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OZET

AEROMONAS VERONIi iLE DOGAL ENFEKTE LEVREKLERDE PATOLOJIK
VE IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Berke E. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Patoloji
(Veteriner) Doktora Tezi, Aydin, 2022.

Amac¢: Bu arastirma Aeromonas veronii ile dogal enfekte levreklerde, makroskobik,
histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak enfeksiyonunun nasil bir yayilim, yogunluk
gosterdigini aragtirmak amaci ile yapilmustir.

Gereg ve Yontem: Bu calismada; Aeromonas veronii ile enfekte 22 adet levrek makroskobik,
bakteriyolojik, histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak incelenmistir. Histopatolojik
incelemelerde rutin HE boyamanin yani sira, Ziehl-Neelsen ve Brown-Hopps boyamalar
yapilmigtir. Immunohistokimya i¢in Yeni Zelanda Albino tavsani kullanilarak poliklonal
antikor tretilmis olup, bakteriyolojik incelemede ise sekans analizleri, APl 20E ve VITEK-2
analizleri uygulanmstir.

Bulgular: Elde edilen bakterilerin sekans datalar1 gen bankasinda eslestirildiginde
bakterilerin Aeromonas veronii ile %96-98 arasinda degisen oranlarda benzerlik gosterdigi
goriilmiistiir. Histopatolojik olarak ise graniilomlar en dikkat c¢ekici bulgu olmustur.
Immunohistokimyasal ~ veriler ~ bakterinin  graniilomlarda  ¢ogunlukla  makrofaj
sitoplazmalarinda yer aldigin1 ve yeni generasyonlarini bu hiicrelerde sekillendirdigini
gostermektedir.

Sonug¢: Nekropsi ve histopatolojik bulgularin ayirici tanida yetersiz kalmasi, bakteriyolojik
kiiltiirii takiben kimyasal ve molekiiler metodlarin ise uzun bir siirece yayilmasi tanida
gecikmelere yol acgabilece§i sonucunu dogurmustur. Bu ylizden immunohistokimyasal
metodlarin da taniya eklenmesi gerektigi sonucu dogmustur.

Anahtar kelimeler: Aeromonas veronii, Bakteriyoloji, Histopatoloji, Immunohistokimya,

Levrek
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ABSTRACT

PATHOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL FINDINGS OF NATURALLY
INFECTED EUROPEAN SEA BASS BY AEROMONAS VERONII

Berke E. Aydin Adnan Menderes University Institute of Medical Sciences Pathology
(Veterinary) Department PhD Thesis, 2022.

Objective: This study was carried out to investigate the extent and intensity of the
macroscopic, histopathological and immunohistochemical infection in naturally infected sea
bass with Aeromonas veronii.

Material and Methods: In this study; 22 European sea bass infected with Aeromonas veronii
were  examined macroscopically, bacteriologically, histopathologically  and
immunohistochemically. Ziehl-Neelsen and Brown-Hopps stainings were performed in
addition to routine HE staining in histopathological examinations. Polyclonal antibody was
produced using New Zealand Albino rabbit for immunohistochemistry, and sequence
analyzes, APl 20E and VITEK-2 analyzes were applied in bacteriological examination.
Results: When the sequence data of the obtained bacteria were matched in the gene bank, it
was observed that the bacteria showed similarity with Aeromonas veronii at rates varying
between 96-98%. Histopathologically, granulomas were the most striking finding.
Immunohistochemical data show that bacteria are mostly located in macrophage cytoplasm in
granulomas and form new generations in these cells.

Conclusions: The inadequacy of necropsy and histopathological findings in the differential
diagnosis, and the spread of chemical and molecular methods over a long period of time
following bacteriological culture have resulted in delays in diagnosis. Therefore, it was
concluded that immunohistochemical methods should be added to the diagnosis.

Key words: Aeromonas veronii, Bacteriology, Histopathology, Immunohistochemistry,

European Sea Bass
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1. GIRIS

Tiirkiye balik iiretiminde yillik 310.800 ton ile Avrupa’da Norveg’ten sonra ikinci
sirada yer almaktadir (Resim 1). Bu iiretimin 95.000 tonunu Avrupa levregi (Dicentrarchus
labrax) olusturmaktadir (Tablo 1) (The Federation of European Adquaculture Producers
[FEAP], 2021). Avrupa levregi (Dicentrarchus labrax), Akdeniz su tiriinleri yetistiriciliginde
ekonomik olarak 6nemli bir tiirdiir (Cardia ve Lovatelli, 2007) ve bu balik tiiriiniin en biiyiik
iireticisi Tiirkiye olup bunu Yunanistan, Fransa ve Ispanya takip etmektedir (Tablo 2) (FEAP,
2021).

Bulasici hastaliklar, sadece balik kayiplariyla ilgili dogrudan finansal maliyetler yoluyla
degil, ayn1 zamanda hastalik yonetimi uygulamalariyla ilgili dolayli maliyetler ve iiriin
degerinin amortismani yoluyla da kiiltiir balik¢ilig1 endiistrilerini tehdit etmektedir. Potansiyel
hastalik ajanlar1 arasinda bakteriyel patojenler en sik karsilasilanlardir (Lafferty ve digerleri.,
2015; Meyer, 1991).

Akdeniz havzasinda tanimlanan yeni patojenlerin sayist zamanla hizla artmistir ve
Aeromonas tiirleri, deniz baliklarindaki en yaygin bulasici hastaliklardan biri olarak 6n plana
cikmaktadir (Dingtiirk ve Tanrikul, 2021).

Aeromonas cinsi (Aeromonadaceae familyasi, Gammaproteobacteria sinifi), su
ortamlarinda otokton olarak kabul edilen ve son zamanlarda onemi artan patojenler olarak
kabul edilmekle birlikte baliklar ve insanlar da dahil olmak {izere birgok hayvan tiiriinde ¢ok
sayida hastaliga neden olan bakterileri icermektedir (Sreedharan ve digerleri, 2013).
Aeromonadlar olarak adlandirilan bu bakteriler suda serbest olarak yasayabilirler, ¢esitli su
hayvanlarinda sindirim sisteminde yasayan ve patojenik etki gdstermeyen ya da Onemli

patojenler olarak iki gruba ayrilirlar (Hanson ve digerleri, 2019).

Baliklarda Aeromonas cinsi bakterilerin neden oldugu hastaliga Motil Aeromonas
Septisemi (MAS) denir. Bu patojenler ayn1 zamanda amfibilerde, siiriingenlerde, kuslarda ve
insanlar dahil memelilerde 6nemli bir hastalik nedenidir. Hareketli Aeromonadlar, tiim tatli su
ve aci su balik tiirlerini enfekte eder ve balik kiiltiirli operasyonlarinda énemli ekonomik

hasara neden olur (Hanson ve digerleri, 2019).

Levreklerde Aeromonas veronii ile ilgili yapilan g¢alismalardan elde edilen klinik

bulgulara gore, hastaliktan etkilenen ana organlar dalak, karaciger ve bobrek olarak



bulunmustur (Smyrli ve digerleri, 2017). Dalakta, organin yiizeyi boyunca ¢ok sayida beyaz

nodiil ve biiylime tespit edilmis olup, ilerlemis vakalarda, bobrek parankiminde biiyiik 6l¢iide

goriilebilen yaygin nekroz varligi ile bobregin de biiyiidiigii bildirilmistir. Karacigerde

nekrotik odaklar ve yaygin kanamalar gozlenmistir (Smyrli ve digerleri, 2017; Dingtiirk ve

Tanrikul, 2021). Karinda siskinlik, bag ve agiz g¢evresinde Ozellikle list ve alt ¢enede

kanamalar, operkulum, viicudun ventral tarafinda ve aniis ¢evresinde iilseratif lezyonlar tespit

edilmistir (Dingtiirk ve Tanrikul, 2021).

Tablo 1. Ulkemizde 2014-2020 yillar1 arasinda iiretilen balik miktarlar1 (FEAP, 2021).

Uretim Miktarlari (Ton)

Balik Tiirii 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
Alabalik 107.533 101.550 100.300 100.500 110.000 95.000 95.000
Levrek 74.653  77.000 72342 84.000 75.000 105.000 95.000
Cipura 41873  48.000 67.612 72.000 83.000 99.000 110.000
Tiirk Somonu 4.812 5.450 5.000 7.000 11.000 8.000 7.500
Grany6z 3.281 2.000 2.500 3.300 3.300
Toplam Uretim 232.152 234.000 247.754 263.500 279.000 310.300 310.800

Tablo 2. Diinyada 2014-2020 yillar1 arasinda tiretilen levrek miktarlar1 (FEAP, 2021).

Uretim Miktarlari (Ton)

Ulke 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
Tiirkiye 74.653  77.000 72342 84.000 75.000 105.000 95.000
Yunanistan 42.000 45.000 46.000 44.000 45500  55.200 52.000
Ispanya 17376  21.324 23445 21269 22460  27.335 22.886
Italya 6.500 6.450 6.800 5.600 7.300 7.000 7.400
Hirvatistan 3.215 4.075 5.310 5.616 6.220 6.089 6.637
Fransa 2.021 1.980 1.928 1.945 1.433 2.123 2.100
Kibris 1.817 1.725 1.442 1.500 1.500 2.836 2.500
Portekiz 400 297 427 701 200 882 500
Toplam Uretim 147982 157.851 157.694 164.631 159.613 206.465 189.023



Resim 1. Agik denizde yiizer kafeslerde ¢ipura ve levrek yetistiriciligi.

Levreklerde yapilan histopatolojik incelemelerde ise kronik graniilomatéz inflamasyon
ile karakterize sistemik bir enfeksiyon dikkati gekmistir. incelenen bébrek, karaciger, dalak ve
kas dokularinin tiimiinde lezyonlar goriilmiistiir. Birkag¢ lezyon nekrotik ve kalsifiye olurken,
graniilomlarin siklikla ¢ubuk sekilli bakteri odaklarini igerdigi, deri lezyonlarinda kazeoz
nekroz belirginken, karacigerde siklikla iyi smirli nekrotik lezyonlar bulundugu ve
bakterilerin bobrekte graniilomatz olmayan alanlarda da gozlendigi bildirilmistir (Smyrli ve

digerleri, 2017).

Levreklerde graniilomlarla seyreden diger hastaliklar —Fotobakteriyozis ve
Mikobakteriyum enfeksiyonlaridir. Bu bakteriler arasindaki bazi morfolojik ve biyokimyasal

farkliliklar Tablo 3’te 6zetlenmistir.

Fotobakteriyozis ya da ‘balik pastorellozisi’, Vibrionaceae ailesinin bir {liyesi olan,
Gram negatif ve halofilik bakteri Photobacterium damselae subsp. piscisida tarafindan
meydana gelmektedir (Osorio ve digerleri., 2000). Bakteri hareketsiz, Gram negatif, bipolar
cubuk seklinde, oksidaz ve katalaz pozitif, fermentatiftir ancak oksidasyon fermentasyonu
(O/F) glukoz ortaminda gaz tiretimi yoktur ve vibriostatik ajan 0/129'a duyarlidir (Magarinos
ve digerleri., 1996). Fotobakteriyozis, genis konak¢1 yelpazesi, yiiksek 6liim orani ve her
yerde bulunan dagilimi nedeniyle diinya ¢apinda kiiltiir balikgiliginda en tehlikeli bakteriyel
hastaliklardan biri olarak kabul edilmektedir (Barnes ve digerleri., 2005). Farkli dokularda ve
fagositlerin iginde bulunan bakteriler hastaligin akut ve kronik formlarin1t meydana getirirler.

Akut formda multifokal nekrozlar karaciger, dalak ve bobrekte meydana gelir ve bakteriler,



fagositler, kilcal damarlar ve intersitisyumda birikim gosterirler. Kronik lezyonlar ig
organlarda, yaklastk 0.3-0.5 mm c¢apli beyaz tiiberkiillerin varhg: ile karakterizedir
(Magarinos ve digerleri., 1996).

Mikobakteriyozis veya "balik tiiberkiilozu", tim diinyada teleost baliklar1 etkileyen
kronik progresif bir hastaliktir. Etken, zay1f Gram pozitif, aerobik, aside direngli ve hareketsiz
ve ¢ubuk seklindedir. Mycobacterium marinum, tatli su, aci su ve tuzlu su ortamlarinda
baliklar1 enfekte ettigi bilinen belki de en yaygin izole edilen tiirdiir. Hasta baliklarda deride
eritem ve ilserler goriiliir. Nekropside dalak ve kranial bobrekte grantilomlar goriiliir. Bu
graniilomlarin Ziehl-Neelsen boyanmasi sonucu aside direngli bakteriler kolayca tespit

edilebilir (Ravid-Peretz ve digerleri, 2019).

Tablo 3. Levreklerde graniilomlarla seyreden hastaliklarin baz1 morfolojik ve biyokimyasal
farkliliklari.

Gram Sekil Motilite Oksidaz Katalaz Referans
Boyama
Aeromonas veronii  Negatif  Cubuk Hareketli Pozitif Pozitif ~ Dingtiirk ve

Tanrikul, 2021

Photobacterium Negatif ~ Bipolar Hareketsiz  Pozitif Pozitif Magarinos ve
damselae subsp. Cubuk digerleri., 1996
piscisida

Mycobacterium Pozitif ~ Cubuk Hareketsiz Ravid-Peretz ve
marinum digerleri, 2019

Aeromonas veronii, Ege Denizi'nin her iki yakasinda (Bati/Dogu) levreklerde goriilen
tim Aeromonas enfeksiyonlari vakalarinda en yaygin tiirdiir (Smyrli ve digerleri, 2017).
Hastaligin son yillarda, su sicakliginin 18°C altinda oldugu donemler hari¢ tiim yil boyunca
(Mart — Aralik) izole edilmesi bolge igin ciddi problem olusturmaktadir (Smyrli ve digerleri,
2019). Aeromonas veronii’nin neden oldugu hastaliktan dolay1 levreklerde yiiksek morbidite

ve mortalite olusturmaktadir (Smyrli ve digerleri, 2017).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Etiyoloji

Aeromonas cinsi (Aeromonadaceae familyasi, Gammaproteobacteria sinifi), su
ortamlarinda otokton olarak kabul edilen ve son zamanlarda énemi artan patojenler olarak
kabul edilmekle birlikte baliklar ve insanlar da dahil olmak {izere bir¢ok hayvan tiiriinde ¢ok
sayida hastaliga neden olan bakterileri icermektedir (Sreedharan ve digerleri, 2013).
Aeromonad ’lar olarak adlandirilan bu bakteriler suda serbest olarak yasayabilirler, ¢esitli su
hayvanlarinda sindirim sisteminde yasayan ve patojenik etki gostermeyen ya da onemli

patojenler olarak iki gruba ayrilirlar (Hanson ve digerleri, 2019).

1891 yilina ait oldugu diisiiniilen ilk izolatlar, Bacillus hydrophilus fuscus (giiniimiizde
Aeromonas hydrophila) olarak adlandirilmistir (Fernandez-Bravo ve Figueras, 2020). Bu cins
1965 yilinda Vibrio ve Plesiomonas cinsleri ile Vibrionaceae familyasina dahil edilmistir.
1986 yilinda Colwell ve digerleri Aeromonas'in farkli bir filogenetik dal olusturdugunu ve
boylece Aeromonadaceae ailesini olusturdugunu gostermistir (Tanaka ve digerleri, 2012).
1970'lerin ortalarinda, cinsin tiirleri, farkli 6zelliklerine gore iki gruba ayrilmistir: Mezofilik
grup (Optimal tireme 35-37°C) insanlarda gesitli enfeksiyonlardan sorumlu olan Aeromonas
hydrophila olarak tanimlanirken psikrofilik grup (Optimal ireme 22-28°C) ise balik
hastaliklariyla baglantili ve Aeromonas salmonicida olarak isimlendirilmistir (Tanaka ve
digerleri, 2012; Tanaka ve digerleri, 2017).

Aeromonas tiirleri baliklarda genel olarak hemorajik septisemi, yiizge¢ nekrozu,
yumusak doku nekrozu ve furunkiiloza neden olurlar (Aberoum ve Jooyandeh, 2010). Bu
tirler arasindan Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae ve Aeromonas veronii zoonotik
ozellige sahip motil Aeromonas’lardandir (Tekedar ve digerleri, 2019). Insanlarda ise motil
Aeromonas tiirleri yumusak doku yara enfeksiyonlari, diyare ve Olimciil hemorajik

septisemilere neden olabilirler (Han ve digerleri, 2007).

2016 yilinda yapilan bir ¢alismada, Aeromonas cinsinin 31 tiir icerdigi, bunlar arasinda
Aeromonas  hydrophila, Aeromonas sobria, Aeromonas caviae, Aeromonas
allosaccharophila, Aeromonas veronii bivar sobria ve veronii ve Aeromonas encheleia

tirlerinin hareketli ve baliklarda hastalia neden oldugu belirtilmistir (Stratev ve Odeyemi,



2017). Giiniimiizde ise Aeromonas cinsinde 1943'ten beri tanimlanmis ve yayimlanmig olan
36 tiirden bahsedilmektedir: Aeromonas allosaccharophila, Aeromonas aquatica, Aeromonas
aquatilis, Aeromonas australiensis, Aeromonas bestiarum, Aeromonas bivalvium, Aeromonas
cavernicola, Aeromonas caviae, Aeromonas crassostreae, Aeromonas dhakensis, Aeromonas
diversa, Aeromonas encheleia, Aeromonas enterica, Aeromonas eucrenophila, Aeromonas
finlandiensis, Aeromonas fluvialis, Aeromonas hydrophila, Aeromonas intestinalis,
Aeromonas jandaei, Aeromonas media, Aeromonas molluscorum, Aeromonas lacus,
Aeromonas lusitana, Aeromonas piscicola, Aeromonas popo_i, Aeromonas rivipollensis,
Aeromonas rivuli, Aeromonas salmonicida, Aeromonas sanarellii, Aeromonas schubertii,
Aeromonas simiae, Aeromonas sobria, Aeromonas taiwanensis, Aeromonas tecta, Aeromonas

trota, ve Aeromonas veronii (Fernandez-Bravo ve Figueras, 2020).

Tatl su baliklarinda Aeromonas tiirleri hastalik olusturan firsat¢1 patojenlerdir (Van der
Marel ve digerleri, 2008). Tatli su siis baliklarinda yapilan bir ¢alismada, Aeromonas
veronii'nin hastalik salginlarinin olumsuz ¢evresel kosullarla birlikte meydana geldigi
goriilmiistiir. Hastalik icin baglica predispoze faktorlerin stres, sicaklik soku, diisiik oksijen
seviyesi, yliksek amonyak ve olumsuz su kalitesi kosullart oldugu bildirilmistir (Sreedharan

ve digerleri, 2013).

Aeromonas veronii; Aeromonas veronii bv. veronii ve Aeromonas veronii bv. sobria
olmak tizere iki biyovara ayrilmigtir. Her iki tiir de Gram negatif, cubuk seklinde, mezofilik,
hareketli bakterilerdir (Janda ve Abbott, 2010). Aeromonas veronii bv. sobria'nin eskiilin
hidrolizi ve ornitin dekarboksilaz i¢in negatif, Aeromonas veronii bv. veronii'nin ise bu
reaksiyonlar igin pozitif oldugu bildirilmistir (Altwegg ve digerleri, 1990; Austin ve digerleri,
1996). Ayrica, Aeromonas veronii bv. veronii arginin dihidrolaz i¢in negatiftir, salisin'den asit

tiretir ve tartarat kullanir (Abbott ve digerleri, 2003).

