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ONSOZ

Son yillarda Tiirkiye’de de goriilmeye baslayan ve baliklarin 6nemli bakteriyel
patojenlerinden biri olan Vibrio anguillarum’un sebep oldugu vibriozis, gokkusagi
alabaliklarinda hemorajik septisemiler sonucu biiyiikk ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Vibrio anguillarum’unda Ozellikle O1 susu balik tiirleri icerisinde en fazla
izole edilen ve siddetli patojeniteye sahip susdur. Vibriozisin, Tiirkiye’de tuzlu ve tatli su
balik¢iliginda 6nemli bir yere sahip olmas1 ve Ege Bolgesi’'nde de goriilmesi nedeniyle
incelenmesi amaclanmistir. Bu ¢alismada gokkusagi alabaliklarinda olusturulan deneysel
vibriozisde, hastaligin makroskobik ve mikroskobik bulgular1 kapsamli olarak
degerlendirilmis, ayrica immunoperoksidaz yontemle de bakteriyel antijenin doku ve
organlardaki dagilimi ayrintili olarak tanimlanmistir.

Bu calisma, “Vibrio anguillarum ile enfekte edilen gokkusagi alabaliklarinda
Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) morfolojik ve immunohistokimyasal incelemeler”
isimli ve VTF-07022 kodlu proje olarak, Adnan Menderes Universitesi, Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi’nin destegi ile gerceklestirilmistir.
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GIRiS

Diinya niifusundaki hizli artigla birlikte besin kaynaklarinin azalmaya baslamasi,
balik ve diger su iirlinlerini, insan beslenmesinde Onemli bir protein kaynagi haline
getirmistir (Geldiay ve Balik 1999). Balik etinin, esansiyel aminoasitler, doymamis yag
asitleri, vitaminler ve mineraller bakimindan zengin olmas1 besin degerini arttirmaktadir.
Daha ucuz olmasi da, insanlar tarafindan diger et tiirlerine gore daha ¢ok tercih edilmesine

neden omaktadir (Inal 1992, Geldiay ve Balik 1999, Rad 1999).

Balik¢ilik kaynaklarinin korunarak iiretimin devamliliginin saglanmasi yaninda,
yetistiricilik yoluyla pazar ihtiyaclarin1 karsilamaya yonelik ¢aligmalar, diinyada oldugu
gibi Tirkiye’de de giderek onem kazanmaktadir (Geldiay ve Balik 1999, Rad 1999).
Denizleri, gol, golet, baraj golii ve akarsu kaynaklarinin fiziki biyiikliigii itibariyle
balikeilik iiretimine uygun zengin su kaynaklarina sahip olan Tiirkiye, 25 milyon hektarlik
deniz ve i¢su kaynak alanlar ile biiytik bir su iiriinleri potansiyeline sahiptir (DPT 2007).
Bolgeler itibartyla balik yetistiriciliginde % 60’lik payla ilk sirada Ege Bolgesi gelmekte
olup bunu Karadeniz (% 12), Marmara (% 10), Akdeniz (% 8) ve I¢ Anadolu (% 7)
Bolgeleri izlemektedir. Bu iiretimde yetistiriciligi en ¢ok yapilan tiirler ise i¢ sularda
alabalik (43.432 ton), denizlerde ise ¢ipura (20.435 ton) ve levrek (26.297) gelmektedir
(DPT 2007, TUIK 2007).

Kiiltiir balik¢iliginda, yogun yetistiricilik ve kirlilige iliskin su kalitesindeki
degisiklikler, balik ile yasadig1 cevre arasindaki hassas dengenin bozulmasina, enfeksiyoz
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina ve yayilmasina ortam hazirlamaktadir (Austin 1999, Roberts
2001). Enfeksiydz hastaliklarin tedavilerinin giic ve pahali olmasi, balik yetistiriciliginde
bliyiilk ekonomik sorunlar yaratmakta ve isletme ekonomisini olumsuz yonde
etkilemektedir. Bu sebeple balik hastaliklarinda koruma ve kontrol metodlarinin
uygulanmasi, erken teshis ve etkin tedavi kiiltiir balig1 yetistiriciliginde her gegen y1l daha

da 6nem kazanmaktadir (Actis ve ark 1999, Austin 1999, Roberts 2001).

Onemli balik patojenlerinden biri olan Vibrio anguillarum’un sebep oldugu
vibriozis (Pacha ve Kiehn 1969, Lewis 1985, Kanno ve ark 1989, Jones ve ark 2000), diger
balik tiirlerinde oldugu gibi gokkusag: alabaliklarinda da hemorajik septisemiler sonucu
biiylik ekonomik kayiplara neden olmaktadir (MaCarthy ve ark 1974, Giorgetti ve Ceschia

1982, Tanrikul 2007). Vibrio anguillarum’un balik tiirleri igerisinde en fazla izole edilen



ve siddetli patojenik etkiye sahip susu O1’dir (Sorensen ve Larsen 1986, Larsen ve ark
1994, Pedersen ve ark 1997). Etkenin neden oldugu vibriozis Tiirkiye’deki gokkusagi
alabaliklarindan izole edilmis (Timur ve Korun 2004, Tanrikul 2007), ancak hastaligin
makroskobik ve mikroskobik bulgularina yonelik kapsamli literatliir  bilgiye

ulagilamamustir.

1.1. Tamm

Baliklarda Vibrio anguillarum tarafindan olusturulan vibriozis, diinyanin bir¢ok
bolgesindeki tuzlu ve tatli su baliklarinda goriilen, yiiksek morbidite ve mortalite ile
seyreden, hemorajik septisemiyle karakterize bakteriyel bir hastaliktir (MaCarthy ve ark
1974, Giorgetti ve Ceschia 1982, Chart 1983, Horne ve Baxendale 1983, Ransom ve ark
1984, Egidius 1987, Olsson ve ark 1998).

1.2. Tarihge

Vibrio anguillarum, Vibrio genusu i¢inde ilk tanimlanan ve vibriozis’li baliklardan en
sik izole edilen bakteriyel etkenlerden birisidir (Haastein ve Holt 1972, Kitao ve ark 1983,
Egidius 1987). Etkenin ilk olarak 1893 yilinda Italya’nin kuzey dogu sahillerinde yilan
baliklarinda toplu Oliimlere sebep olan bir salgindan izole edildigi ve “Bacillus
anguillarum” olarak adlandirildig: bildirilmistir (Actis ve ark 1999, Roberts 2001). Etkenin
son bilimsel isimlendirmesi ise 1909 yilinda Bergman (1909) tarafindan “Vibrio
anguillarum” seklinde yapildigr belirtilmistir (Hastein ve Smith 1977, Egidius 1987).
Ayrica fenotipik ve genotipik Ozelikleri dikkate alinarak bakteri; Listonella genusu
icerisinde sniflandirilmakta ve Listonella anguillarum olarak da kullanilmaktadir

(Chabrillon ve ark 2004, Sugita ve ark 2005, Korun 2006).

Baliklarda hastalik olusturan baslica vibrio tiirleri; Vibrio anguillarum, Vibrio
salmonicida, Vibrio ordalii, Vibrio alginolyticus, Vibrio damsela, Vibrio carchariae,
Vibrio cholerae, Vibrio vulnifucus, Vibrio pelagius ve Vibrio splendidus’ dur (Ransom ve
ark 1984, Bogwald ve ark 1990, Actis ve ark 1999, Maugeri ve ark 2000). Bu tiirlerin
olusturduklar1 hastaliklarin terminolojilerinde Kizil Veba (Red Pest), Kizil Ciban (Red
boil), Kizil Hastalik (Red Disease) ve Tuzlu Su Furunkiilozisi (Salt-water Furunculosis)

gibi isimler kullanilmigtir. Giiniimiizde ise bu tiirlerin baliklarda meydana getirdikleri



enfeksiyonlar “vibriozis ” olarak kabul edilmektedir (Giorgetti ve Ceshia 1982, Egidius
1987, Larsen ve ark 1994).

Hastaligm ilk kez goriildiigii italya’dan sonra hastalik, Norve¢ (Hastein ve Smith
1977, Myhr ve ark 1991), ingiltere (Hoff 1989), Danimarka (Larsen ve ark 2001) gibi
bircok Avrupa tllkesinde, Kanada (Hacking ve Budd 1971), Amerika (Lewis 1985),
Japonya (Kitao ve ark 1983, Sugita ve ark 2005), Yeni Zelanda (Pybus ve ark 1994) ve
Avustralya’da da (Humphrey ve ark 1987) rapor edilmistir.

Tiirkiye’de 1993 yilinda ¢ipura (Sparus aurata) baliklarindan (Candan 1993,
Cagirgan 1993) bildirilen hastalik daha sonra levrek (Dicentrarchus labrax) (Akan ve ark
1996, Cagirgan 2004, Tanrikul ve ark 2004, Korun ve Timur 2008), kefal (Mugil cephalus)
(Demircan ve Candan 2006), mercan (Pagrus pagrus) (Korun ve Gokoglu 2007) ve
atlantik salmonu (Salmo salar L.) (Candan 2000) gibi deniz baliklar1 ile gokkusagi
alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) (Timur ve Korun 2004, Tanrikul
2007) rapor edilmistir.

