin giic
ve pahali olmasi nedeniyle intensif balik yetistiriciliginde biiyiik ekonomik sorunlar
yaratabilmekte ve isletme ekonomisinin olumsuz yonde etkilenmesine yol

acmaktadir. Bu nedenle balik hastaliklarinin erken teshisi, etkili tedavisi ve gerekli
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kontrol Onlemlerinin alinmasi, kiltir balig1 yetistiricili§inde biiylik Onem

tagimaktadir (Alpbaz, 1995; Tanrikul et al., 1996; Rad, 1999; Arda et al., 2002).

Baliklarin 6nemli patojenlerinden biri olan Aeromonas salmonicida’nin sebep
oldugu furunkiilozis, diinyada oldukca genis bir yayilima sahip olup ¢ok degisik
balik tiirlerinde goriilebilmekte (Balows, 1991; Austin, 1997) ve bolgemizde alabalik
isletmeleri icin 6nemli bir potansiyel tehdit kaynagi olusturmaktadir. Bu arastirma ile
furunkiilozis’in deneysel olarak olusturulmasi, sekillenen lezyonlarin makroskobik

ve mikroskobik incelenmesi amag¢lanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2. 1. Tamm

Furunkiilozis (furunculosis) basta alabaliklar olmak tizere ¢esitli balik tiirlerinde
Aeromonas salmonicida tarafindan olusturulan, septisemi ve deride furunkiillerin
olugmasi ile karakterize, bulasict ve oldiirlicii bir hastaliktir (Ribelin and Migaki,
1975; Roberts, 2001; Erer, 2002). Enfekte baliklarda, deride ve kaslarda, furunkiil
benzeri siglikler ve ilseratif lezyonlar goriildiigli i¢in hastalia bu isim verilmistir

(Balows, 1991).

2. 2. Tarihge

Aeromonas salmonicida baliklarin bilinen en 6nemli ve en eski patojenlerinden
biridir. Etken ilk defa Almanya’da, 1894 yilinda, Bavyera bdlgesinde, ciftliklerde
yetistirilen brown troutlarda Emmerich ve Weibel tarafindan “Bacillus der
Forellenseuche” ismiyle izole edilmistir (Roberts, 2001; Balows, 1991; Woo and
Bruno, 1999; Cipriano and Bullock, 2001; Austin, 2002).

Aeromonas genusuna dahil mikroorganizmalar zaman icinde Bacillus,
Bacterium, Aerobacter, Proteus, Pseudomonas, Escherichia, Achromobacter,
Necromonas, Vibrio genuslarina dahil edilmistir. Ancak 1920°den sonra yapilan
calismalar sonucu bu mikroorganizmalar Proteus, Pseudomonas, Escherichia,
Achromobacter, Necromonas, Vibrio gibi genuslarda klasifiye edilmislerdir.
Aeromonas ismi ilk defa Kluvyer ve Van Niel tarafindan 1936’da kullanilmistir.
Daha sonra Aeromonas isminin “Bergey’in Bakteriyoloji Kitabinda” ilk defa 1957
yilinda kullanildig1 bildirilmistir (Balows, 1991). Etken, Aeromonas genusunun
zaman i¢inde aldig1 farkli isimlere dayanarak, Bacterium salmonicida, Bacillus
truttae, Proteus truttae, Necromonas achromogenes, Necromonas salmonicida gibi

degisik isimler almistir(Balows, 1991; Woo and Bruno, 1999). Ultrastrukturel
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caligmalarla etkenin Aeromonadaceae familyasina dahil oldugu ortaya konulmustur

(Colwell et al., 1986).

Ulkemizde ise 2003 yilinda Bat1 Ege Bolgesi’nde alabalik yetistiriciligi yapilan
3 isletmeden Aeromonas salmonicida izole edildigi bildirilmistir (Kirkan et al.,
2003).

2. 3. Etiyoloji

Aeromonadaceae familyasinin bir {iyesi olan Aeromonas salmonicida (Colwell
et al., 1986), aerobik, gram-negatif, spor olusturmayan, hareketsiz, fermantatif,
psikrofilik, yaklagtk 1.0 pm x 2.0 pum boyutlarinda bir basildir. Etken
Aeromonadaceae ailesinin tek psikrofilik iiyesidir. Aeromonas salmonicida obligat
bir mikroorganizmadir ve konake¢1 disinda uzun siire yasayamaz (Ribelin and Migaki,

1975; Austin, 1997; Woo and Bruno, 1999; Roberts, 2001; Dacanay et al., 2003).

Mikroorganizmanin optimum iireme 1s1 aralig1 18-22 C° arasinda degismektedir
(Woo and Bruno, 1999). Kronik enfeksiyon 13 C°nin altinda da olusabilmektedir
(Bullock et al., 1983). Etkenin iiremesi 4 C° ‘nin altinda yavaglamakta, 37 C° ve

tizerinde ise durmaktadir (Cipriano and Bullock, 2001).

Etken glikozu fermente eder. D-Glukoz fermantasyonu pozitif (+), D-Sorbitol
fermantasyonu pozitif (+), indol {liretimi negatif (-), H,S iiretimi negatif (-), katalaz
pozitiftir (+) (Dalsgaard and Madsen, 2000; Cipriano and Bullock, 2001; Abbot et
al., 2003).

Oncorhynchus kisutch {izerinde yapilan bir aragtirmada, Aeromonas salmonicida
subsp. salmonicida, oksidaz negatif olarak belirlenmesine ragmen, etken oksidaz
pozitiftir (+) (Chapman et al., 1991).
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Aeromonas salmonicida, klinik semptom gosteren baliklarin bobreklerinden,
kanlarindan, yiizey lezyonlarindan ve diger organlarindan alinan 6rneklerin uygun
besi yerlerinde (Tryptone Soya Agar ve Brain-Heart Infusion Agar) inkiibe
edilmesiyle izole edilebilmektedir. Etken bu besi yerlerinden Tryptone Soya Agar’da
20-25 C° ‘de 1-4 giinliik bir inkiibasyon siliresinden sonra yaygin, melanin benzeri,
kahverengi, suda ¢dzilinebilen bir pigment tiretir (Ishiguro et al., 1981; Fyfe et al.,
1987a; Fyfe et al., 1987b; Shotts, 1991; Brocklebank, 1998; Woo and Bruno, 1999;
Koppang et al., 2000). Mikroorganizma Brain-Heart Infusion Agar’da 3 farkli koloni
tipi gelistirir. Bunlar Kaba (Rough), Diizgiin (Smooth) ve G Fazdir (Austin, 1997).
Kanl agarda ise yuvarlak, diizgiin kenarli, konveks ve hemolitik koloniler olusturur

(Arda, 1997).

Aeromonas salmonicida’nin viriilent suslari, hiicre membranlarinin  dis
ylizeyinde Additional Layer Protein (A-Layer Protein)’e sahiptirler (Garduno et al.,
1993; Nomura et al., 1994; Ellis et al.,1997; Stensvag et al.,1999b; Garduno et al.,
2000; Cipriano and Bullock, 2001). A-Layer Protein, Major Additional Envelope
Protein (ACE)’den olugmaktadir. Bu protein, suda c¢oziinmez, enteropatojenik
Escherichia coli’nin K88 adheziv fimbriasina benzer bir yapidadir(Cipriano and
Bullock, 2001). Tiim hiicre yiizeyini Orter ve etkenin hidrofobik yapisinin da

kaynagidir (Stensvag et al., 1999a).

Mikroorganizmanin A-Layer protein disinda yine hiicre ylizeyinde bulunan bir
diger ana hiicre ylizey antijeni, tiim gram-negatif bakterilerde bulunan
lipopolisakkaridtir (LPS) (Ellis et al., 1997; Dalmo et al., 1998; Simko et al., 1999;
Stensvag et al., 1999b).

Bakteriyel metabolizma esnasinda etken tarafindan hastaligin patogenezisinde
onemli role sahip 2 major ekstraselliiler toksin salgilanmaktadir. Bu toksinler:
1) Gliserofosfolipid kolesterol asil transferaz (GCAT),
2) Ekstraselliiler proteaz (EP)’ dir (Lee and Ellis, 1991; Ellis et al. ,1997;
Wagner et al., 1997; Vipond et al., 1998; Arnesen and Eggset, 1999).
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Son yillarda yapilan c¢alismalar, mikroorganizmanin bes alt tiiriiniin oldugunu
ortaya koymustur. Bu alt tiirlerin biribirlerinden ayirimi farkli balik tiirlerinde
meydana getirdikleri lezyonlar ile fenotipik ve genotipik Ozelliklerine gore
yapilmistir(Woo and Bruno, 1999). Bu alt tiirler:

1) Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida,

2) Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes,

3) Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica,

4) Aeromonas salmonicida subsp. smithia,

5) Aeromonas salmonicida subsp. masoucida olarak adlandirilirlar.

Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida tipik furunkiilozis’i olusturur. Diger
alt tlirler ise salmonid balik tiirleri ve diger balik tiirlerinde atipik furunkiilozis’ten
sorumludurlar (Gudmundsdottir, 1998; Woo and Bruno, 1999; Cipriano and Bullock,
2001; Austin, 2002; Magnadottir et al., 2002). Atipik furunkiilozis’e neden olan
etkenler baliklarda Trout Ulcer Disease (Alabalik Ulser Hastalig1), Goldfish Ulcer
Disease ve Carp Eritrodermatitis ( Sazan Eritrodermatitis)’e neden olurlar (Cipriano

and Bullock, 2001).

2. 4. Epizootiyoloji

Furunkiilozis daha ¢ok tatli su baliklarinin hastaligi olarak bilinirse de, son
yillarda yapilan ¢aligmalar, hastaligin denizlerde ve gollerde yasayan pekgok degisik
balik tiirlerinde de gorildiigiinii ortaya koymustur (Woo and Bruno, 1999; Roberts,
2001). Hastalik, Oncorhynchus mykiss (gokkusagi alabaligi), Salmo salar (atlantik
salmonu), Salmo trutta m. lacustris, Salvelinus fontinalis, Oncorhynchus rhodurus,
Oncorhynchus tshawytscha, Oncorhynchus keta, Oncorhynchus kisutch, Salmo
clarki, Salvelinus namaycush, Oncorhynchus nerka, Oncorhynchus masou, Salmo
trutta m. trutta gibi alabalik tiirleri basta olmak tizere Amerikan yilanbaligi (Anguilla
rostrata), Avrupa yilanbaliklart (Anguilla anguilla), sazan baliklar1 (Cyprinus
carpio), kedi baliklar1 (Silurus glanis), kiigiikagizli levrek (Micropterus dolomieui),
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atlantik morinasi1 (Gadus morhua), kalkan balig1 (Psetta maxima) gibi degisik balik
familyalari icinde yer alan balik tiirlerinde de goriilmektedir (Austin, 1997; Woo and
Bruno, 1999; Erer, 2002; Perry et al., 2004).

Balik familyalar1 i¢inde yilanbaliklar1 hastaliga karsi olduk¢a direncli,
alabaliklar ise olduk¢a duyarlidir. Alabalik tiirleri i¢inde de gokkusagi alabaligi
hastaliga kars1 diger alabalik tiirlerine gore daha direngli; Atlantik salmonu,

Oncorhynchus kisutch ve Brown trout olduk¢a duyarlidir (Woo and Bruno, 1999).

Hastaligin meydana gelmesinde etkili olan faktorler baligin yasi, hastaliga karsi
olan duyarliligi, baliklarin zedelenmesi, nakiller, endo ve ekto parazitlerin baliklarin
viicutlarinda agmig olduklar1 portantreler, baliklarin birarada kalabalik bir sekilde
barindirilmalari, bakim ve beslenme yetersizlikleri, su 1sisindaki ani degisimler,
suyun oksijenden fakir olmasi, sularin ¢ok kirli ve algli olmasi, suyun fiziksel ve
kimyasal kalitesinde bozulma seklinde siralanabilir (Woo and Bruno, 1999; Erer,

2002).

Deniz ve tath su baliklarinda hastaligin goriilme olasiligi, ilkbahar sonunda ve
yaz mevsiminde suda meydana gelen 1s1 degisimleri ve su sicakliginin yiiksek
olusuna bagl olarak artabilir. Bununla birlikte furunkiilozis gen¢ baliklarda 2-4 C°

gibi diisiik su sicakliklarinda da goriilebilmektedir (Woo and Bruno, 1999).

Hastaligin meydana gelmesinde yas da 6nemli bir faktordiir. Geng baliklar ve
yumurtlama doénemindeki ergin baliklar hastaliga daha kolay yakalanmaktadir (Woo

and Bruno, 1999).

Furunkiilozis giiniimiizde tiim diinyaya yayilmis durumdadir. Ozellikle Asya’da,
Kuzey Amerika’da, Iskandinav iilkeleri basta olmak iizere Avrupa‘da hastalifa
yaygin olarak rastlanmaktadir. Avustralya’da tipik furunkiilozis bildirilmemis olup
atipik furunkiilozis’e rastlanmaktadir. Son yillarda Yeni Zellanda ve Giliney
Amerika’da etken izolasyonu bildirilmistir (Woo and Bruno, 1999; Smith and Hiney,
2000).
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Sekil 1. Furunkiilozis’in cografi dagilimi

Hastaligin bulasmasinda degisik gorlisler mevcuttur. Hastalik, klinik olarak
semptom gosteren baliklar ile latent enfeksiyonun bulundugu baliklardan saglikli
baliklara bulagabilir. Latent enfeksiyonun bulundugu baliklarda mikroorganizmalar
deride, miik6z hiicrelerde, solungacglarda ve bagirsaklarda lokalize olurlar (Woo and
Bruno, 1999). Latent enfeksiyonlu baliklar, bagirsaklarinda bulunan etkenleri saglam
baliklara gaita yoluyla, derilerinde miik6z hiicrelerde bulunan etkenleri ise temas
yoluyla bulastirabilirler. Bu sekilde horizontal bulagsma yollar1 denizlerde ve tath
sularda yasayan baliklar i¢in biiyiik tehlike olusturmaktadir (Woo and Bruno, 1999;
Cipriano and Bullock, 2001). Bunun disinda saglam baliklar etkeni agizdan direkt
olarak veya bulagik taze yemleri yemeleri suretiyle, endoparazitlerin ve
ektoparazitlerin  viicutlarinda agmis olduklart portantreler yoluyla veya
solungaclarindan alabilirler (Erer, 2002). Enfekte ebeveynden gelen Aeromonas
salmonicida etkenlerinin baligin yumurta asamasinda yasayamamasi nedeniyle,
vertikal bulagsmanin hastaligin aktariminda ¢ok oOnemli olmadigi bildirilmistir

(Ribelin and Migaki, 1975; Cipriano and Bullock, 2001).

2. 5. Patogenezis

Viicuda giren mikroorganizmalar kana gecerler ve kan yolu ile biitiin doku ve

organlara yayilirlar (septisemi). Daha sonra damar duvarlarinda zedelenmeler
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olusturarak subkutan dokularda ve kas fibrilleri arasinda kanama odaklari
olustururlar. Lezyonlar giderek biiyiir ve bazilar1 birleserek genis alanlara yayilirlar.
I¢leri koyu kirmuzi irin ile dolu ¢ok sayida furunkiiller olusur. Bunlar zamanla agilir
ve yerlerinde kenarlar1 kalkik iilserler sekillenir. Bu iilserlerden irinli ve iclerinde
etkenlerinde bulundugu akintilar gelir ve bu yolla sular bulastirilir. Sularin bu sekilde

bulagmasi da enfeksiyonun devamina neden olur (Erer, 2002).

Furunkiilozisin patogenezi yaklasik 50 yildan beri pek¢ok arastirici tarafindan
calistlmistir.Yakin zamandaki arastirmalar, hastaligin patogenezinde bakteriyel
metabolizma esnasinda salgilanan ekzotoksinler (Gliserofosfolipid:kolesterol
asiltransferaz ve Ekstraselliiler Proteaz) ile bakterinin yapisal komponentlerinin
(Additional Layer Protein ve Lipopolisakkarid) onemli rol oynadigimi ortaya
koymustur (Lee and Ellis, 1990; Lee and Ellis, 1991; Kay and Trust, 1991; Garduno
and Kay, 1992; Ellis et al., 1997; Lund et al., 2003).