2.2. Epizootiyoloji

Aeromonas cinsi, ¢ok sayida ekosisteme genis bir sekilde dagilmistir. Cesitli su
ortamlarinda yaygin olarak bulunur (Janda ve Abbott, 2010; Salvat ve Ashbolt, 2019). Ayrica
cevresel ve klinik 6rneklerden de izole edilmistir (Janda ve Abbott, 2010; Pessoa ve digerleri,
2019). Aeromonas’lar esasen mikrobiyal biyosferde her yerde bulunur. Bakteriyel

ekosistemlerin bulundugu hemen hemen her c¢evresel nisten izole edilebilirler. Bunlar



arasinda, sucul ortamlar, baliklar, yiyecekler, evcil hayvanlar, omurgasiz tiirler, kuslar,
keneler ve bocekler ile dogal topraklar bulunur. Aeromonas’larin bulunabilecegi ortamlarin

¢ok genis olmasi sonucu, insanlar ve diger canlilar bu bakterilere kolaylikla maruz

kalabilmektedir (Janda ve Abbott, 2010).

Su ortamindaki Aeromonas’lara yiizey sulari, yeralti sulari, igilebilir ve siselenmis sular,
deniz suyu ve sulama sularinda rastlanmistr (Janda ve Abbott, 2010; Salvat ve Ashbolt, 2019;
Monfort ve Baleux, 1990). Aeromonas'in atik sudaki insidansi yiiksektir (McLellan ve
digerleri, 2010) ve sudaki bakteri konsantrasyonun karasal atik sularla baglantili olabilecegi
goriilmiistlir (Araujo ve digerleri, 1990). Atik su aritma tesislerinde suyu geri kazanmak icin
yapilan geleneksel aritmalarin, Aeromonas konsantrasyonunu c¢ogunlukla azaltmadigi
belirlenmistir (Salvat ve Ashbolt, 2019). Geleneksel aritmalarla birlikte, kimyasal (ozon,
klorlama) ve fiziksel (ultraviyole radyasyon) tedaviler gibi ek tedaviler yapilirsa,
Aeromonas’in tamamen ortadan kalktigi bildirilmistir (Latif-Eugenin ve digerleri, 2016).
Diger bir dogal tedavi yontemi ise lagiinlemedir. Lagiinleme, atik sular1 s1g havuzlarda veya
lagiinlerde geg¢ici olarak depolayarak Aeromonas seviyelerinin azalmasini saglayan bir aritma
islemidir (Boussaid ve digerleri, 1991). Geri kazanilan su, mikrobiyolojik kalitesine bagl
olarak sulama suyu olarak kullanilabilir (Latif-Eugenin ve digerleri, 2016). Aeromonas iceren
sulama suyu ile sulanan meyve ve sebzelerde kontaminasyon riski vardir (Latif-Eugenin ve
digerleri, 2016) ve bu da insanlarda enfeksiyona neden olabilir (Fernandez-Bravo ve Figueras,
2020).

Salmonid balik tiirlerinden genellikle Aeromonas salmonicida ve Aeromonas
hydrophila tiirleri izole edilmektedir (Beaz-Hidalgo ve digerleri, 2009; Beaz-Hidalgo ve
digerleri, 2010). Diger balik tiirlerinden izole edilen Aeromonas tiirleri ise Tablo 4’te

Ozetlenmistir.

Ispanya’da 2012 yilinin Mayis ve Haziran aylarinda levreklerde iki adet Aeromonas
salmonicida salgini bildirilmistir. Salgindan etkilenen baliklar 9 + 1.0 gram olarak tartilmis ve
salginlarin goriildiigii ddnemde su sicakligi 16 — 17°C arasinda oldugu dl¢ililmiistiir. Salgindan
etkilenen kafeslerde kiimiilatif mortalitenin %3.8 oldugu bildirilmistir (Fernandez-Alvarez ve

digerleri, 2016).

Cin’de Aeromonas sobria ile enfekte yavru (50 gram) tilapyalarda (Oreochromis
niloticus) su sicakliginin 25°C oldugu donemde %85’¢ varan oranlarda mortaliteler

goriilmistiir (Li ve Cai, 2010).



Ulkemizde ise Karadeniz bdlgesinde 2002 Haziran ayinda su sicakligi 16°C’ye
ulastiginda 5-6 gramlik levreklerde ve 2002 Temmuz ayinda 100 gramlik levreklerde iki

farkli Aeromonas salmonicida salgini bildirilmistir. Her iki salginda da kiimiilatif mortalite

%20’ye ulagmistir (Demircan ve digerleri, 2005) (Tablo 4).

Tablo 4. Farkli balik tiirlerinden izole edilen Aeromonas tiirleri.

Aeromonas tiirii Balik tiirleri Referans
A. allosaccharophila  Yilan balig1 Martinez-Murcia ve digerleri, 1992; Esteve ve
digerleri, 1995 (a); Esteve ve digerleri, 1995 (b);
Esteve ve digerleri, 2009; Yi ve digerleri, 2013
A. bestiarum Sazan Martinez-Murcia ve digerleri, 1992; Esteve ve
digerleri, 1995 (a); Esteve ve digerleri, 1995 (b);
Esteve ve digerleri, 2009; Yi ve digerleri, 2013
A. caviae Yilan balig: Martinez-Murcia ve digerleri, 1992; Esteve ve
digerleri, 1995 (a); Esteve ve digerleri, 1995 (b);
Esteve ve digerleri, 2009; Yi ve digerleri, 2013
A. dhakensis Yilan baligi Martinez-Murcia ve digerleri, 1992; Esteve ve
digerleri, 1995 (a); Esteve ve digerleri, 1995 (b);
Esteve ve digerleri, 2009; Yi ve digerleri, 2013
A. encheleia Sazan Martinez-Murcia ve digerleri, 1992; Esteve ve
digerleri, 1995 (a); Esteve ve digerleri, 1995 (b);
Esteve ve digerleri, 2009; Yi ve digerleri, 2013
A. hydrophila Salmonidler, Tilapya, Martinez-Murcia ve digerleri, 1992; Esteve ve
Yilan baligi, Sazan, digerleri, 1995 (b); Van der Marel ve digerleri,
Ayu baligi, Yaymn 2008; Beaz-Hidalgo ve digerleri, 2009; Beaz-
baligi, Ringa, Hidalgo ve digerleri, 2010; Esteve ve digerleri,
Akvaryum baliklari, 2009; Yi ve digerleri, 2013; Stratev ve Odeyemi,
Altin parlatici, 2017
A. jandaei Yilan baligi Martinez-Murcia ve digerleri, 1992; Esteve ve
digerleri, 1995 (a); Esteve ve digerleri, 1995 (b);
Esteve ve digerleri, 2009; Yi ve digerleri, 2013
A. media Yilan baligi Martinez-Murcia ve digerleri, 1992; Esteve ve

digerleri, 1995 (a); Esteve ve digerleri, 1995 (b);
Esteve ve digerleri, 2009; Yi ve digerleri, 2013



Tablo 4. Farkli balik tiirlerinden izole edilen Aeromonas tiirleri (devam).

A. piscicola Salmonidler Beaz-Hidalgo ve digerleri, 2009; Beaz-Hidalgo ve
digerleri, 2010
A. salmonicida Salmonidler, Levrek Demircan ve digerleri, 2005; Beaz-Hidalgo ve

digerleri, 2009; Beaz-Hidalgo ve digerleri, 2010;
Fernandez-Alvarez ve digerleri, 2016
A. schubertii Yilan baligi Chen ve digerleri, 2012
A. sobria Tilapya, Sazan Martinez-Murcia ve digerleri, 1992; Esteve ve
digerleri, 1995 (a); Esteve ve digerleri, 1995 (b); Li
ve Cai, 2011; Esteve ve digerleri, 2009; Yi ve
digerleri, 2013
A. trota Yilan baligi Martinez-Murcia ve digerleri, 1992; Esteve ve
digerleri, 1995 (a); Esteve ve digerleri, 1995 (b); Li
ve Cai, 2011; Esteve ve digerleri, 2009; Yi ve
digerleri, 2013
A. veronii Levrek, Tilapya, Yilan Martinez-Murcia ve digerleri, 1992; Esteve ve
baligi, Sazan, Yayin digerleri, 1995 (a); Esteve ve digerleri, 1995 (b);
baligi, Mersin baligi, Ma ve digerleri, 2009; Nawaz ve digerleri, 2010;
Ayu baligi, Akvaryum  Cai ve digerleri, 2012; Esteve ve digerleri, 2009;
baliklar Sreedharan ve digerleri, 2013; Yi ve digerleri,
2013; Hassan ve digerleri, 2017; Smyrli ve
digerleri, 2017; Takeuchi ve digerleri, 2018;
Dingtiirk ve Tanrikul, 2021

Aeromonas tiirlerinden Aeromonas veronii'nin viriilans agisindan en genis konakgi
araligina sahip oldugu goriilmektedir (Janda ve Abbott, 2010; Silver ve digerleri, 2011). Bu
tirler iginde yetistiriciligi yapilan; Afrika keskin disli yayin baligi (Clarias gariepinus)
(Rahman ve digerleri, 2002), kanal yayin baliklar1 (Ictalurus punctatus) (Zhu ve digerleri.,
2016), yilanbaslar (Ophiocephalus argus) (Zheng ve digerleri, 2012), Cin uzun burunlu yayin
baligi (Leiocassis longirostris) (Cai ve digerleri, 2012), tilapya (Oreochromis niloticus)
(Hassan ve digerleri, 2017), sazan (Cyprinus carpio) (Yu ve digerleri, 2010), Sibirya mersin
balig1 (Acipenser baerii) ve Avrupa levregi (Dicentrarchus labrax) (Smyrli ve digerleri, 2017;
Dingtiirk ve Tanrikul, 2021) bulunmaktadir.

Kore’de Aeromonas veronii ile enfekte sazanlarda (Cyprinus carpio) salginlar Mayis

aymda ve su sicakligiin 20-23°C arasinda oldugu donemlerde goriilmistiir. Salgindan



etkilenen baliklarin agirliklart 83.6 £ 3.9 g olarak bildirilmistir. Giinliik mortalitenin %2’ye
ulastig1 goriilmiistiir (Yu ve digerleri, 2010).

Cin’de Aeromonas veronii bv. veronii ile enfekte yaymn baliklarinda (Leiocassis
longirostris Giinther) yapilan ¢alismada hastaligin %70 mortalite olusturdugu bildirilmistir.
(Cai ve digerleri, 2012).

Yunanistan’da Aeromonas veronii bv. sobria ile enfekte levrekler incelendiginde
hastaligin ilk olarak 2008 yilinda ve biiyiik baliklarda (250 — 400 gram) gorildiigi
bildirilmistir. Hastaligin goriildiigii donemde mortalite ve klinik bulgularin su sicakliginin
18°C iizerinde seyrettigi zamanlarda olustugu ve en yiiksek mortalitenin yaz aylarinda su
sicakliginin pik yaptigi Haziran-Temmuz aylarina (24 - 26°C) denk geldigi bildirilmistir.

Giinliik mortalitenin <%0.5 oldugu ancak kiimiilatif mortalitenin 3-4 aylik donemin sonunda

17-20%’ye vardig: belirtilmistir (Smyrli ve digerleri, 2017). Sonraki ¢alismalarda hastaligin

50 gramin altindaki baliklarda da goriillmeye basladigi ve su sicakliginin 21°C iizerine ¢iktig1
donemlerde salginlarin olustugu bildirilmistir. Salginlarin ¢iktig1 donemlerde eger antibiyotik
tedavisi uygulanmazsa mortalitenin %50 {izerine ulastig1 ayrica birbirlerine ¢ok yakin
konumda yetistirilen ¢ipura (Sparus aurata), mercan (Pagrus pagrus), sivriburun karagoz
(Diplodus puntazzo) gibi baliklarda hastaligin goriilmedigi tespit edilmistir (Smyrli ve
digerleri, 2019).

Ulkemizde levreklerde ilk Aeromonas veronii vakalari 2017 — 2019 yillar1 arasinda
Kuzey Ege’de bir ciftlikten alinan numunelerden bildirilmistir. Hasta baliklarin 250 — 350
gram araliginda oldugu ve hastaligin Mayis (19°C) —Kasim (20°C) aylar1 arasinda goriildiigii
kayitlara gegmistir (Dingtiirk ve Tanrikul, 2021).

2.3. Patogenez

Hareketli Aeromonas’lar, ¢evrede ve enfekte bir konakgida is birligi i¢inde etkilesime
girmelerine izin veren karmasik kimyasal iletisim yontemlerine sahiptir. Ayrica c¢evredeki
degisiklikleri algilayabilir ve bu degisikliklere tepki verebilirler. Aeromonas’lar genellikle
bitki oOrtiisti ve diger dogal ya da insan yapimui yiizeyler iizerinde bir biyofilm olusturur. Bu
biyofilmler, onlar1 ¢evresel saldirilara ve hafif dezenfektanlara karsi direncli kilan bir matrise

gomiilii bakterilerden olusur. Bu durum patojen i¢in dogal bir rezervuar saglar ve bir balik bu
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ylizeye slrterse, yiizeydeki biyofilmde bulunan bakteriler baliga tutunur ve baligin yiizey
savunmasinda bir kirilma saglar. Bakteri, konakta bir patojen olarak hareket ederken, konagin
bagisiklik sisteminden kagmasina yardimci olan cesitli viriilans faktorlerini salgilar. Ayrica
balik dokularin1 parcalayan ve bakteriye besin saglayan proteazlar gibi bazi enzimler
salgilarlar. Balik enfeksiyona yenik diiserse, bakteri karkasta cogalmaya devam ederek
sayisii arttirir. Olii baliklar ayrica, bulasmaya yardimci olan les yiyen baliklari, kuslari,
stiringenleri ve memelileri enfekte etmek igin rezervuar islevi gorebilir(Hanson ve digerleri,

2019).

Aeromonas ile iligkili ana patojenik faktorler, yiizey polisakkaritleri (kapsiil,
lipopolisakkarit ve glukan), S katmanlari, demir baglama sistemleri, eksotoksinler ve hiicre
dist enzimler, salgi sistemleri, fimbria ve diger filamentli olmayan adezinler, hareketlilik ve
kameidir (Sekil 1) (Tomas, 2012).

[Aeromonas Enfeksiyonlarinda Patojenik Fakt6r|er}

Motilite ve
Filagella

Yuzey

Adhezinl
Polisakkaritleri dhezinler

Non
Filamentoz
Adhezinler

Filamentoz
Adheziler

[ Kapsdul }——[Lipopolisakkarit}
B Motilite Filagella
Yizeya S Katmani [ }-_[ 8 ]

glukan

Sekil 1. Aeromonas enfeksiyonlarinda patojenik faktorler (Tomas, 2012 uyarlanmstir).
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Kapsiil, genellikle bakteri hiicresinin dig zarini kaplayan polisakkaritlerden olusan bir
yapidir (Roberts, 1996). Kapsiiller fagositozu 6nledikleri, diger bakterilerle ve konak dokuyla
etkilesimi destekledikleri ve hidrofobik toksinlere karsi bir bariyer gorevi gordiikleri igin
bircok patojenin ana viriilans faktorii olarak tanimlanmaktadir (Merino ve Tomas, 2015).
Mezofilik Aeromonas tiirleri, glikozdan zengin ortamlarda kapsiil iiretebilirler (Martinez ve
digerleri, 1995).

Lipopolisakkarit, Gram negatif bakterilere 6zgii bir yiizey glikokonjugati ve lokal
yangidan yaygin sepsise kadar dogal immun yanitlarin anahtar bir gostergesidir. Gram negatif
bakteriler, periplazmik bir boslukla ayrilmis iki zar tabakasina sahiptir: birincisi i¢ veya
plazma zari, ikincisi ise dis zardir. Lipopolisakkarit, dis zarin dis yapragmin 6nemli bir
bilesenidir ve lipid A, ¢ekirdek oligosakkarit ve O'ya 6zgii polisakkarit veya O antijeninden
olusur (Whitfield ve Valvano, 1993). Aeromonas'tan elde edilen lipopolisakkaritler, esas
olarak 1 ila 50'den fazla tekrarlayan oligosakarit birimi iceren S-formu lipopolisakkarit
molekiillerinin yiiksek heterojen karisimlaridir ve O-spesifik zincirden yoksun R-formu
molekiillerinin her zaman degisen oranlarini igerir. Klinik olarak 6nemli birgok Gram negatif
bakteri bu tip lipopolisakkaritleri sentezler. Lipopolisakkaritler, seker kisminin uzunlugu
arttik¢a hidrofobikligi azalan amfipatik molekiillerdir (Caroff ve Karibian, 2003). Aeromonas
tiirlerinin biyolojik aktiviteleriyle ilgili olarak, diger Gram negatif bakterilerde oldugu gibi,
lipid A, her ikisi de T mitojenden bagimsiz bir mekanizma ile B hiicresi poliklonal
aktivasyonunu ve immunoglobulin M'ye yaniti indiikkler (Marrison 1983). S formu
lipopolisakkarit, bakterileri immun olmayan serumun bakterisit etkilerinden Kkorur.
Komplement bileseni C3b, zardan uzakta olan ve komplement saldir1 kompleksini

olusturamayan uzun O antijen zincirlerine baglanmasindan dolay1 hiicre par¢alanmasini 6nler

(Alberti ve digerleri, 1996).

Aeromonas yiizey glukan iiretiminin hiicre yapismasinda 6énemli bir rolii olmayabilir,
ancak biyofilm olusumunda agikga rolii vardir (Merino ve digerleri, 2012). Baz1 Escherichia
coli ekzopolisakkaritleri (6zellikle CA ve PNAG) (Agladze ve digerleri, 2005) ¢esitli protein,
lipid ve polisakkarit bilesenlerini bir arada tutarak “cimento” goérevi gdren biyofilmlerin
ayrilmaz Dbilesenleridir (Sutherland, 2001). Benzer bir rol, Aeromonas yiizey oa-glukan

polisakkaritinde de gortilmektedir (Tomas, 2012).

S-katmanlar1, patojenite ile ilgili bir dizi olas1 fonksiyonla iligkilendirilmektedir. Hiicre
yiizeyinde bulunmasindan dolayi, yapisma, komplemente ve fagositler tarafindan saldiriya

karst koruma, antijenik oOzellikler, hidrolitik ekzoenzimler igin sabitlenme bdlgesi,
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bakteriyofaj reseptorii gibi ¢esitli biyolojik fonksiyonlarda 6énemli bir rol oynar (Beveridge ve
digerleri, 1997). Aeromonas'in S tabakasi, tiim bakteri hiicresini kaplayacak sekilde bir baskin
ylizey antijenini olusturan tetragonal kompleks olusturup tek bir proteinin alt birimlerinin
otomatik olarak birlestirilmesinden olusur (Chu ve digerleri, 1991). Aeromonas S-tabakasi alt
birimlerinin salgilanmasi, plazma zar1 boyunca yer degistirecek bir sinyal peptidinin yan1 sira,
tip Il salgilama sisteminin bilesenlerine homolog olan, farkli spesifik proteinlerin,

periplazmadan transfer edilecek olan dis tarafa boliinmesini igerir (Tomas, 2012).

Cok sayida ortam, mikrobiyal biiyiime i¢in optimum oldugu diisliniilen 1 puM'den daha
az demir igerir. Serbest demirin az miktarda bulunmasi, bakteri tiremesini ve patojeniteyi daha
zor hale getirir, ancak bitirmez. Aeromonas suslarinda demir elde etmek i¢in iki yiiksek afinite
mekanizmas1 bilinmektedir: siderofora bagimli ve siderofordan bagimsiz mekanizmalar
(Telford ve Raymond, 1998). Sideroforlar, demir iyonlarina kars1 yiiksek afinite ve 6zgiillik
ile fonksiyonel gruplar sunan diisiik molekiiler agirlikli peptitlerdir. Bu peptitler, metali
bakteri metabolizmasina dahil etmek i¢in hiicre ile iliskili bir aparatin yani sira spesifik hiicre
zarina bagli reseptorlere ihtiyag duyar. Mezofilik Aeromonas’lar, enterobactin veya
amonabactin sideroforlar1 sentezler, ancak asla ikisini birden sentezlemez. Amonabaktin
sadece Aeromonas tiirlerinde bilinirken enterobaktin farkli Gram negatif bakterilerde de
bulunur (Massad ve digerleri, 1994).