1.3.  Etiyoloji

Proteobacteria filumunun, Gammaproteobacteria smifinin, Vibrionales takiminin,
Vibrionaceae ailesinin Vibrio genusu igerisinde siniflandirilan Vibrio anguillarum;
Gram negatif, fakiiltatif anaerob, sporsuz, virgiil ya da ¢ubuk bi¢iminde, 0.8-1.0 x 1.2-2.0
um arasinda degisen boyutlarda, halofilik, polar flagellumlu ve hareketli bir bakteridir
(Pacha ve Kiehn 1969; Hastein ve Smith 1977, Grisez ve ark 1996, Actis ve ark 1999).
Etkenin izolasyonunda tiyosiilfat sitrat safra tuzu sukroz agar (TCBS) selektif besi yeri
olarak kabul edilmektedir (Larsen ve ark 1988, Sugita ve ark 2005). Ayrica % 1-2’lik
sodyum kloriir (NaCl) igeren tryptone soya agar (TSA), beyin-kalp infiizyon agar (BHI) ve
kanli agar gibi selektif olmayan zengin besi yerlerinde de 20-30 °C derecelerde 48 saatlik
inkiibasyondan sonra kolaylikla tireme gosterir (Chart 1983, Hoff 1989, Myhr ve ark 1991,
Camlibel 2002). Vibrio anguillarum’™un bu besi yerlerinden TCBS’de sar1 renkli koloniler,
diger selektif olmayan besi yerlerinde ise beyaz renkli yuvarlak, krem renginde, kabarik
parlak seklinde koloniler olusturur (Actis ve ark 1999, Timur ve Korun 2004). Insan ya da
tavsan kani iceren besi yerlerinde ise kolonilerin etrafinda dar bir hemoliz alan1 meydana

getirir (Arda ve ark 2002). Ayrica Vibrio anguillarum ve diger vibrio tiirleri vibriostat


http://merops.sanger.ac.uk/cgi-bin/gettaxon?level=phylum&taxon=Proteobacteria&type=peptidase
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0/129 (2,4-diamino 6,7-diisopropyl pteridine phosphate) testine karst oldukga hassastir
(Lewis 1985, Sorensen ve Larsen 1986, Korun 2006).

Oksidaz ve katalaz testlerine pozitif ozellik gdsteren bakteri, genel olarak glikoz,
sorbitol, sukroz, dekstrin, galaktoz, sakkaroz, maltoz, arabinoz ve mannitolu fermente eder
(Hastein ve Smith 1977, Camlibel 2002, Demircan and Candan 2006) ancak bu sekerlerden
bazilarmin fermantasyonunda etkenin suslar1 arasinda farkliliklar goriiliir (Grisez ve ark
1996). Diger biyokimyasal testlerde; nitrat, voges proskauer pozitif, inositol, melibioz,
hidrojen siilfiir (H,S), triptophan deaminaz, iireaz, ornitrin dekarboksilaz, fenilalanin
deaminaz, metil red ise negatif 6zellik gosterir (Pacha ve Kiehn 1969, Lewis 1985, Akan
ve ark 1996, Tanrikul ve ark 2004). Yapilan mikrobiyolojik c¢alismalarda Vibrio
anguillarum’un 5, 25, 30, 37 °C lik sicakliklarda ve % 1-5, 7 gibi farkli NaCl igeren besi
yerlerinde lireme gosterdigi saptanmistir (Lewis 1985, Camlibel 2002, Korun ve Timur

2008).

Ilk serolojik calismalarda bakterinin “typica” ve “anguillicida” olmak {izere iki
serotipi oldugu diisliniilmiis, zamanla bu iki serotipe olgunlagmamig Salmo trutta’lardan
izole edilen tip C serotipi ilave edilmistir (Smith 1961). Daha sonra etken 1s1ya direngli O
antijenine gore Kuzeybati salmonid (Serotipe I), Avrupa (serotip II) ve Pasifik vibriozisi
(serotip IIT) olmak iizere ii¢ serotip seklinde (Pacha ve Kiehn 1969), 1965-1980 yillarinda
Japonya’da yetistirilen alabalik, ayu ve yilan baliklarinda saptanan bakteri suslari ise
serotip A, B, C, D, E ve F olmak iizere alt1 farkli serotip olarak siniflandirilmistir (Kitao ve

ark 1983).

Son caligmalar sonucunda Vibrio anguillarum’un 1stya direngli O antijenine gére 10
farkli serotipinin (O1-O10) oldugu kabul edilmistir (Sorensen ve Larsen 1986, Myhr ve ark
1991, Larsen ve ark 1994, Cagirgan 2004). Bu serotiplerden O1 birgok tatl ve tuzlu su
balik tiirlerinden en sik izole edilen ve en yiiksek viriilense sahip sus olup, genis bir
cografik dagilima sahiptir (Kitao ve ark 1983, Myhr ve ark 1991, Boesen ve ark 1999). Bu
sus daha once Tip I, Tip C ve Tip 775 A gibi farkli isimler altinda da tanimlanmistir (Ezura
ve ark 1980). Avrupa vibriozisinin etkeni olarak da bilinen O2 serotipi daha ¢ok deniz
baliklar1 ile baz1 salmonid grubu baliklarda saptanmis (Chen ve Hanna 1992, Sorensen ve
Larsen 1986, Larsen ve ark 1994), Tip A, Tip II, Tip J-O-1 ve Tip 569 olarak tanimlanan
serotip O2’nin serotip O1’e gore viriilensinin daha diisiik oldugu bildirilmistir (Ezura ve

ark 1980, Kitao ve ark 1983). Serotip O3, O4, OS5, O6 hastalikli baliklardan izole



edilmelerine ragmen O1 ve O2 serotiplerine gore daha diisiik bir patojeniteye sahip
olduklar1 ifade edilmistir (Horne ve Baxendale 1983, Larsen 1983, Santos ve ark 1995).
Serotip O7, 08, 09, 010 ise bakterinin serotipleri i¢inde en diisiik patojenik etkiye sahip
suslar olarak kaydedilmistir (Larsen 1983). Grizes ve Ollevier (1995) yine 1stya direngli O
antijeni temel alinarak yaptiklar1 serotiplendirmede etkeni 16 serotipe, Pedersen ve ark

(1999) ise 23 serotipe ayirmislardir.

1.4. Epizootiyoloji

ik olarak yilan baliklarinda saptanan vibriozis (Actis ve ark 1999, Roberts 2001),
glinlimiizde hem tuzlu (Sorensen ve Larsen 1986, Miyazaki 1987, Myhr ve ark 1991) hem
de tath su baliklarinda (Hacking ve Budd 1971, McCarthy ve ark 1974, Giorgetti ve
Ceschia 1982, Kitao ve ark 1983, Hjeltnes ve ark 1987) yaygin olarak goriilmektedir.

Su sicaklig1 hastaligin olusumunda énemli bir faktordiir. Ozelikle 13-16 °C de akut
epizootilerde hastaligin daha siddetli seyrettigi, 9-10 °C den daha diisiik sicakliklarda da
hastaligin olustugu, ancak 6liimlerin daha az goriildiigli saptanmistir (Giorgetti ve Ceschia
1982, Jones ve ark 2000, Korun ve Timur 2008). Deniz ortaminda dogal olarak
bulunabilen Vibrio anguillarum saglikli baliklarin mukus, solungag ve bagirsaklarindan, su
icerisindeki sedimentlerden, bitkisel ve hayvansal planktonlardan da izole edilebilmektedir
(West ve ark 1983, Larsen ve ark 1988). Ayrica bakteri deniz suyunda bir yi1ldan daha uzun
bir siire patojenik etki gosterebilmektedir (Hood ve MacDonell 1987, Hoff 1989, Pedersen
ve ark 1999).

Vibriozis, 06zellikle sularin 1sindigi, kirlendigi ve oksijenin yetersiz oldugu
zamanlarda ortaya ¢ikmaktadir (Hoff 1989). Suda normal florada bulunan bakteriler bu
olumsuz ¢evre kosullar1 yaninda, beslenme bozukluklar1 ve paraziter etkenlerin varliginda
deri, solungaglar ve aniis yoluyla viicuda girerek hastaligi olusturmaktadir (Olsson ve ark
1996, Eguchi ve ark 2000, Larsen ve ark 2001, Sugita ve ark 2005). Enfeksiyon, klinik
semptom gosteren ya da latent enfekte baliklarin gaitasi ya da deri temasi yoluyla diger
baliklara bulasabilmektedir (Kanno ve ark 1989, 1990). Ayrica etkenlerin, oral yolla direkt
olarak ya da enfekte yemlerin alinmasiyla da bulastig1 bildirilmistir (Giorgetti ve Ceschia

1982).

Sanitasyon c¢alismalarinda Vibrio anguillarum 1:50’lik benzalkonyum klortir

konsantrasyonu igerisinde 5 dakika, % 2’lik glutaraldehid ile 1 dakika, % 2’lik formaldehit



konsantrasyonunda 5 dakika ve 10 ppm ’lik iyot igerisinde ise 1 dakika i¢inde 6ldigi

saptanmistir (Onuk ve Diker 2006).

1. 5. Patogenezis

Vibrio anguillarum enfeksiyonunun olusmasinda demir baglayici proteinler (Actis ve
ark 1988, Pybus ve ark 1994), ekstraseliiler iirlinler (toksinler) (Kodama ve ark 1985,
Krovacek ve ark 1987), flagellum (Milton ve ark 1996, Chabrillon ve ark 2004) ve
hemagliitinik aktivite (Trust ve ark 1981, Toranzo ve ark 1983) baslica virulens faktorleri

olarak tanimlanmustir.

Demir baglayici sistem, bakterinin en ¢ok c¢alisilmis viriilens faktorlerinden birisi
olup, sinirli miktarda demir bulunan ortamlarda bakterinin canli kalmasini saglamaktadir
(Crosa ve ark 1980, Pybus ve ark 1994, Pedersen ve ark 1997). Bu sistem, 65-kb pJM1
isimli bir plazmid tarafindan kodlanmakta, yapisin1 anguibaktin olarak adlandirilan demir
baglayict bir siderefor ile membran-reseptor kompleksi olusturmaktadir (Crosa ve ark
1980, Actis ve ark 1988, Pybus ve ark 1994, Pedersen ve ark 1997). Sistemi kodlayan
plazmid yapisinda herhangi bir hasar ya da mutasyon meydana geldiginde bakterinin

virulensinde azalma sekillendigi bildirilmistir (Crosa ve ark 1980).