Bakterinin yapisal komponentlerinden ve ayni zamanda yiizey antijenlerinden
birincisi Additional Layer Protein (A-Layer Protein) dir. A-Layer Protein genel
olarak S-Layer Protein olarak bilinirse de Aeromonas salmonicida’da A-Layer
Protein terimi daha yaygin kullanilmaktadir. PAGE (SDS-Poliakilamid Jel
Elektroforezis) analizi ve X-Ray 1s1n ¢aligmalari Aeromonas salmonicida’da bulunan
A-Layer Proteinin yaklasik 50 kDa’lik, iki boyutlu, tetragonal yapisal sirali bir
protein oldugunu ortaya koymustur (Kay and Trust, 1991; Doig et al., 1992; Woo
and Bruno, 1999; Sara and Sleytr, 2000). Sadece A-Layer pozitif Aeromonas
salmonicida suglar1 viriilent, A-Layer negatif Aeromonas salmonicida suslari ise
avirtilenttir ( Ishiguro et al., 1981; Kay and Trust, 1991; Noonan and Trust, 1995;
Woo and Bruno, 1999). Bunun nedeni, A-Layer pozitif Aeromonas salmonicida
suslarinin makrofajlara baglanma, makrofajlarin icerisine girme ve i¢inde gelisimine
devam etme yetenegine sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica A-Layer
Protein, Aeromonas salmonicida’nin hiicre membraninda bulunan bakteriyofaj
reseptorlerini bloke ederek etkenin viriilensini arttirir. Bu etkileriyle A-Layer protein
ozellikle enfeksiyonun erken devrelerinde dnemli rol oynar (Garduno et al., 1993;

Daly et al., 1996; Garduno et al., 2000; Cipriano and Bullock, 2001). In vitro
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caligmalar, A-Layer Proteinin bir adhezin oldugunu ve bu o0zelligi sayesinde
makrofajlara yapisabildigini ortaya koymustur. Bunlarin disinda A-Layer Protein
proteazlara direnglidir ve mikroorganizmay: serum komponentlerinin bakterisidal
etkisinden, porfirinler, immunglobulinler, laminin ve fibrinolektin gibi degisik
molekiillerin adhezyonundan korur (Munn et al., 1982; Kay et al., 1985; Chu et al.,
1991; Doig et al., 1992; Garduno and Kay, 1992).

Hastaligin patogenezinde dnemli olan, bakterinin bir diger yapisal komponenti,
tim gram-negatif bakterilerde bulunan lipopolisakkaridtir (LPS). Aeromonas
salmonicida’da LPS 2 tipten olusmustur. Birinci tip diisiik molekiiler agirlikli lipo-
oligosakkarid (LOS) tir ve A-Layer Protein tabakasinmn altinda bulunur. ikinci tip,
yiiksek molekiiler agirlikli lipopolisakkarid olup O-polisakkarid zincirleri igerir
(Ishiguro et al., 1983; Chart et al., 1984). LPS’nin Aeromonas salmonicida’nin
viriilensindeki rolii heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte
Gliserofosfolipid:kolesterol asiltransferaz enzimi ile kompleks olmus hali letal
toksisitede Onemli bir faktdrdiir. Yapilan bir ¢alismada, sadece A-Layer Protein ve
LPS’nin her ikisini birden i¢ceren Aeromonas salmonicida suslariin Oncorhynchus

kisutch’da viriilent etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Woo and Bruno, 1999).

Aeromonas salmonicida’nin enzim aktivitesindeki bir takim ekstraselliiler
tirlinleri (toksin) etkenin virlilensinde ve hastaligin patogenezinde 6nemli rol oynar
(Woo and Bruno, 1999). Etkenin iki major ekstraselliiler toksini bulunmaktadir.

Bunlar:

1- Gliserofosfolipid:kolesterol asiltransferaz (GCAT),

2- Ekstraselliiler Proteaz (70 kDa Proteaz veya EP) dir (Lee and Ellis, 1991;
Ellis et al. ,1997; Wagner et al., 1997; Vipond et al., 1998; Arnesen and
Eggset, 1999).

EP, konak¢1 proteinlerini kiigiik peptidlere hidrolize ederek bakteriye beslenme
kaynagi olusturur ve protrombin aktivasyonu gosterir (Sakai, 1985; Arnesen and

Eggset, 1999). EP’de proteazin bulunmasi hastalikta gozlenen kas erimeleri i¢in
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temel teskil etmektedir. 70 kDa Proteaz’in geng¢ alabaliklara saf olarak enjekte
edilmesinin, bu baliklarda hemorajilere ve kas erimelerine neden oldugu yapilan
calismalarda ortaya konulmustur (Lee and Ellis, 1991). EP’nin protrombin olarak
aktivasyon gostermesi ise alabalik kaninda pihtilagma stiresini kisaltmaktadir (Woo

and Bruno, 1999).

Etkenin diger major ekstraselliiler toksini olan GCAT, konak¢r hiicre
membranlarina zarar vererek etkiyen bir enzimdir ve bu da hiicre 6liimiine neden
olur (Lee and Ellis, 1991). GCAT nin LPS ile kompleks olmus hali GCAT/LPS
kompleksidir ve bu kompleks lethal toksisitede &nemli bir faktdrdiir. In vitro
calismalar GCAT/LPS kompleksinin hemolitik, 16kositolitik ve sitolitik oldugunu
ortaya koymustur. Fakat bu hemoliz EP’nin yoklugunda tamamlanamaz. GCAT/LPS
kompleksi 1stya dayaniklhidir ve bu kompleks, letal toksisite ve hemolitik aktivite
acisindan GCAT ve LPS’nin her ikisinin tek baglarina yapacaklari etkiden 8 kat daha
giicliidiir (Lee and Ellis, 1990; Woo and Bruno, 1999; Cipriano and Bullock, 2001).

Bakteriyel metabolizma esnasinda salgilanan bu ekstraselliiler {irtinlerin saf
hallerinin  baliklara tekrar enjeksiyonu Oldiiriiciidir ve hastaligin  tipik
semptomlarimin (deride kararma, yiizgeclerin diplerinde hemorajiler, i¢ organlarda

erime nekrozlart gibi) balikta olugsmasina neden olurlar (Vipond et al., 1998).

Gokkusagr alabaliklarinda  yapilan deneysel enfeksiyon c¢aligmalarinda,
enfeksiyonun baslangicinda ilk 24 saat i¢inde hematopoietik dokuda makrofajlar,
heterofiller ve lenfositlerde artis gozlenirken, 32. ve 40. saatler iginde bobrekteki
16kopoietik ve eritropoietik komponentlerde belirgin bir azalma, 48-56. saatler i¢inde
de On ve orta bobrekteki hematopoiezisin tamamen durdugu saptanmustir.
Hematopoietik doku yikimi ve fagositozis inhibisyonunun nedenleri olarak da
yukarida bahsedilen ekstraselliiler iiriinler ile A-Layer Protein gibi bakterinin yapisal

komponentleri gosterilmistir (Ribelin and Migaki, 1975).

Yapilan caligmalar, Aeromonas salmonicida’nin ekstraselliiler iiriinlerinin letal

dozlarda baliklara enjeksiyonunun solungaclarda ve bagirsaklarda bulunan EGC
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(Eozinofilik Graniiler Hiicre)’lerde siddetli degraniilasyona neden oldugu, bununda
solungaglar etrafindaki kan akiminda diizensizlige, dolagim yetersizligine ve sonugta

baligin 6liimiine yol a¢tigini ortaya koymustur ( Ellis, 1985; Lee and Ellis, 1991).

2. 6. Bulgular

2. 6. 1. Klinik Bulgular

Hastaligin  inkiibasyon siiresi, ¢evresel kosullara, bakim ve besleme
kosullarina, yasa, tiire, viicut direncine, balikta bagka bir enfeksiyon olup
olmamasina, mikroorganizmalarin viriilensine, sayisina ve giris yoluna bagh
olmak {lizere degisiklik gostermektedir. Optimal kosullarda ve duyarli baliklarda
dogal enfeksiyon 6-10 giinde olusur. Hastalik klinik olarak perakut, akut,
subakut, kronik ve latent formlarda olusabilir (Erer, 2002).

Perakut form siklikla yavru baliklarda olusur. Baligin renginde koyulagma,
belirli belirsiz bir ekzoftalmus dikkati ¢eker. Bazi olaylarda higbir semptom
gostermeksizin  Oliimler goriiliir (Ribelin and Migaki, 1975; Lee and Ellis, 1991;
Vipond et al., 1998; Woo and Bruno, 1999; Erer, 2002).

Akut form genellikle geng baliklarda goriiliir. Ilk belirti anoreksidir. Baligin
renginde koyulasma olusabilir. Yiizgeglerin tabaninda, viicudun yanlarinda petesiyel
ve ekimotik kanamalara rastlanir. Enfekte baliklarda yiizme bozukluklar1 goriiliir,
beslenme tamamen durur ve baliklar 2-3 giin icinde kitleler halinde Oliirler

(Lee and Ellis, 1991; Vipond et al., 1998; Woo and Bruno, 1999; Erer, 2002).