Aeromonas tiirlerinin ¢ok c¢esitli ekzotoksinler iirettigi agiklanmigtir. Aeromonas
tiirlerinde sitotoksik ve sitotonik olmak tizere iki ana tip enterotoksin tanimlanmustir. Sitolitik
enterotoksinler olarak da bilinen sitotoksik enterotoksinler, ince bagirsagin kriptlerinin ve
villuslarinin dejenerasyonunu tetikler ve bunlar iireten suslar genellikle ishalli hastalardan
izole edilir. Bu toksinler hemoliz, sitotoksisite ve enterotoksisiteye neden olabilir (Asao ve
digerleri, 1984; Chopra ve Houston, 1999). Act, Aeromonas hydrophila'nin ana viriilans
faktorii olan hemolitik, sitotoksik ve enterotoksik aktivitelerinden sorumlu olan, aerolizinle
iligkili gbzenek olusturucu bir toksindir. Aeromonas tiirleri, farkli molekiiler agirliklar ve
choleric antitoksine kars1 degisken reaktivite gosteren sitotonik enterotoksinler iiretir
(Chakraborty ve digerleri, 1984; Potomsky ve digerleri, 1987). Sitotoksik hemolitik
enterotoksinlere ek olarak, Aeromonas tiirleri enterotoksik 6zellikleri olmayan, a-hemolizinler
ve B-hemolizinler adinda baska hemolizin siniflarim1 da iiretirler. a-hemolizinler, duragan
biiyiime fazinda sentezlenir ve geri doniisiimlii sitotoksik etkilere ve eritrosit lizisine yol agar
(Thelestam ve Ljungh, 1981). B-hemolizinler ise genellikle {istel biiyiime fazinda sentezlenir.

Termostabildirler (56°C'de 5 dakika) ve ozmotik lizise ve eritrositlerin tamamen yok
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edilmesine yol acan gbzenek olusturan toksinlerdir (Tomas, 2012; Thelestam ve Ljungh,
1981).

Aeromonas tiirleri proteazlar, lipazlar, amilazlar, kitinazlar, niikleazlar ve jelatinazlar
dahil olmak tiizere ¢ok cesitli hiicre disi enzimler salgilar. Patojenitedeki rolleri heniiz
belirlenmemis olsa da, ¢evresel degisikliklere uyum saglamak i¢in biiyiikk bir potansiyeli
temsil ederler. Hiicre dis1 proteazlar, Aeromonas'in farkli habitatlarda kalmasini saglayan ve
diger organizmalarla ekolojik etkilesimleri kolaylastiran metabolik ¢ok yonliiliige katkida
bulunur. Genel olarak, proteazlar, konak¢i dokuya dogrudan hasar vererek veya toksinlerin
proteolitik aktivasyonu yoluyla istilay1 tesvik eden patojeniteye katkida bulunabilirler.
Aeromonas spp'de ii¢ farkli proteaz tiirii tanimlanmistir: sicaklifa karsi kararsiz bir serin-
proteaz ve iki metalloproteaz. Lipazlar veya triagilgliserol hidrolazlar, ¢cok ¢esitli bakteriler
tarafindan iiretilir. Insan 16kositleri ile etkilesime girerek veya lipolitik aktivite ile iiretilen
serbest yag asitleri yoluyla cesitli bagisiklik sistemi fonksiyonlarini etkileyerek besin

saglayabilir ve viriilans faktorleri olusturabilirler (Tomas, 2012).

Sekresyon Sistemleri: Gram negatif bakterilerin sitoplazmik membraninda ince
peptidoglikan tabakasi ve lipopolisakkarit igeren bir dis tabakasi vardir. Sitoplazmik zar ile
dis zar arasinda periplazmik bosluk adi verilen bir bosluk vardir. Proteinleri hiicre yiizeyine
veya hiicre dist bosluga tasimak icin Gram negatif bakteriler farkli sekresyon sistemleri
gelistirmistir: sekresyon sistemleri tip I, 11, Il1, 1V, V ve VI (Kostakioti ve digerleri, 2005). Bu
siiflandirma, proteinlerin dis zar boyunca taginmasina dayanir ve tasima mekanizmasinin

molekiiler dogasina ve katalize edilen reaksiyonlara atifta bulunur (Tomas, 2012).

Tip 1l Sekresyon Sistemi (T3SS) ilk olarak Yersinia spp. patojenik suslarinda
tanimlanmistir ve siklikla patojeniteye dahil olan bakteri proteinlerini dogrudan bakteri
sitoplazmasindan bakteri zarfinin i¢ ve dis zar1 boyunca ya dis ortama ya da dogrudan
okaryotik hiicrelere tasiyan karmasik bir ¢ok bilesenli sistemden olusur(Michiels ve digerleri,
1990). T3SS, ii¢ farkli protein tiirii igerir: (a) enjeksiyonlar olarak adlandirilan ve igne benzeri
yapilar olusturan yapisal bilesenler, (b) efektorler olarak adlandirilan salgi substratlari; (c)
tasima sirasinda yapisal ve efektor proteinlere yardimci olan ve koruyan saperonlar.
Enjeksiyonlar, hiicre yiizeyinden uzanan ve kamgi bazal gévdelerine benzeyen bazal yapilarla
zarfa baglanan ince ve sert i¢i bos ignelerle igne benzeri bir yap1 olusturmak iizere bir araya
gelen yaklasik 20 farkli proteinden olusur. Bu yap1 genellikle konak hiicrelerle temas {izerine
indiiklenir ve efektorlerin dkaryotik sitozole translokasyonuna izin verir (Galan ve Collmer,
1999).
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Tip VI Sekresyon Sistemi (T6SS), Pukatzki ve digerleri tarafindan tanimlanmistir ve
yine konak hiicrelere translokasyon efektorlerinin amacina hizmet eden faj kuyrugu-(spike)
benzeri bir enjeksiyon olusturdugu goriilmektedir (Pukatzki ve digerleri, 2006; Pukatzki ve
digerleri, 2007). Bu sistemin makromolekiiler yapisi heniliz bilinmemektedir ve T6SS

sistemlerinin efektorleri nasil bir araya getirdigi veya dagittig1 bilinmiyor (Tomas, 2012).

Adhezinler: Bakterilerin konak¢inin mukozasina yapisma ve kolonize etme kapasitesi,
enfeksiyon siirecinde kritik bir adimdir. Bakterilerin okaryotik hiicre yiizeyindeki spesifik
reseptorlere baglanmasina izin veren iki sinif adezin Aeromonas'ta tanimlanmistir: ipliksi
yapilarla baglantili olanlar ve dis zarin proteinleri veya diger yapilarla baglantili olanlar

(Burke ve digerleri, 1984).

Filamentoz Adhezinler; Fimbria/pili, pilin olarak bilinen alt birimler tarafindan
olusturulan bakteri yiizeyindeki filamentli yapilardir. Pili genellikle yapisma organelleri
olarak tanimlansa da faj baglanmasi, DNA transferi, biyofilm olusumu, hiicre agregasyonu,
konak hiicre istilasi ve motilite gibi diger islevlerde rol oynarlar. Mezofilik Aeromonas'in
klinik ve cevresel izolatlarinda, morfolojilerine gore iki farkli fimbria tiirli bulunmustur:
bakteri hiicresinde ¢ok sayida bulunabilen kisa, sert fimbria ve daha kiiciik sayilarda

bulunabilen uzun, dalgali fimbrialar (Kirov ve digerleri, 1995).

Non Filamentéz Adhezinler; Aeromonas spp. yiizeyinde, S-tabaka monomerleri,
lipopolisakkarit ve farkli dig zar proteinleri gibi adezin olarak kabul edilen bagka
makromolekiiller de vardir. Dig zar proteinleri arasinda, porinlerin, bakterileri eritrositler ve
muhtemelen insan bagirsak hiicreleri gibi karbonhidrattan zengin yiizeylere baglayan lektin

tipi adezinler gibi davrandiklar1 bildirilmistir (Quinn ve digerleri, 1994).

Motilite ve Filagella: Bakterilerde kayma, yiizme, kaynasma, kayma, segirme gibi farkli
hareket tiirleri bulunmaktadir. Aeromonas gibi tek kutuplu kamgili bakterilerde, saat yoniiniin
tersine doniis hiicreyi bir kosuda ileri dogru iterken, saat yoniinde doniis hiicreyi rastgele bir
yeniden yonlendirme ile geriye dogru itmektedir. Mezofilik Aeromonas tiirlerinin %60’inda

stirii halinde hareket etme (kaynagma) gozlenmektedir (Tomas, 2012).

Prokaryotiklerde flagellum, yapisal olarak, filament ve kancadan olusan bir dis parg¢aya
ve bazal govde olarak adlandirilan bakteri yiizeyine gOmiilii bir i¢ parcaya boliinmiistiir
(McCarter, 2001). Flagellar motor rotor ve stator olmak tizere iki alt yapiya boliinmiistiir.
Rotor, flagella bazal gévdesinin tabaninda C halka yapisini olusturan FliM, FliN ve FliG

proteinlerinden olusur. Stator ise ve MS halkasini ¢evreleyen, proton veya sodyum iyon
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kanallarin1 olusturan ve iyon akisini flagella doniisiine baglayan zara géomiilii proteinlerden
olusur (Berg, 2003). Vibrio spp., mezofilik Aeromonas ve Pseudomonas aeruginosa gibi
polar flagellali bakterilerde, genler en az bes kromozomal bolgede dagilir, ancak ¢ogunlugu
ikisinde bulunur (Sekil 2) (McCarter, 2001; Terashima ve digerleri, 2006).

Vibrio parahaemolyticus
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Sekil 2. Vibrio parahaemolyticus, Aeromonas hydrophila ve Pseudomonas aeruginosa’da
polar flagellar genlerin genetik dizilisi (Tomas, 2012).

Patojenik bakterilerin kamgilari, konagin mukozasinda kolonizasyonu ve istilay1 saglar.
Bakteriler mukozaya ulastiginda kamg1 yapisi motilite, adezyon ve invazyon igin gerekli hale
gelir. Bu motilite, kemotaksi ile birlestiginde, patojenlerin mukozanin hedef dokusuna
ulagmasina izin verir. Hareketlilik ve flagella varligi, genellikle kalic1 enfeksiyonlarla birlikte
seyreden biyofilm olusumu ile de iliskilidir. Mukoza kolonizasyonu, esas olarak mukozanin

spesifik hiicreleri tarafindan uyarilan bir proinflamatuar yaniti veya indiiklenebilir dogal
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immun yanit1 tesvik eder. Memelilerde TLR5, D1 hakimiyeti tarafindan flagellin tanima ile
iliskilendirilir (Hayashi ve digerleri, 2001). TLR5, NF-kB (niikleer faktor-kappaB) ve MAPK
(mitojenle aktive olan protein kinaz) bagimli proinflamatuar genlerin transkripsiyonunu
uyarir. Farelerde flagellinlerin sistemik enjeksiyonu, TNF-a (Timor Nekroz Faktori a), IL-6
(Interlokin 6) ve nitrik oksit gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimini indiikler. Escherichia
coli, Salmonella enterica sv. typhimurium ve Pseudomonas aeruginosa'nin epitel hiicrelerinde
flagellinler, nétrofilleri ve makrofajlart enfeksiyon bolgesine ¢cekmek igin gerekli kemokin
olan IL-8'in salgilanmasin1 uyarir (Lilehoj ve digerleri, 2002). Ek olarak, flagellin proteininin
glikozilasyonunun, Pseudomonas aeruginosa flagellinin proinflamatuar etkisinde bir rol
oynadig1 gosterilmistir. Glikosile edilmemis flagellin ile uyarilan A549 hiicrelerinden 1L-8
salimi, dogal tip flagellin ile karsilastirildiginda 6nemli dl¢lide azaldig1 goriilmiistiir (Verma
ve digerleri, 2005). Aeromonas’larda polar ve lateral flagella icin benzer patojenik

mekanizmalar gézlemlenmistir (Canals ve digerleri, 2006a; Canals ve digerleri, 2006b).

Baliklarda Aeromonas cinsi bakterilerin neden oldugu hastaliga Motil Aeromonas
Septisemi (MAS) denir. MAS salginlarinin ¢ogu, baligin enfeksiyonlarla savagma yetenegini
zayiflatan ¢evresel bir durumla iligkilidir. Bu bakteriler su ortaminda serbest yiizen bakteriler
olarak, biyofilmlerde ve siklikla hayvanin mide-bagirsak kanalinda yasadiklarindan,
bagisikligi zayiflamis bir baliktan kolaylikla yararlanabilirler. Aeromonas enfeksiyonlarina
zemin olusturan faktorler arasinda sicaklik stresi, su kalitesi kosullari, yetersiz beslenme
faktorleri, yaralanma ve baska bir bakteri, virus, parazit veya mantar ile enfeksiyon yer alir.
Bu nedenle, iliskili kosullar1 birlestiren Aeromonas’lar, balik yetistiriciliginde hastalik
salginlarina katkida bulunan en yaygin patojenler arasindadir. Cogu zaman birincil
enfeksiyonlar, bakteri yaralanma bdlgesine girdiginde veya balig1 kaplayan mukus bariyerini
kirdiginda baslar. Bakteri daha sonra proteolitik enzimlerin salinmasi nedeniyle cilt, kas ve
bag dokusunun parcalanmasiyla karakterize lokalize bir enfeksiyon olusturabilir. Bunlar
genellikle derin iilserler, pul kaybi, yiizge¢ erozyonu veya apseler olarak kendini gosterir.
Bakteriler daha sonra sistemik enfeksiyonlara neden olmak i¢in bu lokalize enfeksiyonlardan
yayilabilir (septisemi veya bakteriyemi). Aeromonas’lar ayrica baligi bagirsak veya
solungaclardan istila ederek sistemik bir enfeksiyona neden olabilir. Predispoze faktore bagh
olarak, hizla artan mortalite meydana gelebilir, ancak predispoze faktor diizeltilebilirse

kayiplar genellikle nispeten hizli bir sekilde azalir (Hanson ve digerleri, 2019).
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2.4. Bulgular

Insanlarda Aeromonas enfeksiyonlar1 genelde havalarin sicak oldugu dénemlerde
goriiliir. Bulagmalar genellikle su, toprak, yiyecek veya insan gastrointestinal sisteminden

kaynaklanmaktadir. Insanlarda hastalik dort kategoride incelenmektedir:

e Enfekte su veya toprakla bulasabilen ve yara enfeksiyonlar1 veya selliilit ile

seyreden enfeksiyonlar.

e Organizmalarin bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde veya ¢esitli diger
onemli hastaliklar1 olan bireylerde viicuda yayildigi (septisemi) genel bir

enfeksiyon.
e Gastroenteritis (diyare).

e Gastroenteritis (ishal hastaligi), menenjitis, peritonitis veya otitis gibi
ekstraintestinal enfeksiyonlar ya da g6z veya idrar yolu gibi spesifik bolgelerin

yangisi (Altwegg ve digerleri, 1990).

Motil Aeromonas Septisemi’de ¢ogu zaman birincil enfeksiyonlar, bakteri bir yaralanma
bolgesine girdiginde veya balig1 kaplayan mukus bariyerini kirdiginda baslar. Bakteri daha
sonra proteolitik enzimlerin salinmasi nedeniyle cilt, kas ve bag dokusunun pargalanmasiyla
karakterize lokalize bir enfeksiyon olusturabilir. Bunlar genellikle derin {iilserler, pul kaybi,
ylizge¢ erozyonu veya apseler olarak kendini gosterir. Bakteriler daha sonra sistemik
enfeksiyonlara neden olmak igin bu lokalize enfeksiyonlardan yayilabilir (septisemi veya
bakteriyemi). Aeromonas’lar ayrica balig1 bagirsak veya solungaglardan istila ederek sistemik
bir enfeksiyona neden olabilir. Septisemili baliklarda genellikle ciltte, gozlerde ve
ylzgeglerde kanamalar (kirmizi alanlar veya lekeler), siskin bir karin, pul ceplerinde 6dem
nedeniyle genisleyen pullar (damlalik) ve/veya kirmizi, iltihapli aniis bulunur. Kas ve viseral

doku kirmiz1 renktedir ve viicut boslugu genellikle ¢cok kanli siv1 igerir (Hanson ve digerleri,
2019).

Aeromonas salmonicida ile enfekte levreklerde petesiyel kanamalar 5-6 gramlik
baliklarin yilizge¢ diplerinde goriiliirken, 100 gramlik baliklarin viicut yiizeyinde tespit
edilmistir. Nekropside bobrek, karaciger ve dalakta krem-beyaz renginde lezyonlar
goriilmistiir. Dalagin normalden biiyiik oldugu, solungac ve karacigerin ise solgun oldugu
gozlemlenmistir. Histopatolojik incelemede karacigerde bakteri kiimeleri ile birlikte yangisal

hiicrelerle c¢evrili birkag bliyiik nekroz odagi, dalakta nekroz alanlari, bébrekte cok sayida ve
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yangisal hiicrelerin eslik ettigi biiyiik nekroz alanlar1 tespit edilmistir (Demircan ve digerleri,
2005). Ayrica 10 gramlik levreklerde olusan bir salginda dis bakida hicbir klinik bulgu tespit
edilmezken nekropside tespit edilen tek bulgu splenomegalidir. flerleyen yaslarda ise deri ve

kas tabakasinda iilserler tespit edilmistir (Fernandez-Alvarez ve digerleri, 2016).

Aeromonas veronii bv. veronii ile enfekte yaymn baliklarinin (Leiocassis longirostris
Giinther) derisinde agik ilserler, yem aliminda azalma, karacigerde makroskobik olarak

goriilebilen ve daginik halde bulunan kanama odaklar1 gériilmistiir (Cai ve digerleri, 2012).

Aeromonas veronii ile enfekte sazanlarda (Cyprinus carpio) abdominal siskinlik ve
deride tlserler tespit edilmistir. Nekropsilerinde enteritis, karacigerde hafif konjesyon ve
dalak ve bdobregin boyutlariin normalden biiyiikk oldugu bildirilmistir. Histopatolojik
incelemede karacigerde hepatoselliiler vakuoler dejenerasyon ve sinuzoidlerde konjesyon ile
birlikte, hepatositlerde bakteri invazyonu tespit edilmemistir. Pankreaslarda kanama ve
pankreas hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon ve atrofi goriilmiistiir. Dalakta hemoraji ve
konjesyon ile ¢ok sayida bakteri kiimeleri goriilmiistiir. Bobrekte bakteri kiimeleri ile birlikte,
nekrotize bobrek tubulleri ve glomeriiler yikimlanma ile hematopoietik dokuda ¢oklu
hemorajik odaklar tespit dilmistir. Bagirsaklarda submukozal tabakada kanama ve barsak
epitel tabakasinda dokiilme oldugu bildirilmistir. Deride subkutan ve kas igine bakteri
invazyonu ile birlikte kanama oldugu goriilmiis ve baz1 kas liflerinde nekroz tespit edilmistir
(Yu ve digerleri, 2010).

Japonya’da Aeromonas veronii bv sobria ile enfekte ayu baliklarinda (Plecoglossus
altivelis) alt ¢ene ve viicut yiizeyinde kanamalar ile birlikte ventral ylizgecin dibinde ve aniiste

hiperemiler goriilmiistiir (Takeuchi ve digerleri, 2008).