Etkenin salgiladig1 ekstraseliiler iiriinlerin toksik etkilerinin, 44-kDa ve 34-kDa
agirhigindaki proteinler ile ilgili oldugu ifade edilmistir (Kodama ve ark 1985, Krovacek ve
ark 1987, Actis ve ark 1999). Bu proteinlerin alabaliklara intraperitoneal, farelere
intravendz yolla verildiginde kuvvetli letal etki gosterdigi belirtilmistir (Krovacek ve ark
1987). Ekstraseliiler tirlinlerin hemorajik, sitotoksik ve kuvvetli letal etkilerine bagl olarak
enfekte baliklarda sekillenen patolojik bulgularda farkliliklar goriildiigii vurgulanmigtir
(Kodama ve ark 1985). Bu iirtinlerin toksik etkilerinin sicaklik ve potasyum iyodiire karsi
duyarli, tripsin ve aseton uygulamalarina karsi ise direngli olduklar1 bildirilmistir
(Krovacek ve ark 1987, Actis ve ark 1999). Vibrio anguillarum ile enfekte gokkusagi
alabaliklarindan elde edilen ekstraseliiler iirlinler tavsana intradermal yolla verildiginde, bu
tirlinlerin uygulandig1 bélgede sitotoksik etkiye iliskin nekrozlar olustugu; 80 °C’de 30
dakika 1s1 isleminden sonra ise ekstraseliiler {iriinlerin etkilerinin azaldig1 belirlenmistir

(Krovacek ve ark 1987). Bazi arastirmacilar tarafindan 36 kDa ve 38 kDa agirliginda



elastolitik etkili metalloproteazin, bakterinin patogenezisinde etkili bir viriilens faktori

olarak degerlendirilmistir (Norqvist ve ark 1990, Farrell ve Crosa 199).

Baslangicta tek flagellumu bulundugu bildirilen Vibrio anguillarum’un (Hacking ve
Budd 1971), ultrastruktural ve molekiiler incelemelerde birden fazla flagelluma sahip
oldugu saptanmistir (Milton ve ark 1996, Chabrillon ve ark 2004). Bu flagellumlarin
bakterinin deride tutunmalarini ve aymi bolgede kolonize olmalarini sagladiklari

belirtilmistir (Chart 1983, Milton ve ark 1996, Chabrillon ve ark 2004).

Hemagliitinik aktivite bakterinin diger viriilens faktorlerden birisi olup (Toranzo ve
ark 1983), oOzellikle Amerika’da elde edilen patojenik Vibrio anguillarum’un balik
eritrositleri i¢in kuvvetli hemagliitinasyon 06zelligi gosterdigi saptanmustir.  Vibrio
anguillarum aglutininlerinin ayrica insan ve kanatlh eritrositlerine kars1 hemaglutiinasyon

etkileri oldugu da bildirilmistir (Actis ve ark 1999).

1.6. BULGULAR

1.6.1. Klinik Bulgular

Vibriozis, baligin tiirii, yas ve biiyiikliigiine, etkenin viriilensine ve stres faktorlerinin
etkisine bagli olarak perakut formdan kronik forma kadar degisen bir seyir gosterir
(McCarthhy ve ark 1974, Actis ve ark 1999). Perakut form daha ¢ok yavru baliklarda ve
enfeksiyonun siddetli seyrettigi biiylik baliklarda (Roberts 2001), akut ve kronik form ise
genellikle geng ve yetiskin baliklarda goriiliir (McCarthy ve ark 1974, Actis ve ark 1999,
Roberts 2001, Arda ve ark 2002).

Dogal vibriozisde mortalitenin % 40-70 arasinda oldugu belirtilmistir (Egidius ve
Andersen 1978, Giorgetti ve Ceschia 1982). Cesitli tuzlu ve tatli su balik tiirlerinde
deneysel olarak yapilan immersiyon ve intraperitoneal uygulamalarda ise mortalitenin
% 80-100 arasinda oldugu bildirilmistir (Johnson ve Amend 1983, Ransom ve ark 1984,
Kanno ve ark 1989, Spanggaard ve ark 2000, Tanrikul 2007).

Hastaligin karakteristik klinik bulgusu bulunmamaktadir. Hastalikta yeme karsi

isteksizlik ve hareketlerde azalma goriilen ilk bulgulardandir (McCarthy ve ark 1974,



Giorgetti ve Ceschia 1982, Korun 2006). ilerleyen olgularda anoreksi, diizensiz yiizme
hareketleri, su yiizeyine yakin bulunma, deri renginde koyulagmalar, tek ya da cift tarafli
ekzoftalmus bildirilmistir (Actis ve ark 1999, Jones ve ark 2000, Timur ve Korun 2004).
Uzun siiren anoreksilere iliskin olarak enfekte baliklarin daha az gelisim gosterdikleri ifade

edilmistir (Roberts 2001).

1.6.2. Makroskobik Bulgular

Vibriozisde, deri ve kaslarda sekillenen hemorajik-nekrotik degisikler ile generalize
kanamalar en 6nemli makroskobik bulgular olarak tanimlanmistir (McCarthy ve ark 1974,

Harbell ve ark 1979, Egidius 1987, Actis ve ark 1999).

Hastaligin perakut formunda genellikle dikkati c¢eken makroskobik bulgular
goriilmemekle birlikte (Horne ve ark 1977, Pedersen ve ark 1997), bazi olgularda g6z
cevresinde, operkulumda, dorsal-ventral yilizge¢ tabanlarinda ve deride kanamalar

sekillenebilmektedir (Actis ve ark 1999).

Akut formda viicudun lateral ve ventral bolgelerinde, operkulum, yilizgec ve yiizgeg
tabanlarinda, kaslarda, petesiyel kanamalar dikkati ¢eker (Hjeltnes ve ark 1987, Jones ve
ark 2000, Lonnstrom ve ark 2001, Demircan ve Candan 2006). Derideki kanamalar
genellikle epidermis ve derin kas katmanlarini igine alan kirmizimtrak renkte derin
nekrotik iilserler ile sonuglanir (Ransom ve ark 1984, Egidius 1987, Pedersen ve ark 1997).
Solungaclar genellikle solgun, bazi1 olgularda ise kanamalidir (Hacking ve Bodd 1971,
Haastein ve Holt 1972, Korun ve Timur 2008). Karin siskin ve karin boslugunda asir1
miktarda renksiz bir sivi vardir (Haastein ve Holt 1972). I¢ organlarda ve serozal
yilizeylerde hiperemi ve kanamalar yaygindir (Giorgetti ve Ceschia 1982, Ransom ve ark
1984, Egidius 1987). Karacigerde biiylime, renk degisikligi ve petesiyel kanamalara
olduke¢a sik rastlanir (Egidius ve Andersen 1978, Korun ve Timur 2008). Dalak biiylimiis
ve ¢ogu zaman yumusak kivamlidir (Egidius ve Andersen 1978, Lonnstrom ve ark 2001).
Bobrek kanamali ve kivami yumusak olabilir (Giorgetti ve Ceschia 1982). Mide ve pilorik
kese serozalar1 hiperemik ya da kanamali, ltimenleri ise renksiz ya da koyu kirmizi renkte
bir igerikle doludur (Haastein ve Holt 1972, McCarthy ve ark 1974). Bagirsak lezyonlar
oncelikle bagirsaklarin posteriyoriinde daha az olarak anteriyoriinde hemorajik enteritis

seklinde tanimlanmistir (Ransom ve ark 1984). Aniiste hiperemi (Pedersen ve ark 1997,



Demircan ve Candan 2006) ve prolapsuslar kaydedilmistir (Giorgetti ve Ceschia 1982,
Pedersen ve ark 1997). Yaygin petesiyel kanamalar; peritonda, hava kesesinde ve karin
boslugu yag dokusunda da goriilebilir. Gozlerde keratomalasiler bildirilmistir (Haastein ve

Holt 1972).

1.6.3. Mikroskobik Bulgular

Hastalikta en 6nemli mikroskobik bulgu, deri ve kaslarda tanimlanmistir (Lewis
1985, Miyazaki 1987, Jones ve ark 2000). Baslangicta kas lezyonlar1 vaskiiler degisiklikler
seklinde baslar. Daha sonra bu kas lezyonlarinin epidermisden derin kas katmanlarina
kadar uzanan nekrozlarla sonu¢landig: bildirilmistir (Hastein ve Smith 1977, Ransom ve

ark 1984).

Karaciger, dalak ve bobrekte nekrozlar tanimlanmistir (Hastein ve Smith 1977,
Ransom ve ark 1984, Miyazaki 1987, Jones ve ark 2000, Timur ve Korun 2004).
Karacigerde sinuzoidler icerisinde bulunan bakteri kiimeleri ve kanamalar tanimlanan
diger mikroskobik bulgulardandir (Giorgetti ve Ceschia 1982, Lewis 1985, Miyazaki
1987). Dalakta gozlenen nekrozlarin daha c¢ok damarlara yakin olarak sekillendigi
bildirilmistir (Miyazaki 1987). Bobrekte hematopoietik dokudaki nekrozlar, vaskiiler
degisikler ile birlikte tanimlanmistir (Hastein ve Smith 1977, Giorgetti ve Ceschia 1982,
Ransom ve ark 1984, Jones ve ark 2000). Enfeksiyonun siddetli seyrettigi olgularda
nekrozlar hematopoietik doku ile birlikte nefronlarda goriilmektedir (Miyazaki 1987,

Timur ve Korun 2004).