Subakut ve kronik formlar ¢cogunlukla yasli baliklarda ortaya ¢ikar, yavas
gelisir, Oliimler yavas baslar ve gittikce artar. Hasta baliklarda durgunluk,
anoreksi, ylizme bozukluklari, derinin renginde koyulagsma ve renk degisiklikleri,

hafif ekzoftalmus, yiizge¢ tabanlarinda hemorajiler goriilir. Dorsal ve karin
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ylzgeglerinin tabaninda, viicudun yanlarinda kiiclik ve ¢ok sayida furunkiiller
meydana gelir (Lee and Ellis, 1991; Vipond et al., 1998; Tanrikul et al., 1996; Woo
and Bruno, 1999; Erer, 2002). Daha sonra agilan furunkiillerin yerinde iglerinden
irinli akint1 gelen, kenarlar1 kalkik iilserler sekillenir. Hastalig1 atlatan baliklarda
bu iilserler kendiliginden 1iyilesebilir ve yerlerinde koyu renkte nedbe dokusu
kalir. Ayrica bu baliklarda agirlik kaybi ve deride fokal renk kayiplart meydana
gelir (Erer, 2002).

Latent form diisilk mortalite ile seyreder. Bu formda klinik belirti olarak

sadece aniisiin prolapsusu goriiliir (Woo and Bruno, 1999).

2. 6. 2. Makroskobik Bulgular

Perakut Form: Kan damarlarinda dilatasyon, pariyetal ve visseral peritonda,
myokartta ve solungaclarda hemorajiler goriiliir. Dalakta biiylime dikkati ¢ekebilir

(Woo and Bruno, 1999).

Akut Form: Serozal vyiizeylerde hiperemi vardir. i¢ organlarda, kalpte ve
abdominal duvarda hemorajiler goriliir. Dalak biliylimiistiir. Karaciger solgundur
ve subkapsiiler hemorajiler goriilebilir. Mide ve bagirsaklarda genellikle igerige
rastlanmaz. Liimende mukus ve kan bulunur. Bagirsaklarda siddetli konjesyon
vardir. Bobrekler yumusak kivamda, gevrek veya erimis olabilir. Hava kesesi
duvart koyu renkte ve hiperemiktir. Genital organlarda hemorajilere rastlanabilir

(Woo and Bruno, 1999; Cipriano and Bullock, 2001).

Subakut ve Kronik Form: Genel visseral konjesyon ve peritonitis ile pylorik
keseler, kaslar ve karacigerde hemorajiler goriiliir. Bobrekler yumusak, gevrek
kivamda  ve nekrotiktirler. Dalakta biiyiime olusabilir. Abdominal  kavite,
bagirsaklar ve igorganlar arasinda yapismalar ve enteritis olusur. Nekrotik ve
hemorajik kas lezyonlarina rastlanabilir. Kaslarda fokal sislikler meydana gelir.

Deri lezyonlar1 siklikla hemorajik ve nekrotiktir. Furunkiiller iskelet kaslarini,
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subkutisi ve deriyi kapsayan, koyu renkte, kabarmis sislikler halindedir ve bu
lezyonlar degisken biiyiikliikte, diizensiz, piiriizlli, keskin kenarli ve muskiiler
tabakaya kadar genisleyebilen iilserlere déniisiir. Ulserlerde mantarlar iireyebilir
ve bu durumda balik sudan c¢ikarildiginda bu bolgenin 1slak pamuga benzer bir
hal aldig1 goriliir (Ribelin and Migaki, 1975; Woo and Bruno, 1999; Cipriano and
Bullock, 2001).

Latent Form: Bagirsaklarda hemoraji ve enteritis goriilir (Woo and Bruno,

1999).

2. 6. 3. Mikroskobik Bulgular

Enfekte baliklarda en c¢ok dikkat ¢eken Ozellik yangisal yanit olmaksizin i¢
organlar, solungaclar ve kaslarda bakteri kiimelerinin goriilmesidir (Ribelin and

Migaki, 1975; Bricknell et al., 1996).

Furunkiiller, bakterilerin dermiste veya seyrek olarak epidermisteki fokal
lokalizasyonlar1 sonucunda olusur. Lezyonun merkezinde erime nekrozu vardir
ve bu nekrozla birlikte fibrin aglari, bakteri kiimeleri ve makrofajlar, az
miktarda eritrositler ve trombositlere rastlanir. Ayrica dermis ve hipodermiste
hiperemi, 6dem, makrofaj ve graniilosit infiltrasyonu gozlenir (Roberts, 2001; Lee

and Ellis, 2001).

Ulserli deride epidermis tamamen kaybolmus, hafif dermal yangisal

reaksiyon olugsmus ve 6dem meydana gelmistir (Ribelin and Migaki, 1975).

Kaslarda, myofibril dejenerasyonlar1 ve par¢alanma, tim muskiiler dokuda
hemorajiler ve erime nekrozu en yaygin bulgulardir ( Lee and Ellis, 1991;

Bricknell et al., 1996; Vipond et al., 1998; Cipriano and Bullock, 2001).
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Solunga¢ lamellerindeki damarlarda ve interlamellar epiteller ¢cevresinde
bakteri kiimelerine rastlanir. Primer ve sekonder lamellerde bakteri kiimelerinin
damarlarda trombozlara yol agmasi sonucu 6dem meydana gelir (Roberts, 2001).
Solungag epitel hiicrelerinde proliferasyon gelisir. Ayrica lenfositlerin intralamellar
infiltrasyonu ve sekonder lamellerde yapismalar goriliir (Ribelin and Migaki,

1975; Bricknell et al., 1996; Cipriano and Bullock, 2001).

Kalpte myokarditis olusabilir. Bakteri kiimeleri stazise ve buna bagli olarak
da myokartta nekroza yol acgarlar. Ventral epikardiyumda dejenerasyon dikkati
ceker. Staz  bolgesinin  dis  kisminda lenfosit infiltrasyonu  goriilebilir.
Makrofajlara ventrikiillerin her bolgesinde rastlanabilir. Ozellikle perakut formda
kalpte meydana gelen zedelenme Oliime yol acar (Ribelin and Migaki, 1975;
Bricknell et al., 1996).

Bobrek ve dalakta erime nekrozlari goriilebilir. Ozellikle bdbreklerde
hematopoietik interstisyel dokuda bu durum dikkati ceker. Ayrica bobrekte
tubuler dejenerasyon bir baska dikkat ¢eken bulgudur (Ribelin and Migaki, 1975).

Bakteri kiimelerinin varligi disinda karaciger parensiminde belirgin olarak

fokal nekrozlara rastlanir (Ribelin and Migaki, 1975; Cipriano and Bullock, 2001).

Solungaglarda, mide ve pilorik keselerde EGC (Eozinofilik Graniiler Hiicre)
sayisinda artis ve degraniilasyon meydana gelebilir (Lee and Ellis, 1991; Bricknell et
al., 1996).

Sekonder fungal enfeksiyonlar siklikla meydana gelir ve bu durumda
lezyonlu bolgelerde mantar miselleri ve 6dem goriilebilir (Ribelin and Migaki,

1975).
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2. 7. Tam

Tanmida klinik semptomlar, nekropsi bulgular1 ve histopatolojik bulgular
dikkatlice degerlendirilmelidir. Kesin tan1 i¢in uygun besi yerlerinde 6zellikle
bobrek dokusundan ve kandan mikroorganizmanin izolasyonu ve identifikasyonu
ile birlikte biyokimyasal ve serolojik testlerden de yararlanilmasi gerekmektedir

(Austin, 1997; Woo and Bruno, 1999; Cipriano and Bullock, 2001).

Serolojik  testlerden hastaligin  teshisi i¢in lam agglutination, latex
agglutination, immunofluorescence ve enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) gibi bircok teknik kullanilabilmektedir. DNA Polymerase Chain
Reaction (PCR) teknigide teshis amaciyla uygulanabilmektedir (Austin, 1997;
Woo and Bruno, 1999).

Hastalik Viral Hemorajik Septisemi, Haemophilus  piscium tarafindan
meydana getirilen Ulser Hastalign ile Aeromonas liquefaciens’in baliklarda
meydana getirdigi lezyonlardan ayird edilmelidir (Ribelin and Migaki, 1975;
Tanrikul et al., 1996).
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3. MATERYAL VE METOT

3. 1. Materyal

Bu calismada, 155 + 15 g agirliginda, 20-25 cm biiyiikligiinde toplam 65 adet
gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) kullanildi. Bu baliklar
asagidaki gibi gruplandirildi:

a- 1.Grup (intraperitoneal yolla uygulama yapilan deneme grubu - 25 adet).

b- 2.Grup (immersiyon yontemiyle uygulama yapilan deneme grubu - 25 adet).

c- Kontrol grubu (15 adet).

3. 2. Deneme Havuzlarinin Ozellikleri

Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali
laboratuvarinda bulunan, 138x60x40 cm boyutlarinda ii¢ adet metal, emaye kapl
havuzlar kullanildi. Denemeye baslamadan once bu havuzlarin dezenfeksiyonu

yapildi.