Cin’de Aeromonas sobria ile enfekte yavru tilapyalarda (Oreochromis niloticus)
goriilen baslica klinik bulgular; kuyruk nekrozu, asites, abdominal sisme, yem aliminin
azalmas1 ve karacigerde makroskobik olarak goriilebilen daginik halde noktasal kanamalar
olarak belirtilmistir. Enfeksiyonun ilk basta deride kararma ile baslayip, kuyrugun erozyonu
ve tamamen nekrozu ile seyrettigi goriilmistiir (Li ve Cai, 2011).

Aeromonas veronii ile enfekte akvaryum baliklarinin yiizeye yakin ylizdiigii, viicudunda
petesiyel kanamalar, hemorajik septisemi, karinda siskinlik, kuyruk ve yiizgeglerde nekroz
goriilmiistiir. Nekropside karin boslugunda sarimsi asidik bir sivi oldugu dikkat ¢ekmistir

(Sreedharan ve digerleri, 2013).
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Aeromonas veronii bv. sobria ile enfekte levreklerde anoreksi, su yiizeyinde yavas
ylizme hareketleri, deri renginin normalden daha koyu olmas1 ve ekzoftalmus kafes iizerinden
gozlemlenebilen klinik bulgulardir. Solungaglar solgun renkte, baliklarin ¢ogunlugunun deri,
yiizgecler ve kan serumlarinin sarimsi renkte oldugu bir ikterik gériiniim gézlemlenmektedir.
Epidermal lezyonlar nadiren yiizeysel olarak goriinmektedir ve daha ¢ok alttaki kaslara kadar
uzanan iilserler vardir. Kafada, agiz ve ¢enede kanamalar ile yiizgeglerde ve operkulumda
kizariklik da balikta goriilen klinik bulgulardir. Nekropside ise hastaliktan etkilenen ana
organlarin dalak, bobrek ve karaciger oldugu tespit edilmistir. Dalakta biiyiime ve tizerinde
cok sayida beyazimsi nodiiller belirlenmistir. Ilerlemis vakalarda bdbrek parenkiminin
tamamen nekroze oldugu goriilmiistiir. Karacigerde nekroz ve diffuz hemorajiler bildirilmistir

(Smyrli ve digerleri 2017, Dingtiirk ve Tanrikul, 2021).

Aeromonas veronii bv. sobria ile enfekte levreklerde yapilan histopatolojik
incelemelerde ise kronik graniilomatoz yangi ile seyreden sistemik bir enfeksiyon
karakteristigi goriilmiistiir. Bu lezyonlar dalak, bobrek, karaciger ve kas dokusunda tespit
edilmistir. Baz1 lezyonlar nekrotik ve kalsifiye olurken, graniilomlarin siklikla ¢ubuk sekilli
bakteri odaklarmi igerdigi goriilmiistiir. Deri lezyonlarinda kazeéz nekroz belirginken,
karacigerde siklikla iyi sinirli nekrotik lezyonlar bulunmustur. Karacigerde graniilom,
hiicreler arasinda serbest halde eritrositler, vakuolar dejenerasyon, nekrotik doku ve ayrica
fibroz bag dokusunda bakteri kolonileri gozlenmistir. Bakteriler bobrekte graniilomatoz
olmayan alanlarda da gozlenmistir. Dalakta ise lenfosittik hiicre infiltrasyonlar1 fark
edilmistir. Solungac epitelinde lamellar epitel hipertrofisi ve hiperplazi ile dejeneratif
degisikliklerle bulunmustur. Ayrica Ozellikle subendokardiyal hiicrelerde dejenerasyon ve

lenfosit hiicre infiltrasyonu belirlenmistir (Smyrli ve digerleri 2017, Dingtiirk ve Tanrikul,
2021).

Sunulan doktora tez ¢alismasinda, balik ¢iftliklerinde yil boyunca gbzlenen ve giinliik
diisiik ancak kiimiilatifte %15-20 mortalite oranina ulasabilen, Aeromonas veronii ile dogal
enfekte levreklerde bakteriyolojik izolasyon ve identifikasyon, nekropsi, histopatolojik ve
incelemeler gergeklestrilmistir. immunohistokimyasal metodun hastaligin tanisindaki yerinin

yaninda, patogenezisine iligkin veriler elde edilmeye ¢alisilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Hayvan ve Doku

Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda,
2020-2021 yillart arasinda rutin incelemeye giren, Aeromonas veronii enfeksiyonu siiphesi ile
Olmiis 22 adet baligin sistemik nekropsileri gergeklestirilmis ve elde edilen materyaller tespit
edilerek, rutin takip islemleri sonunda parafinde bloklanip arsivlenmistir. Bu hayvanlara ait
gramaj ve geldigi yer ile ilgili bilgiler laboratuvarda incelenme sirasina gore dizilip olgu

numaralari olusturularak Tablo 5’te sunulmustur.

3.2. Yontem

3.2.1. Bakteri Izolasyonu

%1,5 NaCl ilave edilmis tryptic soy agara (TSA, MERCK) ve kanl1 agara (Columbia
Agar, Liofilchem) ekim yapilan petriler Adnan Menderes Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Bakteriyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarinda 24°C’de 3 giin inkiibe edildi. Agarlar 3 giin siire
ile 24 saatlik periyotlarda kontrol edildi. Primer izolasyondan sonra tipik kolonileri
saflagtirmak i¢in ii¢ kez %1,5 NaCl ilave edilmis tryptic soy agara (TSA, MERCK) ve kanl
agara (Columbia Agar, Liofilchem) pasaj yapildi. Sadece Aeromonas veronii siipheli {ireme

gosteren agarlar ¢alisma icin secildi.

3.2.2. Bakterilerin Fenotipik Identifikasyonu

Bakterilerin koloni morfolojileri %1,5 NaCl ilave edilmis tryptic soy agara (TSA,
MERCK) ve kanli agara (Columbia Agar, Liofilchem) ekim yapilarak kontrol edildi. Gram
boyama iireticinin direktifleri dogrultusunda Gram boyama kiti (Gram Staining Kit 111885,
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MERCK) kullanilarak yapildi. Motilite standart prosediirler uygulanarak kontrol edildi
(Austin ve digerleri, 2007). Oksidaz testi, oksidaz test kiti (Oxidase Test Stick 88029N,
Liofilchem) kullanilarak, katalaz testi, katalaz reaktifi (CHEMBIO, CB6525.0100)
kullanilarak iiretici firmanin direktifleri dogrultusunda gergeklestirildi. Ureme testleri
Tiyosiilfat-Sitrat-Safra-Siikroz Agar (TCBS, Sigma-Aldrich), Aeromonas Agar (Liofilchem),
%1,5 NaCl ilave edilmis tryptic soy agar (TSA, MERCK) ve kanli agara (Columbia Agar,
Liofilchem) ekimler yapilarak 24°C’de 3 giin inkiibe edildikten sonra yapildi. Bakterinin
biyokimyasal 6zellikleri API 20E test kitleri ile VITEK-2 (BioMerieux S.A., France) cihazi
kullanilarak, tretici firmanin direktifleri dogrultusunda belirlendi. Bakterinin hemolitik
aktivitesi kanli agara (Columbia Agar, Liofilchem) ekim yapilip 24°C’de 3 giin, pigment
olusumu ise %1,5 NaCl ilave edilmis tryptic soy agarda (TSA, MERCK) 24°C’de 3 giin
inkiibe edildikten sonra kontrol edildi.

Tablo 5. Calisma olgularini olusturan hayvanlara ait bilgiler.

Olgu No Gramaj(gr) Sehir Tarih Su Sicakhigi
1 355 Aydin 11/05/2020 20°C
2 324 Aydin 11/05/2020 20°C
3 327 Aydin 11/05/2020 20°C
4 342 [zmir 05/08/2020 22°C
5 351 [zmir 05/08/2020 22°C
6 333 Aydin 12/08/2020 24°C
7 412 Aydin 12/08/2020 24°C
8 46 Mugla 14/08/2020 26°C
9 59 Mugla 14/08/2020 26°C
10 246 Mugla 27/08/2020 26°C
11 113 Mugla 16/12/2020 19°C
12 147 Mugla 16/12/2020 19°C
13 308 Mugla 16/06/2021 22°C
14 2250 Mugla 07/07/2021 24°C
15 2140 Mugla 07/07/2021 24°C
16 1876 Mugla 07/07/2021 24°C
17 312 Aydin 28/07/2021 24°C
18 155 Mugla 07/10/2021 23°C
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Tablo 5. Calisma olgularini olusturan hayvanlara ait bilgiler (devam).

19 176 [zmir 12/10/2021 20°C
20 76 [zmir 04/11/2021 21°C
21 83 [zmir 04/11/2021 21°C
22 88 [zmir 23/11/2021 21°C

3.2.3. Molekiiler Teshis

Bakterilerin molekiiler identifikasyonu 16srRNA gen amplifikasyonu ile gergeklestirildi

ve strastyla agsagidaki yontemler uygulandi.

DNA izolasyonu igin asagida (Tablo 6) markasi, adi ve katalog numarasi verilen

materyaller kullanildi.

Tablo 6. DNA izolasyonu i¢in kullanilan materyal bilgileri.

Kitin Markasi Kitin Adx Katalog No
GeneAll Cell SV mini 106-101
NZY Lysozyme MB16201

DNA izolasyonu igin bakteri 6rnegi 1.5 ml mikrosantrifiij tiiplerine alindi. 10000
rpm’de 5 dk santrifiij edilerek 6rnek c¢oktiiriildi. 180 pl lizozim enzim soliisyonu tiiplere
eklenerek, kit protokoliine gore lizozim soliisyonu hazirlandi. 1 ml lizozim soliisyonu i¢in; 30
mg NZY lizozim tartilarak kit iceriginde bulunan GP buffer icerisinde ¢ozdiiriildii. Karigim
37°C’de 30 dk bekletildi. Lizat iizerine 20 pul RNase A eklenerek karistirildiktan sonra oda
sicakliginda 2 dk bekletildi. 20 pl Proteinase K soliisyonu (20mg/ml) ve 200 ul Buffer BL
tiipe eklendi. 56°C’de 30 dk ve daha sonra 70°C’de tekrar 30 dk inkiibe edildi. Lizat {izerine
200 pl absolut etanol eklenerek pulse-vortex metodu ile karistirildi. Tiim karisim Type-G spin
kolana aktarilip ve santrifiij edildi (13000 rpm, 1 dk). Santrifiij sonrasinda kolondan gegen
kisim atildi. Kolon {izerine 600 ul Buffer BW eklenerek santrifiij edildi (13000 rpm, 1 dk.).
Kolon iizerine 700 pl Buffer TW eklenerek santrifiije tabi tutuldu (13000 rpm, 1 dk.).
Kolonda herhangi bir yikama soliisyonu artig1 kalmamasi i¢in kolon bos bir sekilde en yiiksek

rpmde 1 dk santrifiij edildi (14000 rpm, 1 dk). Kolon yeni bir 1.5 ml mikrosantrifiij tiipiine
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alinarak iizerine 200 ul Buffer AE eklendi ve 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilip, sonra
santriflij edildi (14000 rpm, 1 dk.). Elde edilen DNA 6rnegi -20°C’de saklandi.

DNA izolasyonu sonrasinda PCR asamasina gegildi. PCR reaksiyonu Applied
Biosystems™ ProFlex termalcycler cihazinda gerceklestirildi. PCR reaksiyonu i¢in kullanilan

kitin markasi, ad1 ve katalog numarasi asagidaki tabloda belirtilmistir (Tablo 7- 10).

Tablo 7. PCR reaksiyonu i¢in kullanilan materyal bilgileri.

Kitin Markasi Kitin Ad1 Katalog No
WizPure™ PCR 2X w1401
Master

Tablo 8. PCR reaksiyonu i¢in kullanilan mastermix bilgileri

MasterMix Bilesenleri Hacim
PCR 2X MasterMix 10 pl
Forward Primer 0.5 ul
Reverse Primer 0.5 ul
Template DNA 2 ul
Su 7 ul
Toplam 20 nl

Tablo 9. PCR reaksiyonu i¢in kullanilan primer bilgileri.

Primer Adi Primer Dizisi Sentezleyen Firma
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Ella Biotech
1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT Ella Biotech

Tablo 10. PCR reaksiyonu kosullari.

Sicaklik (°C)  Siire Cycle
[k Denatiirasyon 95 5 dakika 1
Denatiire 95 30 saniye
Sertlestirme 52 45 saniye 3
Genisletme 72 1 dakika
Final Genisletme 72 5 dakika 1
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PCR sonrasinda 27F-907R bolgelerinin PCR iiriinlerine %1.5’lik agaroz jel kullanilarak
elektroforez uygulandr (110V, 150mA, 45 dk.). PCR iriinlerinin biiyiikliigiiniin 900 bp
civarinda oldugu gozlemlendi. Ladder olarak GENESTA GA-100 1 kp ladder kullanildi.

PCR reaksiyonundan sonra clean-up asamasina gecildi. PCR clean-up asamasinda

kullanilan materyaller asagidaki tabloda belirtilmistir (Tablo 11- 13).

Tablo 11. PCR clean-up reaksiyonu i¢in kullanilan materyal bilgileri.

Kitin Markas1 Kitin Ad Katalog No
Thermo ExXoSAP-IT Express PCR Cleanup 75001.200.UL
Reagents

Tablo 12. PCR clean-up reaksiyonu i¢in kullanilan mastermix bilgileri.

MasterMix Bilesenleri Hacim
PCR iiriinii 10 pl
EXOSAP-IT 4 ul
TOPLAM 14 nl

Tablo 13. PCR clean-up reaksiyonu kosullari.

Sicakbik (°C)  Siire Cycle
Inkiibasyon 1~ 37 4 dakika 1
Inkiibasyon 2 80 1dakika 1
Sogutma 4 1

PCR clean-up isleminden sonra DNA dizileme asamasina gegildi. Dizileme reaksiyonu

icin kullanilan mastermix bilgileri tablo 14’te belirtilmistir.
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Tablo 14. DNA dizileme i¢in kullanilan mastermix bilgileri.

MasterMix Bilesenleri Hacim
PCR iiriinii 5l
Primer (Forward veya Reverse) 1 ul
Florasan isaretli Dye Terminator 1 ul
5X Sekans Buffer 4 ul
Su 2 ul
Toplam 13 ul

Dizileme reaksiyonunda PCR reaksiyonunda kullanilan primerler kullanildi. Mastermix
hazirlandiktan sonra dizileme reaksiyonuna gegildi. Dizileme igin kullanilan reaksiyon
kosullar1 asagidaki tabloda belirtilmistir (Tablo 15). Dizileme reaksiyonu Applied

Biosystems™ ProFlex termalcycler cihazinda gerceklestirildi.

Tablo 15. DNA dizileme reaksiyon kosullari.

Sicakhk (°C)  Siire Cycle
[k Denatiirasyon 95 30 dakika 1
Denatiire 95 10 saniye
Sertlestirme 50 5 saniye 30
Genisletme 60 4 dakika
Sogutma 4 1

DNA dizileme reaksiyonu bittikten sonra dizileme iiriinii saflastirma asamasina geg¢ildi.
Saflastirma islemi Sephadex ile jel filtreleme metodu kullanilarak gerceklestirildi. 6 gr
Sefadex tartilip tlizerine 80 ml saf su eklendi ve vortekslendi. Kolonlara 850 — 900 pl
hazirlanilan Sefadex soliisyonundan koyuldu. 4600 rpm’de 2 dakika santrifiij edilip kolon
hazirlandi. Sekans PCR iiriiniiniin hepsi kolona koyuldu ve 4800 rpm’de 2 dakika santrifiij

edildi. Alt tiipte kalan siv1 saflagtirilmig dizileme {iriinii olarak saklandi.

DNA dizileme {iriinii saflagtirma isleminden sonra DNA dizi analizi islemine gegildi.
Bu islem kapiller elektroforez yontemi kullanilarak ABI 3130XL cihazinda gergeklestirildi.
20 pl saflagtirilan dizileme iirtinii 96 well plate kuyucuklarina eklendikten sonra {izerine 5 pl

formamid konulup kapiller elektroforez islemi baslatildi. Sonuglar cihazdan elde edilen
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elektroferogramlara gore degerlendirildi. Sekansi yapilmis DNA verileri BLASTN 2.13.0+
programi kullanilarak GenBank veri tabani ile eslestirildi. Filogenetik siiflandirma,

neighbor-joining yontemi ile MEGAT11 programinda yapildi.

3.3. Immunohistokimya

3.3.1. Immunohistokimya I¢in Antiserum Uretimi

Calismanmn immunohistokimya kisminda antiserumundan faydalanmak {izere 1 adet,
yaklasik 4-5 kg agirliginda erigkin Yeni Zelanda albino tavsan kullanildi. Calisma siiresince
bakimi1 Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme
ve Deneysel Arastirma Unitesi’nde yapildi. Deneme oncesinde calismaya alinan tavsan,
fiziksel muayene sonucunda herhangi bir saglik problemi bulunmadigina karar verildikten
sonra calismaya dahil edildi. Deneme siiresince tavsanin ad libitum olarak yeme ve suya

erisimi saglandi.

%1’lik formaldehit soliisyonu igerisine alinan bakteriler vortekslenerek +40°C’de 24
saat bekletildi. Sonrasinda +40°C’de 6.500 rpm’de santrifiij edilen soliisyondan bakteriler
toplanarak PBS ile 3 kez yikanip 6.500 rpm’de santrifiij edildi ve son santrifiij isleminden
sonra inaktif bakteriler toplandi (Resim 2).
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Resim 2. (a) 3 kere PBS ile yikanip 6.500 rpm’de santrifiij edildikten sonra elde edilen
inaktif bakteriler, (b) %1’lik formol soliisyonuna alinan bakteri kolonileri ile hazirlanan

soliisyon.

25-100 pg antijen, PBS ile sulandirilarak hazirlanan soliisyon 1:1 oraninda Complete
Freund’s adjuvant ile karigtirildi ve elde edilen karisim subkutan yolla, her enjeksiyon
yaklasik 40-50 uL igeren, 4-5 farkli bolgeden toplamda 200 pL olacak sekilde ilk enjeksiyon
yapildi. 11k enjeksiyondan 14 giin sonra Incomplete Freund’s adjuvant ile hazirlanan booster
doz yine ayni yolla enjekte edildi. Ikinci enjeksiyondan 10 giin sonra tavsanlarm kulak
venasindan 30 ml kan alinarak serum elde edildi. Elde edilen antiserum dokulardaki

lezyonlarin immunohistokimyasal boyamasinda kullanildi (Greenfield, 2020).

3.3.2. Serum Agliitinasyon Testi

Tavsanlardan elde edilen serumlar, kontrol serumlar1 ve antijen oda sicakligina (20-
22°C) gelene kadar bekletildi. Serum diliisyonu i¢in 10 adet agliitinasyon tiipli alinarak,

birinci tiipe 0,8ml, ikinci ve diger tiiplere 0,5ml %0,5 fenollii fizyolojik tuzlu su (FFTS)
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kondu. Birinci tiipteki FFTS iizerine 0,2ml muayene edilecek serum ilave edildi. lyice
karistirildiktan sonra 1. tiipten 0,5ml alindi1 ve ikinci tiipe kondu, karistirildiktan sonra
0,5ml’si diger tiipe aktarildi. Bu sulandirma ve karigtirma islemi son tiipe kadar devam etti.
Son tlipten 0,5ml alinip atildi. Bu sekilde serum diliisyonlar1 1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80...
seklinde oldu. Her tiipe 0,5ml {iretmis oldugumuz Aeromonas veronii antijeni ilave edildi ve
tiipler sallanarak iyice karistirildi. Serum-antijen karisimi oranlar1 1/10, 1/20, 1/40, 1/80,
1/160... seklinde hazirlandi. Tipler 37°C’de inkiibasyona birakildi ve 17-24 saat sonra

sonuglar okundu (Resim 3).