Bazi vibriozis olgularinda kalpte, epikarditis (Hacking ve Budd 1971), kanama ve
bakteri kiimeleri (Ransom ve ark 1984, Miyazaki 1987, Jones ve ark 2000), solungaclarda
hiperemi, 6dem ve kanama ile damar limenlerinde bakteri kiimelerinin varligi

tanimlanmistir (Ransom ve ark 1984, Miyazaki 1987).

Mide, pilorik kese ve bagirsaklarda hiperemi, 6dem, kanama ve nekrozlar
bildirilmistir (Hastein ve Smith 1977, Ransom ve ark 1984, Demircan ve Candan 2006).
Bagirsaklarin ¢ogunlukla posteriyoriinde daha az olarak da anteriyoriinde hemorajik

enteritis bulgulart tanimlanmistir (Egidius ve Andersen 1978, Egidius 1987). Kronik



formda dalak ve bobrekte melanomakrofaj merkezlerde yogun hemosiderin birikimlerinin

bulundugu belirtilmistir (Roberts 2001).

1.6.4. immunohistokimyasal Bulgular

Vibrio anguillarum un olusturdugu vibriozis enfeksiyonlarinda immunoperoksidaz
tekniginin kullanimu ile ilgili sinirh sayida literatiir bilgiye ulasilabilmistir (Bergh ve ark
2001, Irie ve ark 2004, Afonso ve ark 2005). Poliklonal Vibrio anguillarum O1
serumlarinin kullanildigi bu ¢alismalarda bakteriyel antijen, asilama bdlgesinde sekillenen
graniilom igerisinde (Afonso ve ark 2005) ve bagirsaklarda (Irie ve ark 2004) tespit
edilmistir.  Etkenin  patogenezisine yonelik olan bu deneysel c¢aligmalarda
immunohistokimysal metodlardan indirekt immunoperoksidaz yontemi kullanilmistir.
Balik larvalarinin beslenmesinde kullanilan Artemia franciscana’larda yapilan deneysel
calismada ise bakteriyel antijen avidin-biotin peroksidaz metodu kullanilarak saptanmistir
(Bergh ve ark 2001). Ancak hastaligin makroskobik ve mikroskobik bulgularinin
immunohistokimyasal bulgular1 ile karsilagtirmali olarak degerlendirildigi bir ¢alismaya

rastlanmamustir.

1.7. Tam ve Ayirici1 Tani

Dogal vibrio enfeksiyonlarinda morbidite ve mortalitenin yiiksek olusu, hastaligin
kisa stirede tanisim1 6nemli kilmaktadir (Egidius ve Andersen 1978, Giorgetti ve Ceschia
1982). Hastaligin klinik bulgular1 spesifik olmayip, pekcok balik hastaliklarinda
tanimlanan bulgular ile benzerlik gdstermektedir (Actis ve ark 1999, Roberts 2001, Erer
2002, Avci ve Birincioglu 2005, Aydogan 2005).

Hastaligin kesin tanisinda, serolojik testler ile birlikte enfekte baliklarin doku ve
organlarindan etken izolasyonu ve identifikasyonun yapilmasi gerekmektedir (Lewis 1985,
Sorensen ve Larsen 1986, Larsen ve ark 1988, Sugita ve ark 2005). Lam agliitinasyon,
immunofloresan ve ELISA gibi serolojik yontemler hastaligin teshisinde ve etkenin
identifikasyonunda yaygin olarak kullanilmaktdir (Sorensen ve Larsen 1986, Actis ve ark
1999, Akayl1 2001). Molekiiler teshis metotlarindan PCR ile bakterinin hemolizin, angE ve

rpoN genleri kullanilarak etkenin kesin tanist yapilmaktadir (Gonzales ve ark 2003,
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Demircan ve Candan 2006). Ayrica bakterinin spesifik 16S rRNA dizileri kullanilarak
yapilan DNA melezleme calismalar1 da kesin tanida yararlanilan diger metodlardandir
(Picado ve ark 1996). Diger tiirlerde oldugu gibi immunohistokimysal metodlar da
vibriozisin teshisinde kullanilan diger yontemlerdendir (Berg ve ark 2001, Irie ve ark 2004,

Afonso ve ark 2005).

Vibrio enfeksiyonlar1 furunkiilozis, yersiniozis, bakteriyel hemorajik septisemi, viral
hemorajik septisemi ve saprolegniazis gibi bazi hastaliklar ile kolaylikla karisabilmektedir

(Roberts 2001, Erer 2002, Avci ve Birincioglu 2005, Aydogan 2005).

Bu calismada gokkusagi alabaliklarinda olusturulan deneysel Vibrio anguillarum
enfeksiyonunda, hastaligin makroskobik ve mikroskobik bulgularinin kapsamli olarak
degerlendirilmesi, immunoperoksidaz yontemle bakteriyel antijenin dokulardaki
lokalizasyonunun ve bu yOntemin vibriozisin teshisinde, rutin tani yontemleri igerisinde

yer alip almayacaginin ortaya konulmasi amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Denemede Kullanilan Baliklar

Bu calismada, Camoglu Su Uriinleri Limited-1 (Bozdogan/AYDIN) alabalik
isletmesinden temin edilen, 80 = 10 g agirliginda ve 10-12 cm biiytikliigiindeki gokkusagi
alabalig1 (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) kullanildi. Oksijen takviyeli tagima
tanklar ile getirilen baliklar dnceden hazirlanmis olan havuzlara alindi. Inokiilasyondan
once baliklarin ortama adapte olmalari i¢in 21 giin beklendi. Adaptasyondan sonra kalan

toplam 56 adet gokkusagi alabaligi denemede kullanildi.

Iki deneme ve iki kontrol grubu olmak iizere toplam dért grup halinde yiiriitiilen

calismada, gruplandirma uygulama metodlarina gore, asagida belirtildigi sekilde belirlendi.

Grupl : Deneme intraperitoneal Grup (DIP), n: 20
Grup Il : Deneme Immersiyon Grup (DIM), n: 20
8
Grup IV : Kontrol Iimmersiyon Grup (KiM), n: 8

Grup III : Kontrol Intraperitoneal Grup  (KIP),

B

Gruplandirmay1 takip eden ilk iki giin ortam degisikligi nedeniyle yemleme
yapilmadi. Sonraki giinlerde iki numarali pelet yem (Pmnar A.S.) ile her giin yemleme

yapild.

2.2. Denemede Kullanilan Havuzlar

Calismada Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali Laboratuvari’nda bulunan, 140 x 60 x 40 cm boyutlarinda dort adet metal, emaye
kaplamali havuzlar kullanildi. Baliklar alinmadan 6nce havuzlar % 5’ lik formaldehit
soliisyonu ile iki saat siireyle dezenfekte edildi (Erer 2002). Suyun havalandirilmasi, her
bir havuzda saatte 600 1 suyu filtre edebilen eksternal akvaryum filtreleri ve hava
pompalari ile yapildi. Deneme siiresince havuz sularimin % 25°1, giinliik olarak, dinlenmis

ve havalandirilmis sularla degistirildi.
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2.3. Denemede Kullanilan Su

Suyun mikrobiyolojik ve kimyasal analizleri Adnan Menderes Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali’nda yapildi. Sudaki
¢dziinmiis oksijen miktar1 Aydin Devlet Su Isleri Bolge Miidiirliigii laboratuvari tarafindan
Ol¢iildii. Bu analizler sonucunda, sudaki ¢6zlinmiis oksijen miktar: 10 mg/l, sertlik derecesi
34 fransiz sertlik derecesi, pH’1 7.25 olarak belirlenmistir. Mikrobiyolojik analizlerde
herhangi patojen bir bakteri izole edilmedigi bildirilmistir. Suyun sicakligi ise deneme

stiresince 15 C° olacak sekilde devam ettirilmistir.

2.4. Deneysel Inokiilasyon

Calismada Ege Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi, Su Uriinleri Yetistiriciligi
Boliimii, Hastaliklar Anabilim Dali’ndan temin edilen Vibrio anguillarum O1 (ATTC
43305) susu kullanilda.

Intraperitoneal uygulamaya baslamadan 6nce, baliklar % 0.25°lik fenoksiethanol
soliisyonu ile anesteziye alindi (Ozer ve ark 1995, Avci ve Birincioglu 2005, Aydogan
2005). Daha sonra insiilin enjektorleri ile 5,5 x 10® cfu/ml bakteri iceren inokiilattan 0,1 ml
DIP grubundaki baliklara intraperitoneal olarak verildi. KiP grubu baliklar da aym

anestezik uygulamayi takiben intraperitoneal olarak 0.1 ml serum fizyolojik enjekte edildi.

immersiyon uygulamada, 30 1 suya 5,5 x 10® cfu/ml bakteri igeren inokiilatdan 50
ml katildi. DIM grubundaki baliklar bu inokulatl su igerisinde 30 dakika bekletildikten
sonra normal havuza alindi. Es zamanli olarak KiM’de 30 1 normal su icerisinde

bekletilerek kontrol havuzuna alindi.

2.5. Patolojik Inceleme

2.5.1. Makroskobik inceleme

Inokiilasyonun baslangicindan itibaren baliklarin hareketleri giin boyu izlenerek
kaydedildi. Olen ya da o&tanazi edilen baliklarin nekropsileri sirasinda gdzlenen

makroskobik bulgular tanimlanarak dijital fotograf makinesi ile fotograflar1 (Olympus

13



C-5050) c¢ekildi. Nekropsileri takiben alinan oOrnekler % 10’luk tamponlu formalin

sollisyonunda tespit edildi.