Deneme stiresince her bir havuzda saatte 600 1 suyu filtre edebilen eksternal

akvaryum filtresi ile akvaryum hava pompasi kullanildi.

3. 3. Kullamlan Suyun Ozellikleri

Calismada kullanilan suyun mikrobiyolojik ve kimyasal analizleri ile sudaki
¢Oziinmiis oksijen miktar1 tayin edildi. Bu analizler sonucunda, su i¢indeki ¢oziinmiis
oksijen miktar1 9,1-9,4 mg/l, sertlik derecesi 34 fransiz sertlik derecesi, pH’1 7.25,
suyun sicakligi ise 15-18+1 C° olarak belirlendi. Mikrobiyolojik analizler sonucunda

herhangi bir patojen bakteri izole edilmedigi bildirildi.
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Deneme siiresince her bir havuzda bulunan artezyen suyunun %20’si giinliik

olarak dinlendirilmis ve su motoru ile havalandirilmis su ile degistirildi.

3. 4. Baliklarin Temini

Denemede kullanilan baliklar, Bagc1 Balik Gida ve Enerji Uretimi San. Tic. A.S.
alabalik isletmesinden (Bozdogan/AYDIN), oksijen takviyeli tasima tanklar1 ile
getirildi ve daha 6nce hazirlanmis olan 3 ayr1 havuza 1. grupta 25, 2. grupta 25,
kontrol grubunda 15 balik olacak sekilde konuldu. Ilk iki giin ortam degisikligi
nedeniyle yemleme yapilmadi. Daha sonraki giinlerde Bagc1 Balik Gida ve Enerji

Uretimi San. Tic. A.S.’e ait 2 numarali pelet yem ile hergiin yemleme yapildi.

3. 5. Deneysel inokulasyon

Deneysel inokulasyondan Once, baliklarin ortama adapte olmalar i¢in 14 giin
beklendi. Calismada Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji

Anabilim Dalinda hazirlanan Aeromonas salmonicida saha susu kullanildi.

Intraperitoneal uygulamadan énce, 1. grup ve kontrol grubu baliklar ayr1 plastik
kiivetlerde % 0,25’lik fenoksietanol soliisyonu ile anesteziye alindi ( Dunier, 1986;
Ozer et al, 1985; Avci, 2004). Birinci grup baliklara insiilin enjektorleri ile 3x10°
hiicre/ml olacak sekilde 0,1 ml bakteri inokulati, kontrol grubu baliklara ise ayni

dozda serum fizyolojik intraperitoneal olarak verildi.

Immersiyon ydntemiyle yapilan uygulamada, ayri bir plastik kapta bulunan 30 1
suya 3x10° hiicre/ml olacak sekilde 3 ml bakteri inokulat1 verildi ve ilk 10 balik 1
saat bu suda bekletildi. ikinci 10 balik icin de yeniden hazirlanan suda ayni
uygulama tekrarlandi. Geriye kalan 5 balik i¢in 15 1 lik suya yine 3x10° hiicre/ml
olacak sekilde 1,5 ml bakteri inokulat1 verilerek, baliklar 1 saat suda bekletildi. Ayn
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uygulamalar 3 giin sonra tekrar edildi. Uygulama isleminden 21 giin sonra
mikrobiyolojik incelemeler ile deneme grubu baliklarda Aeromonas salmonicida
enfeksiyonunun olustugu teyit edildi. Kontrol grubu baliklardan yapilan

izolasyonlarda ise herhangi bir patojen bakteriye rastlanmadi.

3. 6. Histopatolojik inceleme

Olen veya 6ldiiriilen baliklarin sistemik nekropsileri yapildi. Tiim organlardan
alinan 6rnekler %10’luk formalin soliisyonunda tespit edildi. Doku 6rnekleri bilinen
yontemlerle takip edildikten sonra parafinde bloklandi. Daha sonra bu bloklardan
Leica RM-2135 marka mikrotomda 5 p kalinliginda doku kesitleri alindi. Bu
kesitlerin tamami1 Hematoksilen-Eozin (HE), gerekli goriilenler ise bakteri i¢in
Brown-Brenn, yag icin Oil Red O boyama tekniklerine gore boyanarak (Luna, 1968)
Olympus B X 51 151tk mikroskobunda incelendi. Uygun goriilen histopatolojik
bulgular 151k mikroskobuna bagli Olympus C-5050 dijital fotograf makinesi ile

bilgisayar ortamina aktarildu.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4. 1. BULGULAR

iki deneme ve bir kontrol olmak iizere ii¢ grup halinde yiiriitiillen ¢alismada
hastaligin kronik formu sekillendi ve Sliimler 1. grupta 6. giinde, 2. grupta ise 7.
giinde bagladi ve 1. grupta 27 ve 28. giinlerde, 2. grupta ise 23- 25. giinler arasi en
yiiksek seviyesine ulasti. Birinci grupta kalan 3 balik ile 2. grupta kalan 4 balik 31.
giinde Otenazi edildi. Gruplar ile sekillenen dliimlere iligkin bilgiler Sekil 2 ve Sekil

3’de verilmistir.

Kontrol grubunda bulunan 15 balik ise deneme grubundaki dliimlerle es zamanl

olarak Gtenazi edilerek karsilastirmali olarak incelendi.

Olen Balik Sayisi
N

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31

Glnler

Sekil 2. Birinci grupta 6len baliklarin 6liim giinleri ve sayilart.
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Olen Balik Sayisi
N
|

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31

Glnler

Sekil 3. Ikinci grupta 6len baliklarin 6liim giinleri ve sayilari.

4. 1. 1. Klinik Bulgular

Klinik olarak, her iki gruptaki baliklarda istahsizlik, derinin renginde koyulasma
(Sekil 4) ve belirli bolgelerde renk degisiklikleri ile yiizme bozukluklari (yan yiizme,
ters yiizme ve dik yiizme) goriildii. ikinci grupta klinik bulgularin daha siddetli

oldugu gozlendi.
4. 1. 2. Makroskobik Bulgular

Her iki grupta da benzer makroskobik lezyonlar goézlenmis olup bunlarin

gruplara gore dagilimi Cizelge 1’de verilmistir. Bu lezyonlar :
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Dorsal, ventral ve pektoral yiizgeclerin tabaninda kanamalar (Sekil 6),
operkulumundan kuyruk ylizgecine kadar uzanan bdlgede; baz1 baliklarda yaygin,
bazi baliklarda ise yer yer olmak iizere pullarda dokiilmeler dikkati ¢ekti (Sekil 5).
Mide ve bagirsaklarin bos ve hiperemik oldugu gozlendi. Bagirsaklarda ise kanama

goriildil.

Bunlarin disinda 1. grupta 1 balikta sol gozde, 1 balikta sag gozde ekzoftalmus
(Sekil 6) ve periokiiler kanamalar dikkati ¢ekti. Alt1 balikta genel anemi (Sekil 8), 3
balikta sadece solungaglarda anemi, 5 balikta solungaglarda hiperemi gorildii.
Ayrica 4 balikta karinda siskinlik, bunlardan birisinde de karin boslugunda bol
miktarda kanli sivi gozlendi. Bes balikta dalak, 4 balikta da karaciger normalden
biiyiiktii. Iki balikta karaciger normalden kiigiik ve rengi normalden daha agikt1. Iki
balikta bobreklerde kanama, 5 balikta bobrek dokusunda yer yer incelmeler dikkati
cekti. Iki balikta perivisseral dokuda petesiyel kanama odaklarina rastland1 (Sekil 9).

Ikinci grupta ise; 1 balikta sol gozde, 1 balikta da sag gozde periokiiler kanama
(Sekil ~ 7) ve hafif ekzoftalmus, 2 balikta genel anemi, 4 balikta ise sadece
solungaglarda anemi dikkati ¢ekti. Alt1 balikta karacigerin renginde acilma gozlendi
(Sekil 10). Dért balikta da dalak daha biiyiiktii. Ug balikta bobrek dokusunda yer yer

incelmeler belirgindi.
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Cizelge 1. Klinik ve makroskobik bulgularin gruplara gore dagilimu.