T EIERS B 8 L

Resim 3. Serum agliitinasyon testi.

3.3.3. Immunohistokimyasal Metot

Poly-L-lysine kapli lamlara alinan 0,5 mikron kalinligindaki Kkesitler, bakteriye iliskin
antikor kullanilarak etkenin tespiti i¢in immunohistokimyasal metotlarda kullanildi. Alinan
seri parafin kesitler, Labeled Streptavidin-Biotin (LSAB) metodunun 6ngordiigii sekilde ve
ilgili firmanin oOnerileri dogrultusunda takip edildi. Kesitler, deparafinizasyon ve
dehidrasyondan sonra antijenik reseptorlerin agiga ¢ikarilmasi amact ile, sitrat buffer
soliisyonunda (pH 6.0) su banyosu (95°C, 30 dk) ile isleme tabi tutuldu. Dokulardaki endojen
peroksit aktivitesini dnlemek i¢in, hidrojen peroksit (H202) in metanoldeki (%3) ¢ozeltisinde
15 dakika bekletildi ve spesifik olmayan antijenik baglanmalar1 engellemek icin %5°1ik ke¢i
serumunda 5 dakika tutuldu. Calismada kullanilacak primer antikor (Anti-Aeromonas spp.)
etkenin dokulardaki dagilimi ve hiicre lokalizasyonlarini belirlemek igin kullanildi. Primer

antikor uygulamasini takiben dokular sirasiyla, biotinlenmis tavsan anti-Aeromonas
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immunoglobulin G ile 15 dakika inkiibe edildi. Ardindan tiim kesitler PBS ile ii¢ defa yikanip
peroksidaz bagl streptavidin ile bir saat siireyle inkiibe edildi. Devaminda tim kesitler PBS
ile ii¢ defa yikandi. Doku kesitlerine, renk ortaya ¢ikarici substrat olarak, 3.3’-
diaminobenzidine tetrahydrochloride (0.5 mg DAB/mI) ve 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC)
kromojen soliisyonu, 3 dakika siireyle uygulandi. Arka plan boyamasi Mayer’s Hematoksilen
ile 5 saniye boyama ve sonrasinda da 5 dakika siireyle musluk suyunda yikanarak yapildi.
Dehidrasyonu takiben, kesitler immunmount ile kaplanarak ve 1sik mikroskobunda

incelenerek degerlendirildi.

3.4. Histopatolojik inceleme

%10’ luk tamponlu formalin soliisyonuna maksimum 48 saat olacak sekilde tespit
edilmek tizere alinan organ kesitleri, 6-8 saat siire ile akan ¢esme suyu ile yikandi. Otomatik
doku takip cihazinda (Leica TP 1020) bilinen yontemlerle alkol (70°, 80°, 90°, 96° ve 100°)
ve ksilol serilerinde islem gordiikten sonra parafinde bloklandi ve bu bloklardan 5 um
kalinliginda alinan kesitlerin tamami (Mikrotom, Leica RM 2135), hematoksilen ve eozin

(HE) ile boyandi. Dokular ayrica Ziehl-Neelsen ile boyandi.

Hematoksilen ve eozin boyama amaci ile alinan kesitler dnce ksilolde deparafinize
edildi, ardindan absoliit, %96 'lik, %80'lik ve %70’lik alkollerden gegilip rehidre edildikten
sonra Mayer's hematoksilen ile boyandi. Kesitler akan musluk suyu ile yikanip asit alkolle
muamele edilerek boyanin fazlas1 giderildi. Distile suda yikama islemini takiben, kesitler

eozin ile boyanip seri alkollerden ve ksilolden gegirilerek entellan ile kapatildi.

3.5. Ziehl-Neelsen Boyama

Doku takip islemini takiben alinan seri kesitler Ziehl-Neelsen boyamaya tabi tutuldu.
Isitma, deparafinizasyon ve rehidrasyon isleminden sonra kesitler filtre edilmis karbol fuksin
solisyonunda 30 dk bekletildi. Akarsuda temiz su akana kadar yikanan kesitler
dekolorizasyon igin %]1°lik asit alkol soliisyonundan gegirildi. Distile su ile yikamanin
ardindan metilen mavisi ¢alisma sollisyonuna daldirilip ¢ikarildi. Kesitler akarsuda

yikandiktan sonra dehidre edilip ksilolden gecirildi ve entellan ile kapatildi.
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3.6. Brown-Hopps Boyama

Doku takip islemini takiben alinan seri kesitler ayni modifiye Gram boyama Brown-
Hopps yontemi ile boyandi. Deparafinizasyon ve rehidrasyon isleminden sonra kesitler kristal
viyolede 2 dk bekletilip distile suda yikandi. Ardindan Gram iyodinde 5 dk tutulduktan sonra
fazla iyodinin uzaklasmasi i¢in distile sudan gegirildi. Aseton ile dekolorizasyonu yapildiktan
sonra yikanip bazik fuksinin caligma soliisyonunda 5 dk bekletilen kesitler distile su ile
yikandi ve devaminda Gallego soliisyonunda 5 dk tutuldu. Kesitler distile su ile yikanip 3’er
kez asetona daldirilip ¢ikarildi ve ardindan pikrik asit-aseton soliisyonunda 3 kez hizlica

daldirma islemi yapildi. Son asetonu takiben ksilolden gegirildi ve entellan ile kapatildi.
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4. BULGULAR

4.1. Nekropsi Bulgulari

Makroskobik olarak incelenen baliklarin operkulumlarinda 0,1-0,5cm. ¢aplarinda ve
sayilar1 1-3 adet arasinda degisen kanama odaklar1 goriildii (13 Olgu, tiim olgularin %59°u,
olgu no; 1-5, 9, 12-17, 19). Deri lizerinde petesiyel kanama odaklar1 gézlendi ve bu odaklarin
yerlesim olarak lateral ¢izgi tizerinde (4 Olgu, tim olgularin %18’i, olgu no; 4, 8, 13, 17),
pelvik yilizgeglerin dip kisimlarinda (4 Olgu, tim olgularin %18’i, olgu no; 4, 9, 21, 22),
lateral ¢izginin ventralinde (3 Olgu, tim olgularin %13,6’s1, olgu no; 5, 9, 17), pedinkul
bolgesinde (5 Olgu, tiim olgularin %22,7°si, olgu no; 5, 10, 14-16) ve pektoral yiizgeclerin
deriye bitisik kisimlarinda (5 Olgu, tiim olgularin %22,7’si, olgu no; 5, 8, 9, 21, 22) oldugu
belirlendi. Deride tek tarafli olarak bulunan ve gaplar1 2 cm’ye kadar ulasan ilserler alti
olguda (Tim olgularin %27,2’si, olgu no; 1, 2, 6, 14, 17, 19) gozlendi (Resim 4). Bazi
olgularda aniiste 6demle iligkili siskinlik ve hiperemi kaydedildi (7 Olgu, tim olgularin
%31,8’i, olgu no; 2, 4, 8, 9, 17 — 19). Solungaglarda solgunluk (9 Olgu, tiim olgularin
%40,9°u, olgu no; 1, 2, 7, 8, 13, 14, 18, 19, 22), hemoraji (4 Olgu, tiim olgularin %18’i, olgu
no; 1, 4, 6, 14) ve ekimotik kanamalar diger goze ¢arpan bulgulardi (4 Olgu, tiim olgularin
%18’i, olgu no; 3, 6, 13, 20).

Resim 4. Deri {izerinde yaklasik 2 cm ¢apinda tlserli bolge. Olgu no: 6.
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I¢ organlarda; hastaliktan en ¢ok etkilenen organlarin Karaciger, dalak ve bdbrek oldugu
tespit edildi. Hastalik igin en karakteristik bulgu olan graniilomlarin gériilme sikligi bobrek,
dalak ve karaciger olarak siralandi. Bu graniilomlar boz-beyaz renkte, makroskobik olarak
goriilebilen ve 0,05-0,2 mm ¢aplarinda ve genelde toplu igne basi biiyiikliiglinden daha kiiglik
bir morfolojiye sahipti (Resim 5). Hastaliktan etkilenen tiim olgularin karacigerinde boyutlari
0,Imm ile 1,5 cm arasinda degisen fokal hemorajiler ile bir olguda da solgun renkte genis
nekroz odagi (1 Olgu, tim olgularin %4,5’i, olgu no; 14) goriilmekteydi ve 6 olguda (Tim
olgularin %27,2’si, olgu no; 3, 4, 14-16, 19) graniillom makroskopik muayeneye yansimisti.
Splenomegali tiim olgularda goriiliirken, dalaktaki graniilomlar 17 olguda (Tim olgularin
%77,2’si, olgu no; 1-4, 7, 9, 10, 12, 14-22) dikkati ¢ekti. Bobrekte benzer yapidaki
graniilomlar 18 olguda (Tim olgularin %81,8’i, olgu no; 1-4, 6, 7, 9, 10, 13-22) dikkati
¢ekerken, kranial bobrekteki lokalizasyonu daha agirlikli oldugu kaydedildi (Resim 6). Bazi
olgularda hava kesesinin normalden daha siskin oldugu gozlendi (5 Olgu, tiim olgularin
%22,7’si, olgu no; 8, 9, 14, 17, 19). Dort olgunun (Tim olgularin %18’i, olgu no; 3, 5, 8, 18)
kalbin ventrikiil bolgesinde dalaktakine benzer boyut ve goriinlimde graniilomlar gozlendi
(Resim 7). Bagirsaklarda dilatasyon ve sivi igerik gozlendi (3 Olgu, tiim olgularin %13,6°st,
olgu no; 5, 8, 19). Gonadlarda ii¢ olguda (Tiim olgularin %13,6’s1, olgu no; 4, 14, 19)
hemoraji ve iki olguda da (tim olgularin %9’u, olgu no; 14, 19) normalden biiyiik bir

goriiniim sergiledigi ve makroskobik olarak da graniilomlarin varligi dikkati gekti.
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Resim 5. Dalakta ¢ok sayida graniilomlar. Olgu no: 17.
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Resim 6. Bobrekte cok sayida graniilomlar. Olgu no: 13.
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Resim 7. Kalp iizerinde graniilomlar. Olgu no: 6.

4.2. Bakteriyolojik Bulgular

Kanli agar ve TSA’da diizgiin kenarli yuvarlak koloniler 24°C’de 48 saatlik
inkiibasyonun sonunda tespit edildi. Koloniler beyaz-grimsi bir renkte tespit edildi. Tim
izolatlar Gram negatif ve cubuk sekilli idi (Resim 8). Izolatlarmn tiimiinde oksidaz ve katalaz
pozitif tespit edildi. Motilite tiim izolatlarda pozitif tespit edildi. Mueller ~Hinton agarda
24°C’de 72 saatlik inkiibasyonun sonunda pigmentasyon higbir izolatta goriilmedi. Kanl

agarda tiim izolatlarin hemoliz olusturdugu tespit edildi.
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10 pm

Resim 8. Gram boyamada, Gram negatif, ¢ubuk sekilli bakteri morfolojisi.

%1,5 NaCl ilave edilmis olan TSA agarda tiim izolatlar 24°C’de 48 saatte {lireme
gosterdiler, TCBS agarda 24°C’de 72 saatin sonunda higbir izolatta lireme tespit edilmedi.
Aeromonas agarda da 24°C’de 48 saatte iiremelerin oldugu tespit edildi. Kanli agarda
24°C’de 48 saatte iireme tespit edilirken, bakterinin hemolitik aktivitesi en belirgin olarak bu

besiyerinde tespit edildi (Tablo 16).
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Tablo 16. Tiim izolatlarda goriilen ortak fenotipik ozellikler.

Ozellik
Gram Boyama Negatif
Koloni Morfolojisi Diizgiin kenarli, Yuvarlak, Beyaz-Gri renkli
Bakteri Morfolojisi Cubuk Seklinde
Hemolitik Aktivite Pozitif
Motilite Pozitif
Pigment Olusumu Negatif
Oksidaz Pozitif
Katalaz Pozitif

% 1,5 NaCl iceren TSA’da Ureme  Pozitif

Aeromonas Agarda Ureme Pozitif
TCBS’de Ureme Negatif
Kanli Agarda Ureme Pozitif

API 20E Biyokimyasal testleri olgu no; 6, 10, 13, 14, 17, 18’¢ uygulandi (Tablo 17).
API 20E biyokimyasal test sonuglarina gore tiim izolatlarda arjinin dihisrolaz (ADH), lizin
dekarboksilaz (LDC), ornitin dekarboksilaz (ODC), sitrat kullanimi (CIT), H2S {iretimi
(H2S), ireaz (URE), inositol  fermentasyonu/oksidasyonu  (INO),  sorbitol
fermentasyonu/oksidasyonu (SOR), ramnoz fermentasyonu/oksidasyonu (RHA), siikroz
fermentasyonu oksidasyonu (SAC), melibioz fermentasyonu/oksidasyonu (MEL), amigdalin
fermentasyonu/oksidasyonu (AMY), arabinoz fermentasyonu/oksidasyonu (ARA) negatif
olarak tespit edilirken tiim izolatlarda indol iiretimi (IND), asetoin iiretimi (VP), jelatinaz
(GEL), glukoz fermentasyonu/oksidasyonu (GLU), mannitol fermentasyonu/oksidasyonu
(MAN) pozitif olarak bulundu. Beta galaktosidaz (ONPG) olgu no 10’da negatif olarak tespit
edilirken, olgu no 6, 13, 14, 17, 18’de pozitif olarak bulundu. Triptofan deaminaz (TDA) ise
olgu no 10’da pozitif olarak bulunurken, olgu no 6, 13, 14, 17, 18’de negatif olarak tespit
edildi.
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Tablo 17. API 20E biyokimyasal test sonuglari.

Olgu No
Test Kisaltma 6 10 13 14 17 18
Beta galaktosidaz ONPG + - + + + +
Avrjinin dihidrolaz ADH - - - - - -
Lizin dekarboksilaz LDC + + + + + +
Ornitin dekarboksilaz oDC + + + + + +
Sitrat kullanimi CIT - - - - - -
H.S Uretimi H2S - - - - - -
Ureaz URE - - - . . -
Triptofan deaminaz TDA - + - - - -
Indol tiretimi IND + + + + + +
Asetoin tretimi VP + + + + + +
Jelatinaz GEL + + + + + +
Glukoz fermentasyon/oksidasyonu GLU + + + + + +
Mannitol fermentasyon/oksidasyonu MAN + + + + + +
Inositol fermentasyon/oksidasyonu INO - - - - - -
Sorbitol fermentasyon/oksidasyonu SOR - - - L - -
Ramnoz fermentasyon/oksidasyonu RHA - - - - - -
Siikroz fermentasyon/oksidasyonu SAC - - - - - -
Melibioz fermentasyon/oksidasyonu MEL - - - - - -

Amigdalin fermentasyon/oksidasyonu AMY - - - - - -

Arabinoz fermentasyon/oksidasyonu ARA - - - - - -

VITEK-2 cihazi ile biyokimyasal parametrelerin belirlenmesi islemi olgu no; 6, 10,
13, 14, 17, 18’¢ uygulandi. Buna gore API 20E testinde oldugu gibi beta galaktosidaz
(BGAL) olgu no 10’da negatif olarak tespit edilirken, olgu no 6, 13, 14, 17, 18’de pozitif
olarak bulundu. Diger parametreler agisindan izolatlar arasinda bir farkilik tespit edilmedi.

Detayli sonuglar Tablo 18’de verilmistir.

38



Tablo 18. VITEK-2 biyokimyasal test sonuglari.

Olgu No
Test Kisaltma 10 13 14 17 18
Ala-Phe-Pro-Arilamidaz APPA - - - - -
Adonitol ADO - - - - -
L-Pirolidonil-Arilamidaz PyrA - - - - -
L-Arabitol IARL - - - - -
D-Sellobiyoz dCEL - - - - -
Beta-Galaktosidaz BGAL - + + + +
H>S tiretimi H2S - - - - -
Beta-N-Asetil-Glukozaminidaz BNAG + + + + +
Glutamil Arilamidaz pNA AGLTp - - - - -
D-Glukoz dGLU + + + + +
Gamma-Glutamil-Transferaz GGT - - - - -
Fermantasyon / Glukoz OFF + + + + +
Beta-Glukosidaz BGLU - - - - -
D-Maltoz dMAL + + + + +
D-Mannitol dMAN + + + + +
D-Mannoz dMNE + + + + +
Beta-Zilosidaz BXYL - - - - -
Beta-Alanin arilamidaz pNA BAlap - - - - -
L-Prolin Arilamidaz ProA + + + + +
Lipaz LiP - - - - -
Palatinoz PLE - - - - -
Tirosin Arilamidaz TyrA + + + + +
Ureaz URE - - - - -
D-Sorbitol dSOR - - - - -
Sakkaroz/Siikroz SAC - - - - -
D-Tagatoz dTAG - - - - -
D-Trehaloz dTRE + + + + +
Sitrat (Sodyum) CIT - - - - -
Malonat MNT - - - - -
5-Keto-D-Gluconate 5KG - - - - -
L-Laktat Alkalinlesmesi ILATK - - - - -
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Tablo 18. VITEK-2 biyokimyasal test sonuglar1 (devam).

Alfa-Glukosidaz AGLU
Sukkinat Alkalinizasyonu SUCT
Beta-N-Asetil-Galaktozaminidaz NAGA
Alfa-Galaktosidaz AGAL
Fosfataz PHOS
Glisin Arilamidaz GlyA
Ornitin Dekarboksilaz oDC
Lisin Dekarboksilaz LDC
L-Histidin Asimilasyonu IHISa
Koumarat CMT
Beta-Glukuronidaz BGUR
0/129 Direng (comp.vibrio.) 0O129R
Glu-Gli-Arg-Arilamidaz GGAA
L-Malat Oziimlenme IMLTa
Ellman ELLM
L-Laktat Asimilasyonu ILATa

Calismadaki tiim

izolatlarin 16S tRNA sekans

+

+

sonuglari

+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +

BLASTN 2.13.0+

veritabaninda incelendiginde Aeromonas veronii ile %96 — 98 arasinda degisen oranlarda

benzerlik gosterdigi goriildii. izolatlarin benzerlik yiizdeleri ve benzerlik gosterdigi izolat

numaralar1 Tablo 19°da belirtilmistir.
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Tablo 19. 16S rRNA sekans datalarinin BLASTN 2.13.0+ programinda degerlendirilmesi.

Olgu No  Benzerlik Gosterdigi Tiir Benzerlik Oram
1 Aeromonas veronii %97
2 Aeromonas veronii %98
3 Aeromonas veronii %98
4 Aeromonas veronii %97
5 Aeromonas veronii bv. veronii %97
6 Aeromonas veronii bv. veronii %98
7 Aeromonas veronii bv. veronii %98
8 Aeromonas veronii bv. veronii %98
9 Aeromonas veronii bv. veronii %98
10 Aeromonas veronii bv. veronii %97
11 Aeromonas veronii %97
12 Aeromonas veronii bv. veronii %98
13 Aeromonas veronii bv. veronii %96
14 Aeromonas veronii bv. veronii %96
15 Aeromonas veronii bv. veronii %98
16 Aeromonas veronii bv. veronii %96
17 Aeromonas veronii bv. veronii %96
18 Aeromonas veronii bv. veronii %97
19 Aeromonas veronii bv. veronii %96
20 Aeromonas veronii bv. veronii %97
21 Aeromonas veronii bv. veronii %97
22 Aeromonas veronii bv. veronii %98
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4 OlguNo 3
76 |' OlguNo 7

‘Olgu No 1

KF636138 Aeromonas veronii bv. sobria Yunanistan (Smyrli ve ark 2017)

OlguNo 5

Olgu No 2
8 Olgu No 4
Olgu No 6

M Q MT126417 Aeromonas veronii Turkiye (Tanrikul ve ark 2021)

r OlguNo 11

Olgu No 10

51

o OlguNo 8

11 |r OlguNo 12

4 \—’7 KR049227 Aeromonas veronii bv. sobria Yunanistan (Smyrli ve ark 2017)
2 Olgu No 9

5.00

Sekil 3. Olgu no 1 - 12 ile levrekten Tiirkiye’de izole edilen (Dingtiirk ve Tanrikul, 2021) ve
Yunanistan’da izole edilen (Smyrli ve digerleri, 2017) izolatlarin 16sTRNA sekanslar1 baz
alinarak Megall programi ile Maximum Composite Likelihood Methoduna gore 1000
botstrap ¢ogaltmasi ile hazirlanmis filogenetik siniflandirmasi.