2.5.2. Mikroskobik inceleme

Doku ornekleri bilinen yontemlerle doku takip cihazinda (Leica TP1020) takip
edildikten sonra parafinde bloklandi. Daha sonra bu bloklardan mikrotomda (Leica
RM2135) 5 um kalinliginda doku kesitleri alindi. Bu kesitlerin tamami hematoksilen-eozin
(HE), gerekli gortilenler ise bakteri icin Brown-Brenn, yag icin Modifiye McManus’s
Sudan Black B boyama tekniklerine gore boyanarak (Culling 1985) 151k mikroskobunda
(Olympus BX51) incelendi. Uygun goriilen preparatlardan mikroskobik dijital fotograflar
(Olympus C-5050) ¢ekilerek bilgisayar ortamina aktarildu.

2.6. Immunohistokimyasal Inceleme

Immnunohistokimyasal incelemeler icin indirekt immunoperoksidaz (IP) teknigi
kullanildi. Rutin olarak 5 pm kalinhi§inda parafin bloklardan hazirlanan kesitler,
poli- -lisinle kapli lamlar iizerine alindi. Bu kesitler 40 °C’lik etiivde 10 dakika
bekletildikten sonra, ksilol ve alkol serilerinden gecirilerek, fosfat tamponlu soliisyonunda
(PBS; pH 7.2) 3 x 5 dakika boyunca yikandi. Dokudaki endojenaz peroksidaz aktivitesini
baskilamak i¢in % 3’lik hidrojen peroksit (H,O,) igeren absolut methanolde oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. PBS ile 3 x 5 dakika yikandi. Daha sonra doku
ornekleri % 0,1 proteaz K soliisyonunda nemli kamerada 37 °C’de 10 dakika bekletildi.
Spesifik olmayan antijenik baglanmalar1 engellemek icin % 1°lik bovine serum
albumininde nemli kamerada 20 dakika tutuldu. PBS ile 3 x 5 dakikalik yikama isleminden
sonra kesitler iizerine, PBS i¢inde 1/250 oraninda sulandirilmis poliklonal tavuk anti-
Vibrio anguillarum primer antikoru uygulandi ve kesitler 37 °C” de 60 dakika siireyle
beklemeye alindi. Daha sonra PBS ile 3 x 5 dakikalik yikama islemi sonunda dokular,
1/1000 oraninda PBS ile sulandirilmis, tavsan anti-tavuk peroksidaz konjugati (Sigma, A
9046) ile nemli kamerada 25 C° de 60 dakika inkube edildi. Inkiibasyon sonras1 dokular
PBS i¢inde 3 x 5 dakika tutulduktan sonra 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB) ile reaksiyona sokuldu. Harris’in hematoksileni ile karsit boyama yapildi. Pozitif ve
negatif kontrol preparatlar1 da ayni islemlerle hazirlandi, ancak negatif kontrol kesitleri

lizerine primer antikor yerine normal tavuk serumu damlatildi. Daha sonra hazirlanan
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preparatlarin tamami 151k mikroskobunda incelendi. Uygun goriilen immunohistokimyasal

bulgular 151k mikroskobuna bagh dijital fotograf makinesi ile bilgisayar ortamina aktarildu.
2.7. Mikrobiyolojik inceleme

DIP (olgu no; 3, 6, 14, 16) ve DIM’de (olgu no; 2, 5, 9, 12) &len ve dtanazi edilen
baliklardan alian érnekler ile KIP (olgu no; 2, 3, 6, 7) ve KIM’den (olgu no; 2, 3, 5, 6) es

zamanli olarak alinan érneklerin mikrobiyolojik incelemeleri Adnan Menderes Universitesi

Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda yapildi.
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3. BULGULAR

DiP’te 35 giin, DIM’de 44 giin boyunca devam eden calismada, yapilan
mikrobiyolojik incelemeler ile DIP ve DIM grubu baliklarda Vibrio anguillarum O1
susunun reizolasyonu ve identifikasyonu teyit edildi. DIP’te uygulama siiresince 11 balik
(% 55) oldii, dokuz balik (% 45) &tanazi edildi. DIM’de sekiz balikta (% 40) dliim
goriildii, 12 baliga (% 60) ise otanazi uygulandi. Gruplarda dliimlere iligkin bilgiler ile
klinik ve makroskobik bulgularin dagilimi Cizelge 1 ve Cizelge 3’de verildi ve bulgular
var (+) ya da yok (-) seklinde degerlendirildi. Her iki gruptaki baliklarda goriilen
mikroskobik bulgular ise siddetine gore; yok (0), hafif (1), orta (2) ve siddetli (3) olmak

tizere dort grupta degerlendirildi ve Cizelge 2 ile Cizelge 4’te sunuldu.

Immunohistokimyasal ~metodlardan  indirekt immunoperoksidaz ~ yontemin
kullanildig1 boyamada, elde edilen sonuglar, etkenin doku ve organlarda bulunup
bulunmamasina gore pozitif (+) ya da negatif (-) olarak degerlendirildi ve Cizelge 2 ile

Cizelge 4’te verildi.

Kontrol gruplarinda bulunan toplam 16 balik, deneme gruplarindaki baliklarla es

zamanl olarak 6tanazi edildi ve nekropsileri yapilarak karsilastirmali olarak incelendi.

3.1. Deneme Intraperitoneal Grup

3.1.1. Klinik Bulgular

DIiP’te; ilk &liimler inokiilasyonun iiciincii giiniinde goriildii. Inokiilasyonun iigiincii
giinii bir, besinci giinii dort, altinci gilinii iki, sekizinci giinii iki, dokuzuncu giinii bir ve 20.
giinlinde de bir balik olmak {izere toplam 11 balikta 6liim goriildii. Enfeksiyonun {igiincii
giiniinde Olen balikta herhangi bir klinik bulgu gézlenmedi. Besinci ve dokuzuncu giinler
arasinda Olenlerde, yeme karsi ilgisizlik, hareketlerde azalma, su yiizeyine yakin yilizme,
sirt iistii ve yan pozisyonda yiizmeler goriildii. Inokiilasyonun 15. giinii sirt {istii
pozisyonda yiizen iki balik ile 20. giinde dik ylizme hareketi yapan bir balik 6tanazi edildi.
Yirmibesinci giinden itibaren 6tanazi edilen baliklarin kontrol grubundaki baliklara gore

gelisimlerinin yavas olduklar1 goriildii.
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KiP’te, besinci giin iki (olgu no; 1, 2), altinc1 giin bir (olgu no; 3), sekizinci giin bir
(olgu no; 4), 15. giin bir (olgu no; 5), 20. giin bir (olgu no; 6), 25. giin bir (olgu no; 7) ve
30. giin bir (olgu no; 8) olmak iizere toplam sekiz baliga Gtanazi uygulandi. Kontrol

grubundaki baliklarda klinik bulguya rastlanmadi.

3.1.2. Makroskobik Bulgular

Makroskobik bulgular baliklarin ¢ogunda en belirgin olarak, deri, kas, karaciger,
dalak ve solungaglarda, daha az olarak da mide, pilorik kese, bagirsak, karin boslugu yag

dokusu, hava kesesi ve gozde goriildii.

Yiizme bozukluklarmin goriildigii ti¢ olguda ekzoftalmus, li¢ olguda da goézde
periokiiler kanamalara rastlandi. Otuz ve 35. giinlerde 6tanazi edilen iki olguda sag gézde
iriste opasite gozlendi. Deri lezyonlari, genellikle viicudun ventralinde 1-3 cm ¢apinda,
hiperemi ve kanamalar seklindeydi (Sekil 1). Uygulamanin {igiincii giiniinden itibaren
goriilmeye baslayan bu lezyonlara yapilan kesitlerde karin duvarini olusturan kaslarin
tamamina yayildiklar1 gériildii. Bu alanlarda kaslar siskin ve koyu kirmizi renkteydiler. Iki
olguda deride diizensiz dagiliml petesiyel kanamalar gézlendi. Dorsal, ventral, pektoral ve
kaudal yiizgegler ile aniis etrafi hiperemikti. Inokiilasyonun besinci giiniinden sonra bazi
baliklarda pullarda dokiilmeler, 20. giiniinden itibaren ise deri renginde koyulasma

gozlendi. Otuz ve 35. giinlerde 6tanazi edilen iki olguda deri renginde acilma goriildii.

Karacigerler siskin, hardal sarisindan agik griye kadar degisen renkteydi.
Inokiilasyonun iiciincii giiniinde goriilmeye baslayan petesiyel kanamalar (Sekil 2)
cogunlukla organin pariyetal yiiziinde daha az olarak da viseral yliziinde gozlendi.
Kanamalarin ve renk degisikliklerinin goriildiigii olgulardan bazilarinda safra keselerinin
de dolu olduklar1 goriildii. Dalaklar biliylimiis ve yumusak kivamliyd: (Sekil 3). Yirminci
giinden sonra dlen ya da 6tanazi edilen baliklarda dalaklarin, kontrol grubundaki baliklara

gore daha kiigiik olduklart goriildii.

Solungaclar genellikle solgun renkteydi (Sekil 2, 4). Bazi olgularda solungag

lamellerinde hiperemi, petesiyel kanama ve mukus artig1 goriildii.

Sindirim sisteminde belirgin bir lezyon dikkati ¢ekmedi. Liimenlerinde limon

sarisindan pembemsiye kadar degisen renkte icerik gozlendi. iki olguda, karin boslugu yag
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dokusunda petesiyel kanamalar saptandi.

Hava kesesi mat bir goriiniime sahipti (Sekil 3). Ug¢ olguda serozada petesiyel

kanamalar goriildii. KiP’deki sekiz balikta da makroskobik bir degisiklik goriilmedi.
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Cizelge 1. Grup I (Deneme Intraperitoneal Grup; DIP)’ de 6liim giinleri, klinik ve makroskobik bulgular
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(-) Klinik/makroskobik bulgu goriilmedi, (+) klinik/makroskobik bulgu goriildii.
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Sekil 1. DIP. A. Karmn bolgesinde (ok) ve yiizgeclerde (ok baslar1) kanama, olgu no; 2.
B. Karin bolgesinde (ok) kanama, olgu no; 7.