Klinik ve Makroskobik 1. Grup 2. Grup
Bulgular (n: Balik Sayisi) (n: Balik Sayisi)
Istahsizlik 25 25
Diizensiz ylizme 16 18

Anemi 6 2

Derinin renginde koyulasma 14 16

Yiizgec tabaninda kanama 9 10
Pullarda dokiilme 15 18
Ekzoftalmus ve periokiiler 2 2

kanama

4. 1. 3. Mikroskobik Bulgular

Genel olarak her iki grupta da biribirine benzer mikroskobik lezyonlar gézlendi.
Ikinci grupta mikroskobik bulgularin daha siddetli oldugu dikkati ¢ekti. Mikroskobik
olarak en dikkat c¢ekici bulgu, kas, solungac, kalp, karaciger, dalak, bobrekler, mide,
pilorik keseler ve bagirsaklarda yangisal yanit olmaksizin bakteri kiimelerinin
goriilmesiydi. Nitekim bakteri i¢in yapilan Brown Bren teknigiyle boyamada pozitif
sonuglar alindi1 (Sekil 13). Lezyonlarin organlara gore sayisal dagilimlar1 Cizelge

2’de; dereceleri ise Cizelge 3’te gosterilmigtir.

Solungaglarda 6dem, hiperplazi, telangiektazi ve bakteri kiimeleri gozlenen
baslica mikroskobik bulgulardi. Odeme bagli olarak genislemis sekonder lamellerin
kapillarlar1 bosluklu ve zincir olusturmus halkalar seklinde goriildii (Sekil 15).
Sekonder lamellerin kapillarlarinda telangiektazi dikkati ¢ekti (Sekil 16). Ayrica bu
lamellerin ¢evresinde yangisal yanit olmaksizin bakteri kiimelerine rastlandi.
Interlamellar epitel hiicre hiperplazilerine bagl sekonder lamellerde kalinlagmalar ve

yapismalar 6zellikle taban bolgelerinde gozlendi (Sekil 14, 15).



33

Kaslarda erime nekrozlar1 saptandi (Sekilll). Bu nekroz alanlarinin biiytikligi
ve lokalizasyon bolgeleri baliklar arasinda farkliliklar gosteriyordu. Bazi myositlerin
hiicre sinirlart belirli kalarak iclerinin tamamen bosaldigi, bazilarinda da yine hiicre
simirlart belli olmak kosuluyla iglerinin yikimlanma firiinleriyle dolu oldugu
gozlendi. Bazi olaylarda bu yikimlanma iirtinlerine serbest halde de rastlandi. Erime

nekrozlarinin oldugu alanlarda yangisal yanit olmaksizin bakteri kiimelerinin varligi

dikkat ¢ekiciydi (Sekil 12).

Kalpte ventrikiiler bosluklarda yangisal yanit olmaksizin bakteri kiimeleri

goriildii.

Karacigerde subkapsiiler erime nekrozlar1 gozlendi (Sekil 21). Ayrica
hepatositlerde keskin kenarli, degisen biiyiikliiklerde vakuoller seklinde yaglanmaya
rastlandi. Yapilan Oil Red O boyamada pozitif sonuglar alindi. Benzeri vakuoller

kontrol grubunda da goézlendi.

Bobrekte kapsiila yiizeyinde ve daha seyrek olarak da tubul liimenlerinde
yangisal yanit olmaksizin bakteri kiimelerine rastlandi. Proksimal ve distal tubuller
ile akitict kanal epitellerinde hidropik dejenerasyon, hematopoietik doku
hiicrelerinde azalma ve glomeruluslarda atrofi gézlenen diger bulgulardr (Sekil 18,

20).

Mide ve pilorik keselerde serozal ylizeyde ve liimende yangisal yanit olmaksizin
bakteri kiimeleri goriildii. Epitel tabakada dokiilmeler saptandi. Submukozada EGC
(Eozinofilik GraniilerHiicreler) sayilarinda artisa ve degraniilasyona rastlandi (Sekil

17)

Bagirsaklarda serozal ylizeylerde ve liimende yangisal yanit olmaksizin bakteri

kiimelerine rastlanda.

Dalakta kapsiila ylizeyinde yangisal yanit olmaksizin bakteri kiimeleri ve

lenfoid dokuda nekrozlar dikkati gekti (Sekil 22).
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Bunlarin disinda 1. grupta; 4 balikta solungaglarda primer ve sekonder lamellerde
kanamalar; 3 balikta perikarditis ile 1 balikta ventrikulusta kanamalar; 4 balikta
karacigerde vena sentralislerde ve kapsiiler yiizeyde yangisal yanit olmaksizin
bakteri kiimeleri; 8 balikta bobrekte subkapsiiler kanama ile 4 balikta intertubuler
bolgede mononiiklear hiicre infiltrasyonlari; 5 balikta mide ve pilorik keselerde epitel
tabakada ve submukozada hiperemi ve orta derecede kanamalar; 3 balikta
bagirsaklarda submukoza ve epitel tabakasinda orta derecede kanamalar; 1 balikta da

pankreas serozasinda bakteri kiimeleri, gézlenen diger bulgulardi.

Ikinci grupta ise solungaglarda 1 balikta EGC sayisinda artis ve degraniilasyon, 2
balikta solungag¢ epitellerinde dokiilmeler; 1 balikta kas demetleri arasinda
kanamalar, 1 balikta kalpte ventrikulusta kanamalar; 3 balikta bobreklerde
subkapsiiler kanamalar; 6 balikta mide ve pilorik keselerde epitel tabakasi ve
submukozada kanamalar; bagirsaklarda 1 balikta submukozada 6dem, 5 balikta
epitel tabakast ve submukozada kanamalar, 1 balikta mezenteriumda bakteri
kiimeleri; dalakta 2 balikta damar c¢evrelerinde mononiiklear hiicre infiltrasyonlar

goze ¢arpan diger bulgulardi.
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Cizelge 2. Mikroskobik bulgular ve organlara gore dagilimi

1. Grup Kaslar | Solung Kalp K.ciger | Bobrek Mide Pilorik | Bagirs. | Dalak
(n: Balik sayisi) kese

Bakteri kiimeleri 7 6 10 4 6 4 4 4 12
Kanama 4 1 8 5 5 3

Odem 15

Hiperemi 5 5

Hiperplazi 15

Dejenerasyon 7

Erime nekrozu 8 6
Yaglanma 6

Epitel dokiilmesi 7 7 2

EGC sayisinda artig 15 15 6
Telangiektazi 8

Lenfoid dokuda azalma 8

2. Grup Kaslar | Solung Kalp K.ciger | Bobrek Mide Pilorik | Bagirs. | Dalak
(n: Balik sayisi) kese

Bakteri kiimeleri 15 11 8 6 12 8 8 2 10
Kanama 1 1 3 6 6 5

Odem 16 1
Hiperemi

Hiperplazi 10

Dejenerasyon 10

Erime nekrozu 15 11
Yaglanma 7

Epitel dokiilmesi 2 6 6 4

EGC sayisinda artig 1 15 15 7
Telangiektazi 4

Lenfoid dokuda azalma 10
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Cizelge 3. Mikroskobik bulgular, derecesi ve organlara gore dagilimi

1. Grup Kaslar Solung Kalp K.ciger | Bobrek Mide Pilorik | Bagirs. Dalak
kese
Bakteri kiimeleri ++ ++ +++ + ++ + + + ++
Kanama + + ++ + + T
Odem +++
Hiperemi + T
Hiperplazi +++
Dejenerasyon r
Erime nekrozu ++ T+
Yaglanma ++
Epitel dokiilmesi ++ r T
EGC sayisinda artis +++ +++ ++
Telangiektazi ++
Lenfoid dokuda azalma ++
2. Gl‘llp Kaslar Solung Kalp K.ciger | Bobrek Mide Pilorik Bagirs. Dalak
kese
Bakteri kiimeleri ++H+ +H+ ++ ++ +++ ++ ++ + N
Kanama + + ++ ++ ++
Odem - n
Hiperemi
Hiperplazi +++
Dejenerasyon .
Erime nekrozu +++ T+
Yaglanma ++
Epitel dokiilmesi + ++ r T
EGC sayisinda artis + +++ -+ ++
Telangiektazi +
Lenfoid dokuda azalma -+

(+) Hafif Derecede; (++) Orta Derecede; (+++) Siddetli
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Sekil 4. Derinin renginde koyulagma (2. grup).

Sekil 5. Deride yaygin pul dokiilmeleri (2. grup).
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Sekil 6. Pektoral yiizgec tabaninda kanama ve sag gézde ekzoftalmus (1. grup).

Sekil 7. Sag gozde periokiiler kanama (2. grup).
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Sekil 8. Genel anemi (1. grup).

Sekil 9. Perivisseral dokuda petesiyel kanamalar (1. grup).
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Sekil 10. Karacigerin renginde agilma (2. grup) Kontrol grubu karacigeri
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Sekil 12. Kas dokuda erime nekrozunun bulundugu alanlarda bakteri kiimeleri (2. grup - oklar ). HE.
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Sekil 14.
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Sekonder lamellerde siddetli hiperplazi (1. grup - oklar). HE.
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Sekil 16. Sekonder lamel kapillarlarinda telangiektazi (2. grup). HE
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Sekil 17. Midede submukozada EGC (Eozinofilik Graniiler Hiicre)’ler de degraniilasyon ve
serbest graniiller (ok - 2. grup). HE.