4.3. Histopatolojik Bulgular

Sunulan tez ¢alismasinda Aeromonas veronii’ye iliskin dogal enfeksiyonda en carpict
bulgu basta dalak, bobrekler, karaciger ve deri olmak tizere daha nadir olarak diger dokularda
gozlenen graniilomlardi. Histopatolojik olarak bu graniilomlarin gelisimleri semikantitatif
olarak 5 evrede tanimlandi. I. evre graniilomda saglam makrofajlar (10-20°1i hiicre gruplari)
kiigik odaklar halinde epiteloid bir kiime olusturacak sekilde yigilim géstermis ve kapsiil
yapisi icermemekteydiler (Resim 7 a ve b). Il. evre graniilomlar ise dejenere-saglam g¢oklu
makrofaj hiicre gurubundan olusan ve genis bir alan1 kaplayan, fibréz kapsiil olusumu belli-
belirsiz olan gen¢ graniilomlardan olugmakta idi. Bu graniilomlarda 6zellikle dejenere
makrofajlarin sitoplazmlarinda bakteri icerigi HE boyamada da farkedilmekteydi. Ill. evre
graniilomlarin ise, hayali bir goriinlimde koagiilasyon nekrozuna ugramis makrofajlar (siskin
ve koyu eozinofilik sitoplazma, karyolizis/karyoreksis ve hayali bir siliiet) ve bunu kusatan

saglam makrofajlardan olusan yangisal bir kusak ve fibroz doku ile kapsiillendigi gbze carpti.
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Nekrotik hiicrelerden bazilarinin bakteri igerdigi de gozlendi. IV. evre graniilomlarin ise, III.
evredeki nekrotik makrofajlarin tamamen yikimlanarak kazeifiye nekrotik bir igerige
doniistiigli gézlendi. Hatta bu evredeki bazi graniilomlardaki yangisal hat makrofajlarin da
tamamen kazeifiye nekrotik icerige katilarak, graniilomun direkt olarak fibréz doku ile
kapsiillendigi gozlendi. V. evredeki graniilomlarda ise kapsiilii olusturan fibrositler kazeifiye
nekroz alanin1 dolduracak sekilde prolifere oldugu ve graniilomun sklerotik bir gdriiniim
aldigi dikkati ¢ekti. Bu evredeki bazi graniilomlarda kazeifiye alanin fibrosit

proliferasyonlarca tamamen dolduruldugu gozlendi.

Graniilomlarin yogunluklar1 ise semikantitatif olarak, her organ i¢in doku kesitinin
tamaminda 1 ila 3 adet graniilom goriilmesi durumunda hafif, 3 ila 5 adet arasinda graniilom
goriilmesi durumunda orta ve 5’ten fazla graniilom goriilmesi durumunda siddetli olarak

degerlendirildi.
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Resim 9. (a) ve (b) Cok sayida makrofaj kiimelenmelerinden olusan I. evre graniilom.
Kraniyal bobrek, olgu no:4, HE.
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degerlendirildi.

Ozetlenmistir.

Tablo 20. Olgulara gore graniilom goriilen organlar.

Graniilomlarin say1 ve dagilimlar1 hafif, orta siddette ve siddetli olarak ti¢ kategoride

Tablo 20°de graniilomlarin organlar ve olgulara gore degisimleri

Olgu  Makroskobik Histopatolojik
No Graniilom Goriilen a0 ciger Dalak Kraniyal Kaudal Diger
Organlar Bobrek Bobrek
1 DI, Bb 1(S),I(S), I I(S),I(S) I(S),I(S),II 1(O)N Dr IV.
(H). I (H), v (0), IV (0). (0).
(H).
2 DI, Bb 1(S),11(S), 1(S),1(S), I 1(0),II Dr IV, KI
(O, IV (S), IV (O). (0). 1
(H).
3 DI, Bb, KI, KC 1L (S), IV (S). V@S,V  II(S),IV(S). NI(©)IV Driv,KI
($). (O). Il
4 KC, DI, Bb 1(S),I(S), I I(S),I(S). I(S),I(S),II I(H), I
(H), IV (H). (- (H).
5 KI HEH), IV L(H), IE(H), TS, IV KII,
(H). 1 (H), IV S). Gon I11.
(H).
6 Bb 1(S), I (S), I I1(S),11(S), | (H), 1l (H). 1(H), Il Dr V.
(O), IV (H). I (H). (H).
7 DI, Bb I (H), Il (H). I (S), IV mr(s), v (), i), I1v
$)1LV(E). V(). ©).
8 KI L(H), 11 (H). 1 (H), Il (H). KIIL.
9 Bb, DI 1($), 11 (0). IV (H). 1(0),11(0),  NI(0), IV
HL(S), IV (S), (0),V (O).
V(S).
10 DI, Bb I (H), Il (H). 1 (0), 11 (0). V(S 1(0), 1l
(0), 111 (O).
11 1(0), 11 (0),
I (S).
12 DI I (H), Il (H). 1 (0), IV 1 (O).
(.
13 Bb 1(S), I (S), 1T V (H). 1l (0), IV 1(H), Il
($), IV (0). ©). (H).

45



Tablo 20. Olgulara gore graniilom goriilen organlar (devam).

14 KC, DI, Bb, Gon 1(S), I (S), I I (S), IV V(S). HH), IV Driv
($), IV (0). ($), V(). (H), V(H). BeylV,
Gon IV.
15 KC, DI, Bb I(S), I (S), III 1 (0), 1 (0), TI(S),IV(S). 1(0) 1l Drlv,
(S), IV (O). (), IV (0), 1M1 (S), Sol IV.
$). V(). IV (§).
16 KC, DI, Bb, Gon 1(S), 11 (), I1I HE(S), IV TI(S),IV(S), HI(H), IV DrlV,
($), IV (O). S),VES)  VE). (H), V(H). Sollv,
Gon IV.
17 DI, Bb IV (S) IV (S),V 11 (S), IV (S) Dr IV
S
18 DI, Bb, Kl 1(S), I (S), I IV (H), V 1(S),I1(S), 1T 1(0), 11 (0) KIIII,
(©), 1V (0) (H) (©), IV (0)
19 KC, DI, Bb, Gon 1(S), 11 (S), 11T H(0), IV TI(S),IV(S), HI(0),IV DrlV.
($), IV (S) ($), V() V(S ©) Sol 1, 1V.
Gon IV.
20 Bb, DI 1(S), 11 (0). IV (H). 1 (0), Il (O), 1 (0), IV
HL(S), IV(S), (0),V (0).
V(S).
21 DI, Bb 1(S), I1(S), Tl I(S),I1(S) 1(S),I(S). 1 (0), Il
(H). 1 (H). (0).
22 DI, Bb. I (H), Il (H). 1 (0), 11 (0). 1V (S). 1 (0), Il
©).

KC: Karaciger, DI: Dalak, Bb: Bobrek, Kl: Kalp, Dr: Deri, Sol: Solungag, Bey: Beyin, Gon: Gonad. I: I. evre graniilomlar,
11: 1I. evre graniilomlar, 111: 1Il. evre graniilomlar, 1V: IV: evre graniilomlar, V: V. evre graniilomlar. H: Hafif siddette

graniilom yogunlugu, O: Orta diizeyde graniilom yogunlugu, S: Siddetli graniilom yogunlugu.

Karacigerde tiim olgularda yaglanma tespit edildi. Yaglanmanin siddeti, hepatositlerde
az miktarda goriilecek sekilde olanlar hafif (3 Olgu, tiim olgularin %13,6’s1, olgu no; 5, 8,
10), bazilarinda hepatositlerin neredeyse tamamini1 kapsayacak sekilde olanlar ise siddetli
olarak tanimlandi (19 Olgu, tiim olgularin %86,3’1, olgu no; 14, 6, 7, 9, 11-22). Olgularin
bazilarinda damarlarin genislemis ve hiperemik oldugu dikkati ¢ekti (3 Olgu, tiim olgularin
%13,6’s1, olgu no: 8, 9, 13). Damarlarin c¢evresinde gevsek yapida makrofaj
infiltrasyonlarinin  yer aldigr gozlendi. Bu makrofajlarin  bazilarinda ¢ekirdeklerin

karyoreksise ugrayarak nekroze oldugu goze carpti.

Karacigerde agirlikli olarak 16 olgu (Tim olgularin %72,7°si, olgu no; 1, 4, 6, 7, 9, 10,
12-16, 18-22)’da I. ve Il. evre graniilomlar g6zlenirken (Resim 10 a ve b), 11 olguda (Ttim
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olgularin %50’si, olgu no; 1, 3, 4, 6, 13-16, 18, 19, 21) da Ill. evre graniilomlar dikkkati ¢ekti
(Resim 11 a ve b). Ortasinda kazeifiye nekroz alaninin sekillenmis oldugu IV. evre

graniilomlar 8 olgunun karacigerinde Saptandi (Tiim olgularin %36,3’d, olgu no; 3, 4, 6, 13,
15, 16, 18, 19).

Bu graniilomlarin say1 ve dagilimlar1 ise graniilomlarin siddetine gore olgularda
farklilhk gostermekteydi. Iki olguda (Tiim olgularin %9°u, olgu no; 1, 21) I. ve Il. evredeki
graniilomlar ¢ok yogun olarak goriliirken, III. evredeki graniilomlar az miktardaydi, bir
olguda (Tiim olgularin %4,5’i, olgu no; 18), I. ve II. evredeki graniilomlar ¢ok yogun, III. ve
IV. evre graniilomlar orta diizeydeydi, bir olguda (Tim olgularin %4,5’i, olgu no; 3) I1l. ve
IV. evre graniilomlar siddetliydi, bir olguda (Tiim olgularin %4,5’i, olgu no; 4) 1. ve Il. evre
grantilomlar siddetli, III. ve IV. evre graniilomlar ise hafif diizeydeydi, bir olguda (Tiim
olgularm %4,5’1, olgu no; 6) I. ve II. evre graniilomlar siddetli, III. evre graniilomlar orta, I'V.
evre grantilomlar ise hafif diizeydeydi, ti¢ olguda (Tiim olgularin %13,6’s1, olgu no; 7, 10, 12)
I. ve II. evre graniilomlar hafif diizeydeydi, iki olguda (Tiim olgularin %9’u, olgu no; 9, 20) I.
ve II. evre graniilomlar hafif diizeydeydi, bes olguda (Tiim olgularin %22,7’si, olgu no; 12-
16) 1., II. ve III. evre graniilomlar siddetli, IV. evre graniilomlar ise orta diizeydeydi, bir
olguda (Tim olgularin %4,5’i, olgu no; 17) 1V. evre graniilomlar siddetliydi, bir olguda (Tim
olgularin %4,5’i, olgu no; 19) L., II., III. ve IV. evre graniilomlar siddetli ve bir olguda ise
(Tim olgularin %4,5’i, olgu no; 21) 1. ve II. evre graniilomlar siddetli, IV. evre graniilomlar
ise hafif diizeyde tespit edildi. Bazi olgularda (2 Olgu, tiim olgularin %9’u, olgu no; 4, 17)
birka¢ graniilomun tek bag doku catisi altinda birleserek bilesik (konglomere) graniilom
yapisint aldigi goriildi. 12 olgunun (Tiim olgularin %54,5’i, olgu no; 1, 6, 7, 9, 10, 12, 13, 17,
18, 20-22) karacigerinde makroskobik olarak graniilom gériinmezken histopatolojisinde farkli

evrelerdeki graniilomlar tespit edildi.
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Resim 10. (a) ve (b) Makrofajlar arasinda tek tiik lenfositleri de igeren II. Evre graniilom.
Karaciger, olgu no: 18, HE.
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Resim 11. (a) ve (b) Graniilomun merkezindeki makrofajlarin nekroze olmaya basladig: I11.

evre graniilom. Karaciger, olgu no: 6, HE.
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Dalaktaki graniilomlar karacigerde tanimlananlara benzer sekilde 5 evrede izlendi.
Ortada nekroz alani bulunmayan, dejenere makrofajlarda bakteri igeren ve belirgin bir
bagdoku kapsiilii heniiz sekillenmemis 1. ve II. evre graniilomlara on olguda (Tiim olgularin
%45,4°1, olgu no; 1, 2, 4, 6, 8, 10, 11, 15, 21, 22) rastland1 ve yogunluklari ise 1 olguda (Tim
olgularin %4,5’i, olgu no; 8) hafif, 3 olguda (Tiim olgularin %13,6’s1, olgu no; 10, 11, 22)
orta diizeyde, 6 olguda (Tiim olgularin %27,2’si, olgu no; 1, 2, 4, 6, 15, 21) ise siddetli olarak
tespit edildi. Yine aym vakalarda makrofajlarin yalnizca bir siliiet halinde segilebildigi ve
nekrotik bir hal aldigi ve belli belirsiz fibroz kapsiilanin seillendigi goriildii. Nekrotik
makrofaj yayginligi daha genis ve belirgin olan ve etrafindaki epiteloid makrofaj katmaninin
daha siki ve kompakt halde oldugu, bag doku kapsiiliiniin nispeten daha belirgin oldugu IlI.
evre graniilomlar ise 12 olguda (Tiim olgularin %54,5’1, olgu no; 1, 2, 5-7, 11, 12, 14-16, 19,
21) goriildii ve yogunluklari ise 4 olguda (Ttim olgularin %18’i, olgu no; 1, 5, 6, 21) hafif, 3
olguda (Tim olgularin %13,6’s1, olgu no; 2, 12, 19) orta diizeyde, 5 olguda (Tiim olgularin
%22,7’si, olgu no; 7, 11, 14-16) da siddetli olarak tespit edildi. Merkezinde kazeifiye nekroz
alanini iceren IV. evre graniilomlar 14 olguda (Ttim olgularin %63,6’s1, olgu no; 1, 2, 3, 5, 7,
9, 12, 14-20) dikkati ¢ekti ve bu graniilomlarin yogunluklart ise 6 olguda (Tim olgularin
%27,2’si, olgu no; 1, 2, 5, 9, 18, 20) hafif ve 7 olguda (Tim olgularin %31,8’i, olgu no; 3, 7,
12, 14, 16, 17, 19) da siddetli ve 1 olguda da (Ttim olgularin %4,5’i, olgu no; 15) orta diizey
olarak tespit edildi. 8 olguda (Tim olgularin %36,3’l, olgu no; 3, 7, 13, 14, 16-19)
grantilomun sklerotik bir goriinim aldigi V. evre graniilomlar tespit edildi ve bu
graniilomlarin yogunluklari da 2 olguda (Tiim olgularin %9’u, olgu no; 13, 18) hafif ve 6
olguda (Tiim olgularin %27,2’si, olgu no; 3, 7, 14, 16, 17, 19) da siddetli olarak tespit edildi.
Bazi olgularda konglomere graniilom yapilar1 goze ¢arpti (2 Olgu, tiim olgularin %9’u, olgu
no; 17, 19) (Resim 12).
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Resim 12. IV. evre graniilomlar: i¢eren konglemere graniilom yapisi. Dalak, olgu no: 17,
HE.

Bobrek dokularinda; kranial bobrekte 1. ve Il. evre graniilomlar 10 olguda (Tim
olgularm %45,4°1, olgu no;l, 2, 4-6, 8, 9, 18, 20, 21) goriildii ve bu graniilomlarin
yogunluklar1 3 olguda (tiim olgularin %13,6’s1, olgu no; 5, 6, 8) hafif, 2 olguda (tiim olgularin
%09’u, olgu no; 9, 20) orta, 5 olguda (tiim olgularin %22,7’si, olgu no; 1, 2, 4, 18, 21) siddetli
diizeyde idi. III. evre graniillomlar 15 olguda (tiim olgularin %68,1’1, olgu no; 1-5, 7, 9, 12,
13, 15-20) goriiliirken, bunlarin yogunluklar1 1 olguda (tiim olgularin %4,5’i, olgu no; 5)
hafif, 4 olguda (tiim olgularin %18’i, olgu no; 1, 12, 13, 18) orta, 10 olguda (tim olgularin
%45,4’1, olgu no; 2-4, 7, 9, 15-17, 19, 20) ise siddetli olarak degerlendirildi. IV. evre
graniilomlar 14 olguda (tiim olgularin %63,6’s1, olgu no; 1-3, 5, 7, 9, 13, 15-20, 22) goze
carparken bu graniilomlarda ise yogunluklar1 1 olguda (tim olgularin %4,5’i, olgu no; 5)
hafif, 4 olguda (tiim olgularin %18’i, olgu no; 1, 2, 13, 18) orta, 9 olguda (tiim olgularin
%40,9’u, olgu no; 3, 7, 9, 15-17, 19, 20, 22) ise siddetli olarak tespit edildi. Graniilomlarin
sikatrize dokuya doniismekte/doniistiigli V. evre graniilomlarm 7 olguda (tim olgularin
%31,8’i, olgu no; 7, 9, 10, 14, 16, 19, 20) goézlendigi kaydedildi ve bu olgulardaki
yogunlugun da 1 olguda (tiim olgularin %4,5’i, olgu no; 7) orta diizeyde, geri kalan 6 olguda
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(tim olgularin %27,2’si, olgu no; 9, 10, 14, 16, 19, 20) ise siddetli diizeyde oldugu tespit
edildi. Bir olguda (Tiim olgularin %4,5’1, olgu no; 13) ise genis kazeifiye nekroz alani igeren
tek bir grantilomun kesit alaninin yaklagik {igte ikisini istila ettigi dikkati ¢cekti (Resim 13 a ve
b). Bazi olgularda (2 Olgu, tiim olgularin %9’u, olgu no; 9, 19) bu graniilomlarin birleserek

konglomere graniilom olusturduklar1 tespit edildi.

Kaudal bobrekte graniilomlarin goriilme sikligi kraniale gore daha az idi. I. ve Il. evre
graniilomlara 10 olguda (Tim olgularin %45,4°%, olgu no; 1, 2, 4, 6, 10, 13, 15, 18, 21, 22)
rastlanild1 ve bu graniilomlarin yogunluklari 3 olguda (Tiim olgularin %13,6’s1, olgu no; 4, 6,
13) hafif ve 7 olguda (Tim olgularin %31,8’i, olgu no; 1, 2, 10, 15, 18, 21, 22) orta diizeyde
oldugu dikkati ¢ekti. IIl. evre graniilomlar 10 olguda (Tim olgularin %45,4°1, olgu no; 3, 5,
7,9, 10, 14-16, 19, 20) dikkati ¢ekerken bu graniilomlarin ise yogunluklar1 1 olguda (Tim
olgularim %4,5’i, olgu no; 16) hafif, 6 olguda (Tiim olgularin %27,2’si, olgu no; 3, 7, 9, 10,
19, 20) orta diizeyde ve 2 olguda (Tiim olgularin %9’u, olgu no; 5, 15) siddetliydi. IV. evre
graniilomlar 10 olguda (Ttim olgularmm %45,4’1, olgu no; 3, 5, 7, 9, 10, 14-16, 19, 20)
goriiliirken, dagilim ve yogunluklar1 2 olguda (Tiim olgularin %9’u, olgu no; 14, 16) hafif, 6
olguda (Tim olgularin %27,2’si, olgu no; 3, 7, 9, 10, 19, 20) orta diizeyde ve 2 olguda da
(Tim olgularin %9’u olgu no; 5, 15) siddetli olarak degerlendirildi. V. evre graniilom ise 4
olguda (Tiim olgularin %18’i, olgu no; 9, 14, 16, 20) tespit edildi ve 2 olguda (Tim olgularin
%9°’u, olgu no; 14, 16) hafif diizeydeyken, 2 olguda (Tiim olgularin %9’u, olgu no; 9, 20) ise

orta olarak degerlendirildi.