Sekil 2. DIP. Karacigerde kanamalar (oklar) ve solungagcta solgunluk, olgu no; 3.
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Sekil 3. DIP. Periokiiler kanama (ok), solunga¢ kemeri boyunca petesiyel kanama (okbast),
dalakta biiyiime (*) ve hava kesesinde matlagsma (ok), olgu no; 4.

Sekil 4. Di_P. A. Solungacta solgunluk ve aniis etrafinda hiperemi (ok), olgu no; 8.
KIP. B. Normal solungag, olgu no; 4.
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3.1.3. Mikroskobik Bulgular

Bu grupta en belirgin mikroskobik bulgular iskelet kaslarinda goriildii. Bu
lezyonlar; hiperemi, 6dem, kanama, dejenerasyon ve nekrozlardan olusmaktayd:r. Odem
intersitisyel dokuda yaygin olarak goriildii. Odeme bagli kas demetlerini gevreleyen
endomizyumlarda belirgin ayrilmalar dikkati ¢ekti. Ayni1 bolgelerde yaygin hiperemi ve
kanamalar saptandi. Besinci giin ile dokuzuncu giin arasinda 6len baliklarda dejenerasyon
ve nekrozlar oldukg¢a belirgindi. Dejenerasyonlarin hafif oldugu olgularda miyofibriller
secilebilmekte iken, siddetli olgularda koyu pembe, homojen halde goriildiiler. Genis
alanlarda gozlenen nekrozlar tiim olgularda erime nekrozlar1 seklindeydi (Sekil 5a,b). Bu
olgularda miyositlerin endomizyumlarin bozulmaksizin periferden merkeze dogru kismen
ya da tamamen bosaldiklar1 dikkati ¢ekti. Bosalan bu alanlar eritrositler, daha az olarak da
bakteri kiimeleri ile doluydu. Benzer bakteri kiimeleri hem damar liimenlerinde hem de

intersitisyumda yogun olarak saptandi.

Solungaclarda 6dem, hiperemi ve kanama, epitellerde dokiilme, telangiektazi, epitel
hiicrelerinde nekroz, eozinofilik graniiler hiicrelerde (EGH) artis ve hiperplazi gozlenen
baslica mikroskobik bulgulardi. Sekunder lamellerde 6dem (Sekil 6a) ve epitellerde
ayrilmalar tiim deneme grubu baliklar ile kontrol grubu ii¢ balikta belirlendi. Bazi
olgularda 6dem ve epitellerde ayrilmalar oldukga belirgindi. Hiperemi ve kanama, primer
ve sekunder lameller yaninda, solunga¢ kemerlerinde de goézlendi. Sekunder lamellerde
saptanan telangiektazilerin sayis1 bir solungag kesitinde bir ile dort arasinda degisiyordu.
Epitel hiicrelerinde nekroz (Sekil 6b) kanamalar ile birlikte inokiilasyonun ilk sekiz
giinlinde Olen baliklarda goriildii. Primer lamellerde EGH artis1 dikkati ¢ekti. Cogunlugu
degraniile olmus EGH artisina iliskin bazi1 lamellerde kalinlagmalar tespit edildi (Sekil 7).
Interlameller hiperplazi hem deneme hem de kontrol grubundaki birgok balikta goriilen
diger bulguydu. Deneme grubu baliklarda hiperplazilerin yayginligi ve kalinligi daha
fazlaydi. Orta ve siddetli olarak degerlendirilen bu olgularda lameller arasinda adezyonlar

belirgindi.

Kalpte ventrikulusda, endoteliyal makrofajlarda aktivasyon (Sekil 8a), ddem ve
endomizyumlarda ayrilmalar goriildii. Baz1 baliklarda az sayida mononiiklear hiicrelerden

olusan epikarditis dikkati ¢ekti (Sekil 8b).
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Karacigerde, hiperemi, kanama, dejenerasyon ve nekroz (Sekil 9) goézlenen
mikroskobik bulgulardi. Onbesinci giine kadar d6len ya da &tanazi edilen baliklarda
hiperemi ve fokal kanamalar oldukg¢a belirgindi. Bu olgularda sinuzoidler genislemis, vena
sentralisler hiperemikti. Kanamalar, iki balikta dejenerasyon, bes olguda dejenerasyon ve
multifokal koagiilasyon nekrozlar ile birlikte saptandi. Ug olguda nekroz alanlari bakteri
kiimeleri ile doluydu. Baz1 baliklarin hepatositlerinde degisen biiyiikliiklerde vakuoller
goriildii ve bunlarin Modifiye Sudan Black B boyamada yag vakuolleri oldugu saptandi.

Mononiiklear hiicre infiltrasyonlarina iki olguda rastlandi.

Bobrekte proksimal tubulus epitellerinde dejenerasyonlar saptandi. Bu hiicrelerin
sitoplazmalar1 genellikle graniiler gériiniimde ve degisen biiylikliiklerde eozinofilik hiyalin

damlaciklar1 igermekteydi (Sekil 10b). Ug olguda da intersitisyumda kanamalara rastland.

Dalakta sinuslar pembe eozinofilik 6dem sivisi ve eritrositler ile doluydu.
Enfeksiyonun besinci giiniinde élen ii¢ balikta multifokal nekrozlar goriildii (Sekil 11). Iki

olguda nekroz alanlar1 bol miktarda bakteri kiimeleri ile doluydu.

Hava kesesinde damarlar hiperemik, seroza ddemliydi. Odemin gériildiigii bir olguda
serozal damarlar bakteri kiimeleri ile doluydu. Ug olguda makroskobik olarak da gdzlenen
kanamalar sadece serozada goriildii. Iki olguda serozada mononiiklear hiicre

infiltrasyonlar1 saptandi.

Midede en belirgin mikroskobik bulgu submukozadaki EGH’larda goriilen artislar
ve degraniilasyonlardi. Bu olgularda EGH’larin hem tunika muskularis hem de lamina
propriyaya dogru yerlestigi goriildii. Ug olguda mide bez epitellerinde nekrozlar belirlendi.
Inokiilasyonun besinci giiniinde 6len bir olguda mide submukozasinda yogun bakteri
kiimeleri dikkati ¢ekti. Pilorik keselerde EGH’larda artis ve degraniilasyonlar ile
epitellerde nekrotik degisikler goriildii. Dort olguda yag dokuda kanamalar belirlendi.
Bagirsaklarin 6zellikle pars posteriyorunda villus epitellerinde dejenerasyon, nekroz ve

dokiilmeler goriildii.

Isik mikroskobik incelemelerde etkenlerin goriildiigli; kas (Sekil 12a), karaciger
(Sekil 12b), dalak, mide ve hava kesesi kesitlerine yapilan Brown-Brenn bakteri
boyamalarinda, bakteri pozitif sonuglar elde edildi. DiP’teki baliklarla es zamanli olarak

nekropsileri yapilan KiP’deki baliklarda herhangi bir mikroskobik bulguya rastlanmadi.
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3.1.4. Iimmunohistokimyasal Bulgular

DIP’te bakteriyel antijene inokiilasyonun iigiincii giin ile dokuzuncu giinler arasinda
Olen baliklarda goriildii. Pozitif boyanmalar genellikle bakterinin morfolojik seklini
gostermekte ya da bazi alanlarda diffuz boyanmalar seklindeydi. Onbesinci glinden
itibaren Olen ya da Otanazi edilen baliklarda pozitif boyanmalara iliskin herhangi bir
bulguya rastlanmadi. Bu grupta en yogun pozitif boyanmalar iskelet kaslarinda goriildii.
Reaksiyonlar damar liimenlerinde, intersitisyumda ve nekrotik miyositlerde oldukca
kuvvetliydi (Sekil 13b). Solungaglarda immunopozitif reaksiyonlar damar liimenleri,
telangiektazik ve hiperplazik alanlarda dikkati cekti. Kalpte immunopozitif etkenler
siklikla epikartda daha az olarak da ventrikulus kas demetleri arasinda (Sekil 14)
belirlendi. Karacigerde pozitif reaksiyonlar, vena sentralisler etrafinda (Sekil 15) ve
sinuzoidlerde goriildii. Bir olguda (olgu no; 9) da sadece serozada pozitif reaksiyonlara
rastlandi. Mikroskobik degisiklerin az goriildiigii bobreklerde pozitif boyanmalar yalnizca
kapsulada dikkati ¢ekti. Pozitif reaksiyonlar; dalakta nekroz alanlarinda (Sekil 16b) ve
sinuslarda, mide submukozasinda (Sekil 17), pilorik kese ve bagirsak villuslarinda da
gozlendi. Karin boslugu yag dokusunda da pozitif reaksiyonlara damar liimenleri ile bu

damarlara yakin alanlarda rastlandi. KIP teki baliklarda ise pozitif boyanmalar saptanmadi.
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Cizelge 2. Grup I’ (Deneme intraperitoneal Grup; DIP) de mikroskobik ve immunohistokimyasal bulgularin dagilimi
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Cizelge 2. Devam. Grup I’ (Deneme Intraperitoneal Grup; DiP) de mikroskobik ve immunohistokimyasal bulgularin dagilimi
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Sekil 5. DIP. iskelet Kasi. Erime nekrozlar1 (oklar), nekrotik kas demetlerinde ve damar liimenlerinde
bakteri kiimeleri (ok baglar1), A. Olgu no; 7, HE., Bar: 30 um.
B. Olgu no; 10, HE., Bar: 30 pm.