Sekil 18. Bobrekte tubul epitellerinde hidropik dejenerasyon, hematopoietik doku

hiicrelerinde azalma, glomerulusta atrofi (2. grup). HE.
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Sekil 19. Bobrekte hematopoietik doku (kontrol grubu). HE.
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Sekil 20. Bobrekte hematopoietik doku hiicrelerinde azalma (2. grup). HE.
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Sekil 21. Karacigerde subkapsiiler erime nekrozlari (2. grup). HE.

Sekil 22. Dalakta lenfoid dokuda nekroz (2. grup). HE.
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4. 2. TARTISMA

Furunkiilozis, basta alabaliklar olmak iizere c¢esitli balik familyalarma ait
tirlerde Aeromonas salmonicida’nin olusturdugu, perakut, akut veya kronik seyirli
bir hastaliktir (Ribelin and Migaki, 1975; Roberts, 2001; Erer, 2002). Hastaliga en
duyarli balik familyasi alabaliklardir (Woo and Bruno, 1999). Bu ¢alismada,
bolgemizde yogun bir sekilde yetistiriciligi yapilan, gokkusagi alabaliklar
(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792), Aeromonas salmonicida ile intraperitoneal
yol ve immersiyon yontemiyle enfekte edilmis, deneysel Furunkiilozis olusturularak

klinik, makroskobik ve mikroskobik bulgular incelenmistir.

Hastalikta perakut formun siklikla yavru baliklarda goriildiigii, higbir semptom
gostermeksizin ani Oliimlerle seyrettigi; akut formun genellikle geng baliklarda
goriildiigii ve baliklarin 2-3 giin igerisinde kitleler halinde 61diigii; subakut ve kronik
formlarin ise daha ¢ok yagh baliklarda goriildiigli, oliimlerin yavas basladigi ve
gittikce arttig1 bildirilmistir (Lee and Ellis, 1991; Tanrikul et al., 1996; Vipond et al.,
1998; Woo and Bruno, 1999; Erer, 2002). Bu ¢alismada da 155 + 15 g agirhiinda,
20-25 cm biiyiikligiinde, gokkusagi alabaliklart kullanilmis ve hastaligin kronik
formu olusturulmustur. Sekil 2 ve 3’te de goriildiigii gibi, literatiirlerle uyumlu bir
sekilde, olusturulan kronik enfeksiyonda 6liimler yavas baglamis ve gittik¢e artmistir.
Oliimler 1. grupta 6. giinde baslams, 27 — 28. giinde en yiiksek seviyesine
ulasmigken; 2. grupta 7. giinde baslamis ve 23 - 25. giinlerde en yliksek seviyesine

ulagmustir.

Hastaliga adin1 veren furunkiil olusumunun genellikle yash baliklarda ve
hastaligin kronik formunda meydana geldigi bildirilmistir (Lee and Ellis, 1991;
Tanrikul et al., 1996; Vipond et al., 1998; Woo and Bruno, 1999; Erer, 2002).
Calismamizda da kronik enfeksiyon olusturulmasina ragmen furunkil olusumu
gozlenmemistir. Buna ilaveten, yapilan ¢alismalarda enfeksiyon olusumunda ortam
isisinin 6nemli bir role sahip oldugu, optimum 1s1 araliginin 18-22 C° olmasi
gerektigi, 13 C”nin altinda da kronik enfeksiyonun meydana gelebildigi bildirilmistir

(Bullock et al., 1983; Woo and Bruno, 1999). Bu calismada da deneme siiresince su
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sicakligr 15-18+1 C° arasinda degismis, optimum 1s1 araliginin alt sinirinin 3 C°
altinda gerceklesmistir. Enfeksiyonun olusmasinda bir diger etkili faktor, suyun
oksijenden fakir olmasidir (Woo and Bruno, 1999; Erer, 2002). Normal kosullarda
alabaliklar i¢in oksijen miktarinin 6-7 mg/I’nin altina diigmemesi gerektigi belirtilmis
(Alpbaz, 1995), bu arastirmada kullanilan suda, ¢6ziinmiis oksijen miktar1 9,1-9,4

mg/l olarak belirlenmistir.

Hastaligin kronik formunda klinik ve makroskobik olarak istahsizlik, yiizme
bozukluklari, baligin renginde koyulasma ve deride renk degisiklikleri, hafif
ekzoftalmus, yiizge¢ tabanlarinda kanamalar, viicudun yanlarinda ve yiizgeg
tabanlarinda kiiciik ve ¢ok sayida furunkiillerin gorildigi belirtilmis, biitiin
bunlardan etkenin ekstraselliiler iirinleri sorumlu tutulmustur (Ribelin and Migaki,
1975; Vipond et al., 1998; Woo and Bruno, 1999; Cipriano and Bullock, 2001). Bu
calismada ise uygulamalarin yapildig: giinden itibaren; 1. grupta 5. glinden, 2. grupta
7. giinden sonra istahsizlik; 1. grupta 9. glinden , 2. grupta 12. giinden sonra
baliklarin renginde koyulagma; 1. grupta 4. giinden, 2. grupta 9. giinden sonra deride
renk degisiklikleri; 1. grupta 10. giinden, 2. grupta 14. giinden sonra yiizgec
diplerinde kanamalar; 1. grupta 6. giinden, 2. grupta 12. giinden sonra yiizme
bozukluklari; 1. ve 2. grupta 14. giinden sonra pullarda dokiilmeler goriilmiis; fakat
furunkiiller goriillmemistir. Klinik ve makroskobik bulgular ile gruplara gore sayisal

dagilimi Cizelge 1’de gdsterilmistir.

Mikroskobik olarak enfekte baliklarda en ¢ok dikkat ¢ceken 6zellik yangisal yanit
olmaksizin bakteri kiimelerinin goriilmesidir (Ribelin and Migaki, 1975; Bricknell et
al., 1996). Etkenin salgiladig1 major ekstraselliiler toksinlerden biri olan GCAT nin
yine etkenin yapisal komponentlerinden biri olan LPS ile yaptigt GCAT/LPS
kompleksi hemolitik, 16kositolitik ve sitololitik etkilidir (Lee and Ellis, 1990; Woo
and Bruno, 1999; Cipriano and Bullock, 2001). Bu etkilere bagli olarak
hematopoietik doku yikimi meydana gelmekte, bu da  bobrekte interstisyel
hematopoietik doku hiicrelerinde azalma ve dalakta nekrozlara yol agmaktadir.
Ayrica bakterinin bir diger yapisal komponenti olan A-Layer Protein, bir adhezin

olarak etkenin makrofajlara baglanma, icerisine girme ve i¢inde gelisimine devam



49

etmesini saglayarak fagositozisin dnlenmesine yol agmaktadir (Garduno et al., 1993;
Daly et al., 1996; Garduno et al., 2000; Cipriano and Bullock, 2001). Meydana gelen
hematopoietik doku yikimi ve fagositozis 6nlenmesi, i¢ organlarda yangisal bir yanit
goriilmeksizin bakteri kiimelerinin olugsmasina neden olmaktadir. Bu calismada da
kaslarda, solungaglarda, kalpte, midede, pilorik keselerde, bagirsaklarda, bobreklerde
ve dalakta yangisal bir yanit goriilmeksizin bakteri kiimeleri goriilmiistiir. Nitekim
Brown-Brenn boyama yontemi ile yapilan boyamada da bakteri kiimelerine iliskin
pozitif sonucglar almmistir. Deneme grubu baliklarin biiyilk c¢ogunlugunda
hematopoietik doku yikimi meydana gelmesine ragmen ayni oranda bir anemi
tablosu goriilmemistir. Bu da aneminin meydana gelmesi icin yeterli zamanin
olmayis1 seklinde yorumlanmistir. Nitekim uygulamalarin yapildig: giinden itibaren
1. grupta 27. giinde, 2. grupta da 29. giinlerde anemi goriilmeye baslanmustir.
Baliklarda aneminin goriildiigli giinlerin, denemenin son giinleri olmasi da bu

yorumu destekler bulgular olarak degerlendirilmistir.

Kaslarda gozlenen erime nekrozlar1 6zellikle bakterilerin yogun olarak lokalize
olduklar1 bolgelerde meydana gelmektedir. Bakterinin salgiladigi bir ekstraselliiler
toksin olan EP’ de bulunan proteazin 6zellikle kaslarda gdzlenen erime nekrozlarinin
temel nedeni oldugu bildirilmis (Lee and Ellis, 1991), sunulan bu ¢alismada da
yukarida bildirilenlerle uyumlu olarak 1. grupta 8, 2. grupta ise 15 balikta kaslarda

erime nekrozlar1 gézlenmistir.