Kaudal bobrekte bir olguda Kistik papiller tubuler hiperplazi gozlendi (Tiim olgularin
%4,5’1, olgu no; 8). Dort olguda (Tim olgularin %18’i, olgu no; 6, 10, 17, 18) aralarinda
makrofajlarin da yer aldigi siddetli lenfosit infiltrasyonlar: ile karakterize fokal dissemine
interstisyel nefritis tanimlandi. Bir olguda (Tim olgularin %4,5’i, olgu no; 6) ise, bu
infiltrasyonlara fibroz doku proliferasyonu eslik etmis oldugu ve bu sahalarda tubulus
yapilariin secilemedigi gozlendi. Buna bitisik bir alanda da kazeifiye alan1 olmayan II. evre

biiyiik bir graniilom goze carpti (Resim 14).
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Resim 13. (a) ve (b) Ortada kazeifiye nekroz odagini ¢evreleyen saglam makrofaj hatt1 ve en
dista bagdoku kapsiilii. V. evre graniilom. Kraniyal bobrek, olgu no: 13, HE.
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Resim 14. Nonpurulent interstisyel nefritis ve I1. evre graniilom morfolojisi. Kaudal bobrek,

olgu no: 6, HE.

Deride; epitel ile kas katmani arasinda ve genellikle de ylizeye acilarak iilserlesmelere
neden olan IV. evre graniilomlar dikkati ¢ekti. Bu graniilomlarin, merkezi kisimlar1 genis
kazeifiye nekroz alanlar1 ve bunu g¢evreleyen makrofajlar ve tek tiik lenfositlerden olusan
mononiiklear hiicrelerden olugsan yangisal bir katman ve en distan da fibroz doku ile
kusatilmis oldugu gézlendi (9 Olgu, tiim olgularin %40,9°u, olgu no; 1-3, 6, 14-17, 19). Bir
olguda (Tim olgularin %4,5’i, olgu no; 19) kazeifiye nekroz alanlarinda &bek 6bek bazofilik
renkte bakteri kiimeleri belirlendi. Gram boyamada ise H&E boyamada goriilmeyen olgular
da dahil olmak {izere Gram negatif ¢ubuk tarzda bakteri kiimeleri belirlendi. Bir olguda (Olgu
no; 6) ise irili-ufakli graniilomlarin kas katmanini da kaplayacak sekilde yayildig1 géze garpti.
Yiizeye yakin alanlardaki disar1 agilan bazi graniilomlarda nekrotik icerigin bosalmis ya da
bosalmakta oldugu goriildi (3 Olgu, tiim olgularin %13,6°s1, olgu no; 6, 17, 18). Yine bir
olguda (Tiim olgularin %4,5’i, olgu no; 19), bir sahada irili-ufakli graniilomlarin biribirine
bitisik sekilde dizilim gosterdigi, kazeifiye nekroz alanlarinin digerlerine gore ¢ok daha genis
oldugu, yangisal makrofaj katmaninin neredeyse ortadan kalkarak direkt olarak bag dokuyla
kapsiillenmis oldugu goze carpti. Ayn1 graniilomlarda, kapsiilaya yakin alanlarda, ayr1 ayri,

yuvarlak inci tanesi seklinde, birbirinden bagimsiz, kazeifiye nekroz alanlar1 da mevcuttu. Iki
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olguda deriden bagimsiz sekilde kas katmani igerisinde genis kazeifiye nekroz alanlarini
direkt olarak ¢evreleyen iki adet graniilom dikkati ¢ekti. Bunun disinda mevcut graniilomlara
yakin bir alanda, heniiz kazeifiye nekroz alaninin yeni sekillenmeye basladigi bir graniilom
daha g6zlendi. Ayrica mevcut alanda yag katmani igerisinde benzer bir graniilom yapis1 daha
belirlendi (3 Olgu, tiim olgularin %13,6’s1, olgu no; 6, 14, 19) (Resim 15).

Resim 15. Kiigikli biiyiiklii ve birbirine neredeyse bitisik sekilde sekillenmis V. evre
graniilomlar. Deri, olgu no:19, HE.

Kalp dokusunda; 8 olgunun (Tim olgularin %36,3’1, olgu no; 4-6, 8, 13, 14, 18, 19)
perikardinda mononiiklear hiicre reaksiyonlarindan olusan perikarditis tanimlandi. Perikart
ylizeyi fibrinli eksudat aralarinda lenfosit, plazma hiicresi, makrofaj ve heterofillerden olusan
yangisal reaksiyonlar ile genisledigi tespit edildi. Bazi olgularda (6 Olgu, tiim olgularin
%27,2’si, olgu no; 4, 6, 13, 14, 18, 19) yangisal reaksiyonun kas katmani derinliklerine dogru
yayilim gosterdigi dikkati ¢ekti. Buradaki yangisal hiicrelerin ¢cogunlugu makrofaj agirlikliydi
(Resim 16).
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Resim 16. Lenfosit, makrofaj hiicre infiltrasyonlar ile karakterize fibrinli perikarditis. Kalp,
olgu no: 13, HE.

3 olguda ise kalp periferinde sekillenmis Ill. evre graniilom goriildii (Tiim olgularin
%13,6’s1, olgu no; 5, 8, 18).

Solungaclarda; olgularin bazilarinda az sayida parazit kesitleri goriildd (5 Olgu, tim
olgularin %22,7’si, olgu no; 8, 10, 13, 14, 17). Bu parazitler morfolojik olarak Diplectanum
aequans’a benzer morfolojik ozellikler gostermekteydi. Primer lamellerin tam merkezinde,
merkezi kisimda kazeifiye nekroz alanlar1 ve ¢evresinde makrofajlarca kusatilmis ve bag doku
ile kapsiillenmis IV. evre graniilom mevcuttu (1 olgu, tiim olgularin %4,5’i, olgu no; 19).
Solunga¢ arkinin iizerinde, daha kii¢iik capli, yeni sekillenmekte olan, kazifiye nekroz
alanlarinin yer almadigi, sadece selliileritinin bulundugu II. evre graniilomlara yakin bir
sahada da IV. evre graniiloma da rastlandi (1 Olgu, tiim olgularin %4,5’i, olgu no; 19). Ayrica

solungag arkinda eozinofilik graniiler hiicre proliferasyonu dikkati ¢ekti.

Beyinde; bir olguda meninkste ortasinda kazeifiye nekroz alani bulunan, hemen
etrafinda birbirleriyle olduk¢a siki kompakt halde olan kalin bir kusak halinde epiteloid
makrofajlar ile ¢evreli ve en distan fibréz dokuyla iyi kapsiillenmis IV. evre bir graniilom

tanimland1 (Tiim olgularin %4,5’i, olgu no; 14) (Resim 17).
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Resim 17. Meninkste sekillenen 1V. evre graniilom. Beyin, olgu no: 14. HE.

Gonad dokularinda; bir olguda (Tim olgularin %4,5’i, olgu no; 5) yeni sekillenmekte
olan ve ortada kazeifiye nekroz alan1 bulunmayan ve bagdoku kapsiiliiniin yeni sekillenmekte
oldugu III. evre graniilom gozlendi (Resim 18). Baska bir olguda (2 Olgu, tim olgularin
%9’u, olgu no; 14, 19) ise ortasinda kazeifiye nekroz alani bulunan IV. evre graniilom
tanimlandi (Resim 19). Tanimlanan graniilomlarin merkezi kisimlarinda nekrotik sahalarda ve

makrofaj sitoplazmalarinda (H&E ve Gram boyamalarda) bakteri icerdigi gozlendi.
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Resim 19. Kazeifiye nekroz alani igeren IV. Evre graniillomlar. Gonad, olgu no: 19, disi, HE.
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Midede bazi olgularda Sphaerosphora dicentrarchi oldugu diisiiniilen parazit kesitleri
goriildi (5 Olgu, tim olgularin %22,7°si, olgu no; 6, 8, 10, 18, 19). Bir olgunun barsak
kesitlerinde, villus yapilarimin yer yer kiitlestigi, lamina propriyada lenfosit plazma
hiicrelerinden ve aralarda makrofajlardan olusan yangisal reaksiyonlar gézlendi. Bu hiicreler
arasinda da eozinofilik graniiler hiicrelerin yer aldigi gériinmektydi (Tiim olgularin %4,5’i,

olgu no; 19).

Tiim dokularin Ziehl-Neelsen boyamalarinda aside direngli bakteri tespit edilmedi.

4.4, immunohistokimyasal Bulgular

Aeromonas veronii antijen pozitif reaksiyonlarin lokalizasyonu ve siddeti,
graniilomlarin en siklikla sekillenmis oldugu organlar olan dalak (22 Olgu, tim olgularin
%1004, olgu no; 1-22) (Resim 20), bobrek (22 Olgu, tiim olgularin %100°4, olgu no; 1-22)
(Resim 21), karaciger (18 Olgu, tiim olgularin %81,8’i, olgu no; 1, 3, 4, 6, 7, 9, 10, 12-22)
(Resim 22) ve deri (9 Olgu, tim olgularin %40,9°u, olgu no; 1-3, 6, 14-17, 19) iken, daha
ender olarak da rastlandigir gonadlar (3 Olgu, tiim olgularin %13,6’s1, olgu no; 5, 16, 19),
solungag (3 Olgu, tiim olgularin %13,6’s1, olgu no; 5, 16, 19) (Resim 23 a ve b), beyin (1
Olgu, tiim olgularin %4,5’i, olgu no; 14) idi. Bakteriyel antijen pozitif reaksiyonlarin
yogunlugu ve boyanma siddetleri de graniilomlarin semikantitatif olarak degerlendirilen
evrelerine gore farklilik gostermisti. Buna gore; en siddetli immunpozitif reaksiyonlar belirgin
bir kazeifikasyon nekrozu alan1 ve bunu gevreleyen epiteloid makrofaj reaksiyonunun daha
sik1 ve kompakt katman halinde dizilim gosterdigi ve bag doku kapsiiliiniin yeni sekillenmis
oldugu IV. evre graniilomlarda lokalizasyon gostermisti. Buradaki reaksiyonlar kazeifiye
nekroz alaninda Obek 0Obek serbest halde gozlenirken, nekroz alaninin c¢evreleyen
makrofajlarin ise sitoplazmalarinda tanimlandi. Yeni sekillenmekte olan ve ortada nekroz
alan1 bulunmayan bagdoku kapsiiliiniin net bir sekilde olugsmadigi I. ve II. evre graniilomlarda
ise immunreaksiyonlar tek tiik makrofaj sitoplazmalarinda hafif siddette gozlendi. Kazeifiye
nekroz alaninin heniiz sekillenmedigi, III. evre graniilomlarda &zellikle nekrotik makrofaj
sitoplazmalarinda orta siddetten siddetliye kadar degisen antijen pozitif reaksiyonlar gézlendi.
Kazeifiye nekrotik alanlarin bag doku ile doldurulmaya baslandigi ya da tamamen

doldurulmus graniilomlarda ise immun reaksiyonlar yok denecek kadar azdu.
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Resim 20. Bir graniilomda ¢ogunlugu makrofaj sitoplazmalarinda ve daha nadir olarak da
nekrotik igerikte immunpozitif reaksiyonlar. Dalak, olgu no: 13, LSAB.

Resim 21 Yeni sekillenmekte olan garantilomlarda ve infiltre makrofajlarin

sitoplazmalarinda immunpozitif reaksiyonlar. Kraniyal bobrek, olgu no: 9. LSAB.
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Resim 22. Bir graniilomun merkezinde makrofajlarda ve nekrotik icerikte serbest halde
bakteriyel antijen pozitif reaksiyonlar ile graniilom cevresinde tek tiik makrofajlardaki
immunopozitiflik. Karaciger, olgu no: 18, LSAB.
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Resim 23. (a) ve (b) Bir graniilomda makrofajlarda ve nekrotik igerikte immun pozitif
reaksiyonlar. Solungag, olgu no: 19., LSAB.
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Aeromonas veronii pozitif reaksiyonlar yukarida vurgulandigi gibi, i¢ organlarda
sekillenen graniilomlar icerisinde smirli kalirken, deride, boébreklerde ve kalpte ise
lokalizasyonlar1 kismen de olsa farklilik gdstermisti. Deride, ¢cogunlugu IV. evre graniilom
olarak tanimlanan kesitlerde (9 Olgu, tim olgularin %40,9’u, olgu no;1-3, 6, 14-17, 19),
bakteriyel antijen pozitif reaksiyonlar kazeifiye nekroz alanlarinda ve makrofajlarda
kaydedildi. Bunun yaninda fibréz kapsiiliin duvarinda ve disinda perifere dogru infiltre olan
makrofajlarda gii¢lii poztif reaksiyonlar gézlendi (Resim 24). Ulserli bélgelerde de serbest ya
da makrofajlarda siddetli pozitif reaksiyonlar tanimlandi1 (1 Olgu, tiim olgularin %4,5’i, olgu
no; 6). Ayrica kas lifleri arasinda infiltre makrofajlarda da pozitif reaksiyonlara rastlandi (1
Olgu, tiim olgularin %4,5’i, olgu no; 14) (Resim 25). Kaudal bobrekte graniilomlar disinda,
interstisyel nefritisin de tanimlandigi olgularda (2 Olgu, tiim olgularin %9’u, olgu no; 6, 18)
(Resim 26) lenfositler arasinda yer alan tek tiik makrofaj sitoplazmalarmda pozitif
reaksiyonlar not edildi. Kalpte perikarditis saptanan olgularda, infiltre hiicreler arasinda
serpilmis halde yer alan makrofajlarda belirgin antijen pozitif reaksiyonlar gézlendi (6 Olgu,
tim olgularin %27,2’si, olgu no; 4, 6, 13, 14, 18, 19). Bir olgunun perikardinda (Tim
olgularin %4,5’i, olgu no; 18) gbzlenen graniillomda da kapsiila altindaki makrofajlarda pozitif
reaksiyonlar kaydedildi. Karacigerde graniilom lokalizasyonlar1 yaninda, bazi olgularda (5
Olgu, tiim olgularin %22,7’si, olgu no; 6, 7, 14, 18, 19) Kupffer hiicre sitoplazmlarinda

antijen pozitif reaksiyonlar gézlendi.
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Resim 24. Konglemere graniilomlardaki immunpozitif reaksiyonlar. Deri, olgu no: 19,
LSAB.

Resim 25. Kas katmanindaki granilomlardaki immunpozitif reaksiyonlar. Kas, olgu no: 14,
LSAB.
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Resim 26.
LSAB.

V. Evre graniilomdaki immunpozitif reaksiyonlar. Kaudal bobrek, olgu no: 6,
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5. TARTISMA

Tirkiye’de akuakiiltiir liretiminin giderek artis1 ve bu durumla dogru orantili sekilde,
kiiltiir baliklarinda goriilen onemli hastaliklar ile daha sik kargilasma ihtimali dogmustur.
Artan stok yogunluguyla beraber kiiresel 1sinma ve iklim degisikliklerinin de etkisiyle kiiltiir
baliklarinda hastalik etkeni patojenlerin sayist siirekli artis gostermektedir (Smyrli ve
digerleri, 2017; Dingtiirk ve Tanrikul, 2021).

Gram negatif, cubuk seklinde ve mezofilik bir bakteri olan Aeromonas veronii
levreklerde ilk olarak 2008 yilinda Yunanistan’da izole edilmistir ve giin gectikge akuakiiltiir
endiistrisi i¢in giderek 6nemli bir hale gelmistir (Smyrli ve digerleri, 2017). Ulkemizde ise
2010 yilinda Karadeniz’de (Uzun ve Ogut, 2015), 2017 yilinda ise Ege Deniz’inde (Dingtiirk
ve Tanrikul, 2021) bildirimi yapilmistir.

Ulkemizde yapilan galismalara gére Uzun ve Ogut (2015) tarafindan izole edilen tiim
suslar hareketli olup, pigment olusumu hakinda bilgi verilmemistir. Dingtiirk ve Tanrikul
(2021)’unn yapmis oldugu calismada ise izolatlarin hareketli ve TSA’da pigment olusturdugu
belirtilmistir. Yunanistan’da Smyrli ve digerleri. (2019) ise elde ettikleri suslar1 hareketsiz ve
pigment olusturmayan suslar (Bati Ege Denizi), hareketli ve pigment olusturan suglar (Bat1
Ege Denizi) ve hareketli ve az pigment olusturan suslar (Dogu Ege Denizi) olmak {izere ii¢
grupta incelemistir. Bu ¢alismada ise izole edilen tiim Aeromonas veronii suslarinin, hareketli

tiirde oldugu ve TSA agarda pigment olusturmadigi gozlenmistir.

Aeromonas veronii; Aeromonas veronii bv. veronii ve Aeromonas veronii bv. sobria
olmak {izere iki biyovara ayrilmaktadir. Her iki tiir de Gram negatif, ¢ubuk seklinde,
mezofilik, hareketli bakterilerdir (Janda ve Abbott, 2010). Aeromonas veronii bv. sobria'nin
ornitin dekarboksilaz i¢in negatif, Aeromonas veronii bv. veronii'nin ise bu reaksiyon igin
pozitif oldugu bildirilmistir (Altwegg ve digerleri, 1990; Austin ve digerleri, 1996).
Calismamizda ise analiz edilen olgularin tiimiinde (Olgu no: 6, 10, 13, 14, 17, 18) VITEK-2
ve API 20E sonuglarina gore ornitin dekarboksilaz pozitif olarak bulunmustur. Smyrli ve
digerleri (2017) tarafindan yapilan ¢alismada levreklerden izole edilen Aeromonas veronii bv.
sobria izolatlarinda ornitin dekarboksilaz negatif bulunurken, Dingtiirk ve Tanrikul (2021)
tarafindan iilkemizde yapilan ¢alismada ise negatif olarak bulunmustur. Ayrica, Aeromonas

veronii bv. veronii arginin dihidrolaz i¢in negatiftir, salisin'den asit {iretir ve tartarat kullanir
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(Abbott ve digerleri, 2003). Mevcut c¢alismada ise APl 20E sonuglarina goére arginin
dihidrolaz negatif olarak bulunmugstur. Benzer sekilde Smyrli ve digerleri (2017) tarafindan
yapilan ¢aligmada Aeromonas veronii bv. sobria olarak tanimlanan izolatlardan arginin
dihidrolaz pozitif olarak bulunmustur. Dingtiirk ve Tanrikul (2021) tarafindan {ilkemizde
levreklerde yapilan ¢alismada da arginin dihidrolaz negatif olarak bulunmustur. L Histidin
asimilasyonu (IHISa) ¢alismamizda negatif olarak tespit edilirken, Smyrli ve digerleri (2017)
tarafindan yapilan ¢alismada hem Aeromonas veronii bv. sobria olarak tanimlanan suslarda
hem de Aeromonas veronii bv. veronii olarak kullanilan referans susta pozitif olarak
bulunmustur. Calismadan elde edilen bu veriler izole edilen bakterilerin Aeromonas veronii

bv. veronii oldugunu gostermektedir.