S N S

>3

3
b

Sekil 6. DIP. Solungag. A. Sekunder lamellerde 6dem (*), olgu no; 2, HE., Bar: 50 um.
B. Primer ve sekunder lamel epitel hiicrelerinde nekrozlar (oklar), olgu no; 4 , HE., Bar: 30 pm.
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Sekil 7. DIP. Solungag. Primer lamellerde eozinofilik graniiler hiicrelerde artis (oklar), interlameller hiicre
hiperplazisi (okbaslari) ve telangiektazi (*), olgu no; 10, HE., Bar: 50 pm.
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Sekil 8. DIP. Kalp Kas1. A. Endoteliyal makrofajlarda aktivasyon (oklar), olgu no; 3, HE., Bar: 30 pm.
B. Mononiiklear hiicre infiltrasyonlarmin olusturdugu epikarditis (oklar), olgu no; 13, HE., Bar:50 pm.
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Sekil 9. DIP. Karacigerde multifokal koagiilasyon nekrozlar1 (N: Nekroz), olgu no; 1, HE., Bar: 50 um.

Sekil 10. Bobrek. A. KiP, normal, olgu no; 4, HE., Bar: 30 um. B. DIP. Proksimal tubulus epitellerinde
eozinofilik hiyalin damlalar (oklar), olgu no; 8, HE., Bar: 30 pm.
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Sekil 11. DIP. Dalakta fokal nekroz (N: Nekroz), olgu no; 2, HE., Bar: 30 um.

Sekil 12. DIP. A. Iskelet kas1 damar liimeninde Gram-negatif bakteriler (DL: Damar liimeni, oklar),
olgu no; 4, Brown-Brenn, Bar: 10 um. B. Karacigerde sinuzoidlerde Gram-negatif bakteriler (oklar),
olgu no; 3, Brown-Brenn, Bar: 10 pm.
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Sekil 13. A. KIP. iskelet Kas1. Immunoperoksidaz kontrol, olgu no; 2, IP., Bar: 50 pm.
B. DIP. iskelet Kas1. Intersitisyumda ve nekrotik kas demetlerinde immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu
no; 2, iP., Bar: 30 um.

Sekil 14. DIP. Kalpte ventrikiilus kas demetleri arasinda immunopozitif boyanmalar (ok),
olgu no; 3, IP., Bar: 30 pm.
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Sekil 15. DiP. Karacigerde vena sentralis etrafinda immunopozitif boyanmalar (oklar),
olgu no; 2, iP., Bar: 30 um.

Sekil 16. A. KIP. Dalak. Immunoperoksidaz kontrol, olgu no; 2, IP., Bar: 50 um.
B. DIP. Dalak. Nekroz alaninda immunopozitif boyanmalar (oklar),
olgu no; 2, Bar: 30 pm.
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Sekil 17. DIiP. Mide submukozasinda immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no; 6, iP., Bar: 30 um.

3.2. Deneme immersiyon Grup

3.2.1. Klinik Bulgular

DIM’de ilk éliimler inokiilasyonun besinci giiniinde bagladi. Inokiilasyonun besinci
giinii ¢, altinct giinii iki, 11. giinii iki ve 22. giinii bir balik olmak {izere toplam sekiz
balikta 6liim sekillendi. Inokiilasyonun besinci giiniinde 6len baliklarm durgun ve
genellikle havuzun kenarinda ve yiizeye yakin yiizdiikleri goriildii. Altinc1 ve 11. giinlerde
Olen baliklarda diizensiz yiizme hareketleri gozlendi. Onbirinci glinden sonra dlen ya da

Otanazi edilen baliklarda klinik bulgu belirlenemedi.
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KiM’de, besinci giin iki (olgu no; 1, 2), altinci giin bir (olgu no; 3), 11. giin bir (olgu
no; 4), 20. giin bir (olgu no; 5), 24. giin bir (olgu no; 6), 29. giin bir (olgu no; 7) ve 34. giin
bir (olgu no; 8) olmak iizere toplam sekiz balik 6tanazi edildi. Bu gruptaki baliklarda klinik

bulguya rastlanmadi.

3.2.2. Makroskobik Bulgular

Bu grupta gozlenen makroskobik bulgular, DiP’teki baliklara gére daha hafif
seyirliydi ve daha az sayida balikta goriildii. Lezyonlar siklikla solungaglarda, daha az

olarak da deri, kas, hava kesesi, dalak ve karacigerde belirlendi.

Deride, pullarda dokiilme, kanama ve yiizgeglerde hiperemi goézlenen baslica
makroskobik bulgulardi. Besinci ve ve altinci giinde olen baliklarda sekillenen bu
kanamalar ¢izgisel yapida, genellikle kaudal ve/veya lateral yerlesimliydiler (Sekil 18). Bir
olguda ¢izgisel kanama ile birlikte operkulumun i¢ ve dis yiiziinde kanamalar dikkati ¢ekti
(olgu no; 2). Altinci giin ile 20. giin arasinda dlen ya da 6tanazi edilen baliklarda pullarda

dokiilmeler goriildi. Dort olguda da aniis etrafi hiperemikti.

Karaciger hardal sarisi renginden agik griye kadar degisen renk degisiklikleri
goriildii (Sekil 19). Inokiilasyonun besinci giiniinde 6len bir olguda karacigerin pariyetal
yliziinde kanama saptandi. Dalak altinci giinde 6len bir balikta siskin ve yumusak
kivamliydi. Yirmiikinci giinden itibaren 6len ya da o6tanazi edilen baliklarda dalaklarin,

kontrol grubu baliklarina gore daha kii¢iik olduklar1 gozlendi.

Solungaglarda soluk renklilik ve mukus artis1 ile birlikte lamellerin siskinligi
dikkati cekti. Ayrica ii¢ olguda hiperemi ve dort olguda petesiyel kanamalar (Sekil 19)
gozlendi. Hava kesesi kalinlasmis ve mat goriiniimliiydii (Sekil 20). Inokiilasyonun besinci
ve altinc1 giinlerinde 6len baliklarda serozada petesiyel kanamalara rastlandi. Mide, pilorik
kese ve bagirsaklarda genellikle limon sarisi renginde bir icerik gozlendi. Baz1 olgularda
bu igerik acik kirmizi renkteydi. Karin boslugu yag dokusunda gozlenen tek makroskobik
bulgu petesiyel kanamalar idi. KiM’deki baliklarda ise makroskobik bir bulgu

belirlenemedi.
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Sekil 18. DIM. Deride kanamalar (oklar), olgu no; 4.

Sekil 19. DIM. Solungagta petesiyel kanamalar (ok) ve karacigerde renk degisikligi, olgu no; 1.
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Sekil 20. DIM. Operkulumda, karacigerde ve yag dokuda kanama (oklar) ve hava kesesinde matlagma (*),
olgu no; 2.

3.2.3. Mikroskobik Bulgular

Iskelet kas1 lezyonlar1 hiperemi, dem ve kanamalardan olusan vaskiiler degisikler ile
dejenerasyon ve nekrozlar seklindeydi. Kas demetlerini c¢evreleyen endomizyumlarda
ayrilmalar belirgindi. Lezyonlu alanlar hiperemik ve kanamaliydi (Sekil 21a). Dejeneratif
ve nekrotik degisikler inokiilasyonun besinci giinii ile 11. giinii 6len baliklarda gézlendi
(Sekil 21b). Bu alanlarda miyositlerin genellikle koyu pembe homojen yapida olduklari,
baz1 miyositlerin ise sinirlarinin belirli kalarak periferden merkeze dogru bosaldiklar:
saptandi. Nekrotik degisiklerin goriildiigii bir olguda damar liimenlerinde bol miktarda
bakteri kiimeleri bulunmaktaydi. Bu alanlardan Brown-Brenn boyama teknigine gore

yapilan boyamalarda pozitif sonuglar elde edildi.
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Odem, solungaglarda en yaygmn goriilen bulgulardand: (Sekil 22a). Siddetli
olgularda sekunder lamellerin epitellerinde ayrilmalar, ilerlemis olgularda dokiilmeler
seklinde goriildii. Sekunder lamel epitellerinde nekroza ugrayan hiicrelerin sitoplazmalari
koyu eozinofilik, ¢ekirdekleri piknotik ya da karyorektikti. Solunga¢ kemeri damarlarinda
hiperemi, primer ve sekunder lamellerde kanamalar rastlandi. Uygulamanin besinci giin ile
34. giin arasinda Olen ya da Otanazi edilen baliklarda (bir olgu disinda) bir solungag
kesitinde sayis1 bir ile dort arasi degisen telangiektaziler goriildii (Sekil 22b). Bu
olgulardan bazilarinda (olgu no; 4, 5, 9) telangiektaziler igerisinde mikrotrombiisler dikkati
cekti. Primer lameller boyunca EGH’larda artig, degraniilasyonlar ve buna ilgili primer
lamellerde genislemeler goriildii. Sekunder ve primer lamellerde interlamellar hiicre
hiperplazilerine bagli kalinlasmalar genellikle EGH artiglar1 ile birlikte belirlendi
(Sekil 22b).

Kalpte endomizyumlarda ayrilmalar, endoteliyal makrofajlarda aktivasyon ile birlikte

az sayida mononiiklear hiicre infiltrasyonlarindan olusan epikarditis goriildii.

Karacigerde saptanan hiperemi ve kanamalar, besinci giin ile 11. giinler arasinda 6len
baliklarda olduk¢a belirgindi. Kanamalar genellikle diizensiz dagilimli fokal alanlar
seklindeydi (Sekil 23). Bazi olgularda bol miktarda bakterinin de bulundugu multifokal
koagiilasyon nekrozlar1 saptandi. Brown-Brenn boyama teknigine gore yapilan boyamada
bu bakterilerin Gram-negatif bakteriler oldugu tespit edildi. Hepatositlerde degisen
biiytikliiklerde intrasitoplazmik keskin kenarli vakuoller belirlendi (Sekil 24a). Modifiye
Sudan Black B boyama teknigine gore bunlarin yag vakuolleri oldugu teyit edildi (Sekil
24b). iki olguda perivaskiiler, iki olguda (olgu no; 11, 18) da perikanalikiiler mononiiklear

hiicre infiltrasyonlar1 goriildii.