Solungaglarda primer ve sekonder lamellerde bakteri kiimelerinin damarlarda
trombozlara yol agmast sonucu 6dem goriildiigii bildirilmistir (Roberts, 2001). Bu
calismada ise oOzellikle sekonder lameller g¢evresinde yogun bakteri kiimeleri
goriilmesine ragmen, damarlarda ayn1 yogunlukta bakteri kiimelerine ve buna bagh
olarak da trombozlara  rastlanmamistir. Ancak yaygin bir bi¢gimde O6dem
gbzlenmistir. Ayrica ¢alismada, sekonder lamellerin 6zellikle taban bolgelerinde
kalinlasma ve biribirine yapigmalar ile hiperplaziler dikkati ¢ekmistir. Nitekim
sekonder lamellerdeki yapismalarin siddetli lamellar hiperplazilere bagli olarak
sekillendigi bildirilmis (Hibiya, 1982), bu calismada gozlenen sekonder lamellerdeki

yapismalarin da lamellar hiperplazilerden kaynaklandig1 goriisiinii destekler bulgular
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olarak degerlendirilmistir. Bunlarin disinda solungaglarda fiziksel travmalar sonucu
olustugu bildirilen telangiektaziler (Hibiya, 1982), bu ¢alismada da 1. grupta 8, 2.
grupta ise 4 balikta dikkati ¢ekmis ve nakiller sirasinda meydana gelen fiziksel

travmalara yorumlanmustir.

Aeromonas salmonicida’nin ekstraselliiler {riinlerinin letal dozlarda baliklara
enjeksiyonunun hastaligin tipik klinik semptomlarinin ve makroskobik bulgularinin
olugmasina, solungaglarda ve bagirsaklarda bulunan EGC’ler de siddetli
degraniilasyona neden oldugu, bununda solungaglar etrafindaki kan akiminda
diizensizlige, dolasim yetersizligine ve sonucta baligin Sliimiine yolactig1 bildirilmis
(Ellis, 1985; Lee and Ellis, 1991; Vipond et al., 1998), sunulan bu ¢alismada da mide
ve pilorik keselerin submukozalarinda ve sadece bir balikta solungaglarda EGC
sayisinda artisa ve degraniilasyona rastlanmistir. Meydana gelen bu degraniilasyonun
yol agtig1r dolagim bozuklugunun solungaglarda goézlenen yaygin 6demin nedeni

olabilecegi diisliniilmiistiir.

Hastalikta oOnemli bir bulgu olarak goéze carpan bakteri kiimelerinin kalpte
stazise ve buna bagli olarak myokartta nekroza yol agtig1 bildirilmistir ( Ribelin and
Migaki, 1975; Bricknell et al., 1996). Bu arastirmada kalpte ventrikiiler bosluklarda

bakteri kiimelerine rastlanmis fakat myokartta nekroz goriilmemistir.

Karacigerde hepatositlerde yaglanma saptanmis, hem kontrol hem de deneme
gruplarinda goriilmesi nedeniyle hastalifa spesifik bir bulgu olmayip baska

nedenlerden meydana gelebilecegi diistiniilmiistiir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Sonu¢ olarak; intraperitoneal yol ve immersiyon yontemi kullanilarak
Aeromonas salmonicida ile enfekte edilen gokkusagi alabaliklarinda deneysel olarak
kronik Furunkiilozis olusturulmus, lezyonlar makroskobik ve mikroskobik olarak
incelenmistir. Her iki grupta da makroskobik olarak dorsal, ventral ve pektoral
yilizgeglerin tabaninda kanamalar, operkulumdan kuyruk yilizgecine kadar uzanan
bolgede; bazi baliklarda yaygin, bazi baliklarda ise yer yer olmak iizere pullarda
dokiilmeler; mikroskobik olarak solungaglarda, kaslarda ve i¢ organlarda yangisal
yanit olmaksizin bakteri kiimeleri ile kaslarda ve dalakta erime nekrozlari,
bobreklerde hematopoietik doku hiicrelerinde azalma gibi bulgular sekillenmistir.
Ayrica immersiyon yonteminin uygulandigi 2. grupta klinik ve mikroskobik
bulgularin daha siddetli meydana geldigi gozlenmis, deneysel c¢aligmalarda
immersiyon yonteminin kullanilmasinin intraperitoneal yola gére daha uygun oldugu

kanisina varilmustir.
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OZET

Bu arastirma Aeromonas salmonicida ile deneysel Furunkiilozis’in
intraperitoneal yol ve immersiyon yOntemiyle olusturulmasi, makroskobik ve
mikroskobik bulgularin incelenmesi amaciyla yapildi. Bu amag igin, 50 adet deneme
grubu, 15 adet kontrol grubu olmak {izere toplam 65 adet, 155 + 15 g agirliginda, 20-
25 cm biyiikliginde gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792)
kullanild1. intraperitoneal yolla olusturulan enfeksiyonda (1. Grup) 25 adet baliga
3x10° hiicre/ml olacak sekilde 0,1 ml bakteri inokulati verildi. immersiyon
yontemiyle uygulama yapilan diger gruptaki (2. Grup) 25 adet balik, 3x10° hiicre/ml
olacak sekilde 3 ml bakteri inokulati verilen 30 1 suda 1 saat bekletildi. Aym
uygulama 3 giin sonra tekrar edildi. Kontrol grubundaki 15 baliga ise 0,1 ml serum
fizyolojik intraperitoneal olarak verildi. Birinci grupta ilk 6liim, uygulamanin 6.
giinlinde, 2. grupta ise 7. giiniinde meydana geldi ve kalan 7 balik (3 adet 1. grup, 4
adet 2. grup) uygulamanin 31. giinlinde Otenazi edildi. Bu baliklarin sistemik

nekropsileri yapildi, makroskobik ve mikroskobik bulgular degerlendirildi .

Her iki deneme grubunda da hastaligin kronik formu sekillendi. Baliklarda klinik
ve makroskobik olarak, istahsizlik, derinin renginde koyulasma, ylizme bozukluklari,
dorsal, ventral ve pektoral yiizgeclerin tabaninda kanamalar, operkulumundan
kuyruk yiizgecine kadar uzanan bolgede; bazi baliklarda yaygin, baz1 baliklarda ise

yer yer olmak tlizere pullarda dokiilmeler dikkati ¢ekti.

Her iki deneme grubunda, mikroskobik olarak, kaslarda, solungaglarda, kalpte,
midede, pilorik keselerde, bagirsaklarda, bobreklerde ve dalakta yangisal bir yanit
goriilmeksizin bakteri kiimeleri; kaslarda erime nekrozlari; dalakta lenfoid dokuda
nekrozlar; bobrekte hematopoietik doku hiicrelerinde azalma; solungaglarda 6dem,

hiperplazi ve telangiektazi saptandu.
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SUMMARY

This research was carried out to constitute experimental furunculosis with
Aeromonas salmonicida using intraperitoneal route and immersion method, as well
as to investigate macroscopic and microscopic findings. For this reason, a total of 65
(50 experimental and 15 control) rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum,
1792) (weight 155 + 15 g and 20-25 cm in size) were used. Aeromonas salmonicida
at a concentration of 3x10° cfu/ml ( 0,1 ml per fish) was intraperitoneally injected to
twenty five fish (first group). Another group (second group) were immersed into 30 1
water inoculated with 3 ml of bacterial inoculum (3x10° cfu/ml) for one hour. The
same application was repeated after three days. Sterile saline solution (0,1ml/fish)
was intraperitoneally injected to control group. The first deaths were observed on the
6" day of application in the first group and on the 7" day of the second group. The
remaining alive fish were killed on the 31* day of application (7 fish- 3 fish first
group, 4 fish second group). The death and euthanasied fish were necropsied,

macroscopic and microscopic findings were evaluated.

The chronic form of disease was observed in both groups. Anorexie, darkening
in the skin, irregular swimming, hemorrhage at the dorsal, ventral and pectoral base
of fins were the main clinic and macroscopic findings. However, in some fish,
diffused or focal scale eruption on the dermis from operculum to caudal fin were

observed.

Microscopically, foci of bacteria with no inflammatory response were observed
especially in the muscles, gills, heart, stomach, pyloric caeca, intestines, kidney and
spleen , in both of experimental groups. In addition, liquefactive necrosis in the
muscles, reduction in the lymphoid cells of hematopoietic tissue of kidney, oedema,

hyperplasia and telangiectasi in the gills were determined.
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