Smyrli ve digerleri (2017) 2008-2009 yillar1 arasinda ve Dingtiirk ve Tanrikul (2021)
2017-2019 yillart arasinda levreklerde yaptiklart ¢alismalarda hastaliktan etkilenen baliklarin
250-400 gram arasinda oldugunu bildirmislerdir. Smyrli ve digerleri (2019) tarafindan yapilan
bir baska ¢alismada ise hastaligin artik 50 gramin altindaki levreklerde de rapor edildigi
bildirilmistir. Her ne kadar bizim ¢alismamizdaki en kiigiik olgu gramaji 46 gram olsa da saha

gbzlemlerimize gore hastalik artik 1-2 gram ve hatta altindaki levreklerde dahi goriilmektedir.

Levreklerde graniilomlarla seyreden diger hastaliklar Fotobakteriyozis ve
Mikobakteriyum enfeksiyonlaridir. Mycobacterium sp. Gram pozitif bir bakteri iken
Photobacterium spp. Gram negatif bakteridir (Mugetti ve digerleri, 2021; Abu-Elala ve
digerleri, 2015). Sunulan ¢aligmada bakteri kiiltiirlerinde ve doku kesitlerinde yapilan Ziehl-
Neelsen boyamalarda aside direngli bakteriler goriilmemesi, izolatlarin Mycobcterium sp.’den
ayrimimi saglamustir. Izole edilen tiim suslari motilite testleri pozitif ¢tkmis olup bakteri bu
ozelligi ile de hareketsiz olan Photobacterium spp. ve Mycobacterium sp.’den ayrimimi da
saglamistir. Diger taraftan Gram boyamalar, histopatoloji ve immunohistokimyasal
boyamalarda tanimlanan ¢ubuk sekilli Aeromonas veronii morfolojisi, Photobacterium spp.
icin karakteristik olan bipolar goriintiisiinden kolaylikla ayristigini ortaya koymustur.
Sonugta, sunulan caligma bakteri kiiltiirli, histopatoloji ve immunohistokimya verilerinin

hastaligin kesin tanisinin konulmasina 6nemli katkilar saglayacagini ortaya koymustur.

Daha 6nce levreklerde yapilan galismalarda Aeromonas veronii kaynakli salginlarin 18-
19°C tizerinde gorildiigi bildirilmistir (Smyrli ve digerleri, 2017; Smyrli ve digerleri, 2019;
Dingtiirk ve Tanrikul, 2021). Calismamizda ise toplanan materyallerin alindig1 su sicakliklar

19-26°C arasinda degismekle birlikte saha gozlemlerimize gore su sicakliginin 15-16°C
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arasinda seyrettigi kis aylarinda dahi Aeromonas veronii kaynakli ve ¢ok diisiik mortalite ile

seyreden balik 6liimlerinin oldugu goriilmiistiir.

Smyrli ve digerleri (2017), levreklerde giinliik mortalitenin diisiik (< %0,5) goriinse de,
3-4 aylik periyot sonunda kiimiilatif mortalitenin %17-20’lere ulastigina dikkat ¢ekmistir.
Yine aym ekip tarafindan 2019 yilinda yayinlanan ¢alismada ise kiimiilatif mortalitenin
%50’yi  gectigi  bildirilmistir.  Saha  gozlemlerimize gére Aeromonas veronii
enfeksiyonlarindan dolayr mortalitenin pik yaptigi donemlerde gilinlik mortalite 50 gram
altindaki baliklarda %1’e ulasirken, 50 gram iistiindeki baliklarda %0,5’e ulagsmaktadir. Ege
bolgesinde bazi ireticelerden aldigimiz bilgilere gore iiretim periyodu boyunca kiimiilatif
mortalitenin %15-20 dolayinda seyretmesi; levrek yetistiriciliginde basi ¢eken Tiirkiye ve
diger tilkeler agisindan Aeromonas veronii iliskili hastaligin énemini ortaya koymaktadir.
Heniiz asis1 olmayan ve antibiyotiklere de direng gosterebilen bu hastaliga farkli disiplinlerin

birlikte caligsmasi, etkin tedavi ve as1 gelistirilmesini de zorunlu kilmaktadir.

Aeromonas veronii’nin levreklerde graniilomatdz yangilarla birlikte seyreden sistemik
bir enfeksiyon oldugu daha dnce yapilan birka¢ ¢alismada yer almistir (Smyrli ve digerleri,
2017; Smyrli ve digerleri, 2019; Dingtiirk ve Tanrikul, 2021). Bu ¢alismalarda tanimlanan
klinik ve nekropsi bulgularina benzer sekilde, bu ¢alismaya dahil olan olgularin deri ve i¢
organlarinda graniilomlar ile karakterize kronik enfeksiyon tablosu gézlenmistir. Heniiz 2008
yilindan bu yana gozlemlenmeye baglanmis olan ve klinik-patolojik bulgularinin literatiirlerde
yeni yeni yer bulmaya baslayan bu hastalikta; Aeromonas veronii bv. veronii’nin bulagimi ve
hiicrelere tutunumu ve replikasyonuna yonelik bir patogenez ¢alismasina rastlanmamuistir.
Yine 6nemli bir balik patojeni olan ve 6zellikle salmonidlerde salginlara yol acan Aeromonas
salmonicida'nin balik dis yilizeylerinde hidrofobik hiicreler ve makrofajlarda replike olarak
septisemilere ve deride iilserlere neden oldugu iyi bilinmektedir. (Graham ve digerleri, 1988).
Sunulan ¢alismada, Gram boyama ve immunohistokimya Aeromonas veronii bv. veronii’nin
makrofajlarda replike oldugunu ve makrofajlarin giiglii bakterisit etkilerinden kagabildigini ve
sonucta da yangisal reaksiyonun graniilom olusumu ile smirlandirildigr goriilmektedir.
Bakterinin makrofajlar igerisinde hangi etkilesimleri kullanarak canli kalabildigi ve yeni
generasyonlarini olusturabildigi hakkinda bir aragtirmaya rastlanmamast,
fagozom/fagolizozom olusumlarinin morfolojisi elektronmikroskobik incelemelerde yer
almali, lizozomal enzimler ve serbest radikallere karsi bakterinin hangi mekanizmalarla

direncli kalabildigi de sonraki ¢aligmalarin hipotezlerinde yer verilmesi gerekmektedir.
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Aeromonas veronii bv. sobria ile enfekte levreklerin nekropsilerinde dalak, bobrek ve
karacigerlerin oncelikli etkilenen organlar odugu gozlenmistir. Dalakta biiylime ve tizerinde
¢ok sayida beyazimsi nodiiller, bobrek ve Karacigerde nekroz, deride ilseratif lezyonlar
tanimlanmustir (Smyrli ve digerleri, 2017; Dingtiirk ve Tanrikul, 2021). Bunun yaninda bu
organlarda petesiyel hemorajiler, daha once levreklerde Aeromonas hydrophila salginlarinda
da bildirilmistir (Doukas ve digerleri, 1998). Sunulan tez ¢alismasinda levreklerin nekropsi
muayeleri sonucunda dalak, karaciger, bobrek dokularinda 0.1-0.5mm ¢apinda graniilomlar en

carpict bulgular olusturmustur.

Levreklerde Aeromonas veronii, Aeromonas hydrophila ve Aeromonas salmonicida
subsp. achromogenes enfeksiyonlarinda deri tizerindeki hemorajiler ve yiizge¢lerde kizariklik
ya da hemorajiler, tespit edilmistir (Doukas ve digerleri, 1998; Demircan ve digerleri, 2005;
Smyrli ve digerleri, 2017; Dingtiirk ve Tanrikul, 2021). Sunulan ¢alismada %59 kadar olguda
operkulum tizerinde de ekimotik kanamalar seklinde dikkati ¢ekmistir. Derideki tilserler
levreklerdeki tiim Aeromonas veronii calismalarinda bildirilen ortak bulgulardan biridir
(Smyrli ve digerleri, 2017; Dingtiirk ve Tanrikul, 2021). Smyrli ve digerleri (2017) tarafindan
solungaglarda solgun renk tanimlanmis ancak solungaglarda hemoraji ya da ekimotik

kanamalardan s6z edilmemistir.

Karaciger, dalak ve bobrekte goriilen graniilomlar levreklerdeki tiim Aeromonas veronii
vakalarinda (Uzun ve Ogut, 2015; Smyrli ve digerleri, 2017; Dingtiirk ve Tanrikul, 2021)
bildirilmis olup kalp {lizerindeki graniilomlar da Dingtiirk ve Tanrikul (2021) tarafindan rapor
edilmistir. Sunulan calismada da nekropsi muayenesinde graniilomlar basta bobrek (%82),
dalak (%77) ve karaciger (%27) olmak tizere kalpte (%18) de tespit edilmistir. Karacigerdeki
nekroz ve hemorajiler de yine daha Once yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir (Smyrli ve
digerleri, 2017; Dingtiirk ve Tanrikul, 2021). Onceki bildirimlerde ve sunulan bu galismada
levreklerde goze carpan graniilomlarin Aeromonas veronii enfeksiyonunun en ¢arpici bulgusu

oldugu ve nekropsi tanisinda 6nemli karakteristik bir veriyi teskil ettigi goriilmektedir.

Gonadlarda makroskobik ve histopatolojik olarak tanimlanan graniilomlar levreklerde
daha oOnce higbir Aeromonas sp. enfeksiyonunda tanimlanmamistir. Calismamizda ise 3
olguda makroskobik, 4 olguda ise histopatolojik olarak graniilom olusumlar1 disi baliklarin
gonadlarinda tespit edilmekle birlikte bu graniilomlarin immunohistokimyasal boyamasinda
pozitif reaksiyonlar belirlenmistir. Gonadlarda goriilen dnemli bir bakteri yiikiinii bulunduran
lezyonlar hastaligin vertikal olarak da bulagim kaynagi olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger

yandan deride epidermis yiizeyine yakin sekilde olusan graniilomlar1 ¢evreleyen fibroz
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kapsiiliin yikimlanmis olmasi ve bakteri kolonilerini de i¢eren nekrotik i¢erigin su faunasina
bosalmasi, Aeromonas veronii’nin o6zellikle portrenteleri bulunan baliklarin deri ve
solungaglart yoluyla bulasimin baglica yollar1 oldugunu disiindiirmektedir. Keza Aeromonas
salmonicida’dan kaynaklanan balik enfeksiyonlarinda ana bulasim yollarinin da deri yoluyla

oldugu bildirilmektedir (Fernandez-Alvarez ve digerleri, 2016).

Mugetti ve digerleri (2021) levreklerde Mycobacterium marinum enfeksiyonlarinda
nekrotik graniilomlarin dalak ve bobregin %70-80’ini kapsayacak yogunlukta, karacigerde ise
tek veya nadiren g¢oklu olacak sekilde tamimlamistir. Bu graniilomatéz lezyonlar genis
eozinofilik kazeifiye nekrotik alanlarin epiteloid hiicreler, koyu kahverengi pigment iceren
kopiiklii makrofajlar, lenfositler ile ¢evrelendigi ve en distan ince bir fibréz kapsiille
kusatilmis odugu goriiliir. Ziehl-Neelsen boyamalarda orta ve siddetli yogunluklarda aside
direngli basil varlig1 dikkati ¢eker (Mugetti ve digerleri, 2021). Abu-Elala ve digerleri (2015)
ise levreklerdeki Photobacterium damselae Subspecies piscicida enfeksiyonlarinda kronik
evrede goriilen farkli evrelerde graniilomlar1 degerlendirmislerdir. Buna gore bazi
graniilomlarin merkezi kisimlarinin bakteri kolonilerini de iceren eozinofilik nekrotik bir
yapida ve yangisal hiicrelerce kusatildigi ve bag doku ile kapsiillendigi bildirilmistir. Diger
graniilomlarin ise graniilom merkezinde veya g¢evresinde melano-makrofaj hiicrelerinin
bulundugu ancak bakteri kolonileri igermedigi goriilmiistiir. Sunulan tez ¢alismasinda ise
grantilomlarin semikantitatif olarak 5 farkli gelisim evresine sahip oldugu degerlendirilmistir.
I. evre graniilomda saglam makrofajlar (10-20’li hiicre gruplar1) kiiciik odaklar halinde
epiteloid bir kiime olusturacak sekilde yigilim gostermis ve Kkapsiil yapist igermedig
goriilmistiir. 1. evre grantilomlar ise dejenere-saglam c¢oklu makrofaj hiicre gurubundan
olusan ve genis bir alan1 kaplayan, fibroz kapsiil olusumu belli-belirsiz olan geng
graniilomlardan olustugu kaydedilmistir. Nekrotik hiicrelerden bazilarinin H.E boyamada da
goriilebilen bakteri morfolojileri tanimlanmustir. 1V. evre graniilomlarin ise, III. evredeki
nekrotik makrofajlarin tamamen yikimlanarak kazeifiye nekrotik bir icerige doniistiigi
gozlendi. Hatta bu evredeki bazi graniilomlardaki yangisal hat makrofajlarin da tamamen
kazeifiye nekrotik icerige katilarak, graniilomun direkt olarak fibroz doku ile kapsiillendigi
gbzlenmistir. V. evredeki graniilomlarda ise Kapsiilii olusturan fibrositler kazeifiye nekroz
alanin1 dolduracak sekilde prolifere oldugu ve graniilomun sklerotik bir yapiya dogru evrildigi
goriilmistiir. Hatta bu evredeki baz1 graniilomlarda kazeifiye alanin fibrosit proliferasyonlarca
tamamen dolduruldugu gézlenmistir. Sunulan tez ¢alismasinda Aeromonas veronii’nin neden

oldugu graniilomlarin gelisim evreleri ve yaslar1 hakkinda ayrintili bir veri 6nceki raporlarda
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bildirilmemistir. Sonugta erken donemde tanimlanan I. ve II. evre graniilomlar 6zellikle
Photobacterium damselae subsp. piscisida’nin neden oldugu histomorfoloji ile, I1I. ve 1V.
evre graniilomlar ise  Mycobacterium sSp.’nin neden oldugu  graniilomlardan
differensiyasyonunu gerektirmektedir. Bu nedenle Gram boyama ve Ziehl-Neelsen
boyamalarin histopatolojik taniya eklenmesi gerekmektedir. Ticari bir antikoru heniiz
olmamasina karsin, ¢alismada gerceklestirilen immunohiskimyasal boyama metotlar: ile de

taninin giliglendirilmesi gerekmektedir.

Aeromonas veronii’nin ticari olarak satisa sunulmus bir antikoru bulunmamaktadir.
Ayrica daha oOnce levreklerde yapilan Aeromonas sp. ¢alismalarinin higbirinde
immunohistokimyasal inceleme de yapilmamistir. Yapmis oldugumuz ¢alismada Aeromonas
veronii icin antikor tiretimi ve levreklerde incelenen Aeromonas sp. vakalarinda ilk kez
immunohistokimyasal incelemenin yapilmas: hastaligin patogenezinin tanimlanmasi
acisindan Onem tasimaktadir. Bakterinin makrofajlarda c¢ogalmasi ve bu makrofajlar
igerisindeki bakterinin immunohistokimyasal boyama ile biitiin olgularda yiiksek 6zgiilliikkte
tespit edilebilmesi, immunohistokimyasal meotlarm Aeromonas veronii  kaynakli

enfeksiyonlarin tanisinda altin standart metotlardan biri olabilecegi kanisint uyandirmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Aeromonas veronii, Ege Denizi'nin her iki yakasinda (Bati/Dogu) levreklerde goriilen
tim Aeromonas enfeksiyonlar1 vakalarinda en yaygin tiirdiir. Hastalik yiiksek morbidite ve
mortalite ile seyretmekte olup, Avrupa levregi yetistiriciliginde énemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (Smyrli ve digerleri, 2017). Hastalik yavru baliklarda septisemi ile
seyrederek direkt olarak oOliimlerle, ileri yaslardakilerde ise karaciger, dalak ve bobrekte
olusturdugu graniilomlar ile karakterizedir (Smyrli ve digerleri, 2017; Dingtiirk ve Tanrikul,
2021). Saha deneyimlerimize gore antibiyotik tedavisinin yetersiz kalmasi hastaligin
kontroliinii zor bir hale getirmektedir. Bu durumun antibiyotiklerin graniilomlar igerisinde
yogunlasamamasindan kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz. Hastaliga kars1 iiretilmis bir asinin
olmamasi ise iireticiler i¢in dezavantaj olusturmaktadir. Bu konuda yapilacak olan ¢alismalar
Tirkiye ve diger levrek fireticisi iilkelerdeki ekonomik kayiplarin 6nlenmesine destek

olacaktir.

Daha once yapilan calismalarin sonuglari da g6z Oniinde bulunduruldugunda,
Photobacterium damselea subsp. piscisida ve Mycobacterium sp. enfeksiyonlarinda da
siklikla gozlenen graniilomlar bu tez ¢calismasinda Aeromonas veronii ‘nin levreklerde neden
oldugu en goéze carpan makroskopik bulgusunu teskil etmistir. Bu nedenle nekropsi
asamasinda bu hastaliklarin ayirict tanisini yetersiz kilmaktadir. Histopatolojik olarak da
Aeromonas veronii enfeksiyonlarina iligkin tanimlanan ve kazeifiye nekroz odaklarini igeren
graniilomlar da bu hastaliklarda tanimlananlara benzerlik gosterebilmektedir. Ozellikle de
kazeifiye nekroz odaklart igermeyen makrofaj kiimelenmelerinden olusan graniilomlar
Photobacterium damselae subsp. piscisida iliskin olanlar ile ¢ok benzerlik gosterebilmektedir.
Nekropside goézlenen graniilomlarin gelisim evreleri ilk kez bu tez ¢alismasinda kapsaml
olarak degerlendirilse de; sonucta gerek makroskobik ve gerekse mikroskobik bulgularin
kesin tan1 i¢in yetersiz kaldigi goriilmektedir. Bakteriyolojik kiiltiirleri izleyen kimyasal ve
molekiiler identifikasyon ¢aligmalarinin da uzun bir siirece yayilmasi, tanida gecikmelere yol

acabilecegi sonucunu da dogurmustur.

Sunulan ¢alismada ilk kez wuygulanan immunohistokimyasal ydntemlerden
immunoperoksidaz metot enfekte levreklerin doku kesitlerin Aeromonas veronii antijenlerini
yiiksek duyarlilik ve spesifitede tespit etmesi, gerek tanida gerekse hastaligin patogenezisini

aydinlatmada o©nemli katkilar sagladigimi ortaya koymustur. Diger yandan Aeromonas

72



veronii’ye yonelik ticari antikorun hentiz bulunmamasi, bizi izole edilen ve molekiiler dizilimi
teyit edilen izolatlar ile tavsanlarda poliklonal antikor iiretmeye yoneltmistir. Aeromonas
veronii’ye karsi elde edilen antikorun ve immunoperoksidaz metodun ilk kez uygulanmasi ve
yiiksek duyarlilikta yanit alinmasi bu tez ¢alismasina ayricalikli bir deger kattigi diisiincesini
tasimaktay1z. Immunohistokimyasal veriler bakterinin graniilomlarda ¢ogunlukla makrofaj
sitoplazmalarinda yer aldigin1 ve yeni generasyonlarini bu hiicrelerde sekillendirdigini
gostermektedir. Aeromonas veronii’nin makrofaj savunma sistemleri olan lizozomal enzimler
ve serbest radikal yikimindan nasil kagtig1 ya da direng gosterdigi ve makrofajlart ana konakg1
hiicre haline getirdigi gelecek tez/miinferit ya da Ar-Ge galismalarina konu olabilecegi

kanisini tagimaktayiz.
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