Bobrekte, proksimal tubulus epitellerinde eozinofilik hiyalin damlaciklar1 goriildii.
(Sekil 25). Dalak lezyonlar1 6dem, hiperemi ve nekrozlar seklindeydi. U¢ olguda sinuslar
pembe eozinofilik 6dem sivisi ile doluydu. Enfeksiyonun besinci ve altinci giiniinde 6len
baliklarda bakteri kiimelerinin de bulundugu nekrotik alanlar saptandi. Bu alanlarda
Brown-Brenn boyama teknigine gore yapilan boyamada pozitif sonuglar elde edildi. Hava
kesesinde serozal damarlar hiperemikti. Seroza 6demliydi. Besinci ve altinci giinlerde 6len

baliklarda serozada kanamalar saptandi.
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EGH’larda artis ve degraniilasyonlar mide (Sekil 26) ve daha az olarak da pilorik
keselerde goriildii. Birer olguda mide, pilorik kese ve bagirsak epitellerinde nekrozlara

rastlandi. KIM” deki baliklarda mikroskobik bulguya rastlanmadi.

3.2.4. immunohistokimyasal Bulgular

DIM’de bakteriyel antijene inokiilasyonun besinci ve altinci giiniinde &len
baliklarda goriildii. Iskelet kaslarinda, immunopozitif reaksiyonlara inokulasyonun besinci
giinlinde Olen bir olguda rastlandi. Solungaglarda bes olguda immunopozitif reaksiyonlar
saptand1 (Sekil 27a,b). Kalp (Sekil 28), karaciger (Sekil 29a) ve yag dokuda (Sekil 29b)
pozitif reaksiyonlar inokiilasyonun besinci ve altinci glinlerinde o6len iicer olguda
belirlendi. Diger organ ve dokulardan, dalakta iki olguda, pilorik kese ve bagirsaklarda ise
birer olguda pozitif reaksiyonlara rastlandi. Onbirinci glinden sonra 6len ya da Otanazi
edilen baliklarda pozitif boyanmalara iligkin herhangi bir immunohistokimyasal bulguya

rastlanmadi. KIM’deki baliklarda ise immunopozitif boyanmalar goriilmedi.
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Cizelge 4. Grup II (Deneme immersiyon Grup; DIM)’de mikroskobik ve immunohistokimysal bulgularin dagilimi
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Cizelge 4. Devam. Grup II (Deneme Immersiyon Grup; DIM)’ de mikroskobik ve immunohistokimyasal bulgularin dagilimi
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Sekil 21. DIM. Iskelet Kas1. A. Intersitisyumda hiperemi ve kanama (oklar), olgu no; 5, HE., Bar: 30 um.
B. Erime nekrozlari (okbaslart) ve intersitisyumda kanamalar (oklar), olgu no; 1,
HE., Bar: 50 pm.

TN e B —

2 L=
Sekil 22. DIM. Solungag. A. Sekunder lamellerde dem (*) ve tabaninda hiperplazi (ok), olgu no; 20, HE.,
Bar: 50 um. B. Sekunder lamelde telangiektazi ve tabaninda hiperlazi (ok), olgu no; 7, HE., Bar: 50 pm.

—
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Sekil 24. DIM. Karacigerde diffuz yaglanma (oklar), olgu no; 13,
A. HE., Bar: 30 um, B. Modifiye McManus’s Sudan Black B, Bar: 30 pm.
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Sekil 25.
DIM. Bébrekte proksimal tubulus epitellerinde eozinofilik hiyalin damlalar1 (oklar),
olguno; 13, HE., Bar: 30 um.

Sekil 26. DIM. Midede submukozada eozinofilik graniiler hiicrelerde artis (oklar), olgu no; 3, HE.,
Bar: 30 pm.

44



Sekil 27. DIM. Solungag. A. Damar limeninde immunopozitif boyanmalar (oklar),
olgu no; 2, IP., Bar: 30 um. )
B. Sekunder lamel kapillarlarinda, immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no; 5, IP., Bar: 30 um.

Sekil 28. DIP. Kalpte epikartda immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no; 4, iP., Bar: 30 um.
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Sekil 29. DIM. A. Karacigerde sinuzoidlerde immunopozitif boyanmalar (oklar),
olgu no; 4, IP., Bar: 30 pm. )
B. Yag dokuda perivaskiiler immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no; 1, IP., Bar: 30 pm.

3.3. Mikrobiyolojik Bulgular

Mikrobiyoloji Anabilim Dalina génderilen 6len DIP ve DIM balik érneklerinden
Vibrio anguillarum O1 susunun reizolasyounu ve identifikasyonu teyit edildi. Otanazi
edilen DIP ve DIM balik 6rneklerinden ise izolasyon yapilamadi.

KIP ve KIM balik érneklerinde yapilan mikrobiyolojik incelemelerde de herhangi

bir patojen bakteriye rastlanmadi.
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4. TARTISMA

Bu calismada, tuzlu ve tatli su baliklarinin en 6nemli vibriozis etkenlerinden biri
olan Vibrio anguillarum O1 susunun, gokkusagi alabaliklarina intraperitoneal ve
immersiyon inokiilasyonlar1 ile hastaligin makroskobik ve mikroskobik bulgulari
karsilastirmali olarak incelenerek, immunohistokimyasal yontemle de etkenin doku ve
organlardaki dagilimi degerlendirildi. Hastalik, Tiirkiye’de hem tuzlu su baliklarinda
(Cagirgan 1993, Akan ve ark 1996, Akayli 2001, Tanrikul ve ark 2004, Demircan ve
Candan 2006, Korun ve Timur 2008) hem de gokkusagi alabaliklarinda (Timur ve Korun
2004, Tanrikul 2007) tanimlanmistir. Ege Bolgesi’nde de alabalik yetistiriciliginin yaygin

olmas1 nedeniyle calismada gokkusagi alabaliginin kullanilmasi tercih edildi.

Tuzlu ve tath su baliklarinda Vibrio anguillarum tarafindan olusturulan dogal
vibriozis olgularinda 6liim oranlar1 genellikle % 40-70 arasinda tanimlanmistir (Egidius ve
Andersen 1978, Giorgetti ve Ceschia 1982, Kanno ve ark 1989, Tanrikul 2007). Deneysel
calismalarda ise bu oranin % 100’lere kadar ulastig: bildirilmis (Johnson ve Amend 1983,
Ransom ve ark 1984, Kanno ve ark 1990, Spanggaard ve ark 2000, Roed ve ark 2002),
calismamizda ise DIP’te % 55, DIM’de ise % 40 olarak gergeklesmistir. Bu 6liim oranlar
dogal olgulardaki oranlara benzerlik gostermesine karsin, deneysel calismalardaki 6liim
oranlarina gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Deneysel ¢alismalarda 6liimlerin birinci ve
15. giinler arasinda goriildiigii bildirilmis (Lonnstrom ve ark 2001, Cagirgan 2004, Tanrikul
2007), ¢alismada ise &liimler DIP’te {igiincii ve dokuzuncu giinler arasinda, DIM’de ise
besinci ve yedinci giinler arasinda goriilmiistiir. Bu ¢alismadaki 6liim oranlar1 ve zamanlari
bildirilen diger caligmalar ile karsilastirildiginda, 6liim oranlar1 ve zamanlar1 arasinda kesin
bir siir belirlemenin zor oldugunu gostermektedir. Calismalar arasinda goriilen bu
farkliliklarin, konakg¢imnin tiirii ve direnci, stres faktorleri, etkenin viriilensi ve dozu ile

birlikte bakterinin verilis yolu ile ilgili olabilecegi sonucuna varilmstir.

(Calismada her iki grubun baliklarinda; durgunluk, istahsizlik, diizensiz ylizme
hareketleri, pullarda dokiilmeler diger arastirmacilarin klinik bulgular1 ile benzerlik
gostermis (McCarthy ve ark 1974, Giorgetti ve Ceschia 1982 Actis ve ark 1999, Timur ve
Korun 2004, Korun ve Timur 2008), ancak asites (Hacking ve Budd 1971, Haastein ve Holt
1972, Horne ve ark 1977, Lewis 1985), aniis prolapsusu (Giorgetti ve Ceschia 1982,
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Pedersen ve ark 1997), karin boslugunda adhezyonlar (Roberts 2001) bu calismada
goriilmemistir. Makroskobik bulgularin dagilimi ve goriildiigii balik sayilari agisindan
deneme gruplari arasinda dnemli farkliliklar saptandi. DIM’e gére DIP’te daha fazla balikta
ve daha ¢cok dokuda makroskobik bulgu belirlendi. DIP’te gdzde ekzoftalmus ve periokiiler
kanama goriilmesine karsin, DIM’de sadece iriste opasite goriildii. DIP’te deride bes
balikta goriilen renk degisikligi DIM’de hi¢ rastlanmadi. DiP’te karacigerde 10 olguda

goriilen kanamalara DIM’de sadece bir olguda rastland.

Kimi arastirmacilar (Lewis 1985, Olsson ve ark 1996) hastaligin olusumunda
aniisiin primer giris yolu oldugunu bildirmelerine karsin, kimileri ise deri (Kanno ve ark
1989, Spanggaard ve ark 2000), aniis (Kanno ve ark 1989, 1990) ve solungaglarin
(Laurencin ve Germon 1987) onemli oldugunu belirtmislerdir. Yapilan ¢alismada etkenin
immersiyon yolla verildigi DIM’de lezyonlar en yaygin olarak solungaglarda gdzlenmistir.
Immunoperoksidaz boyamada da pozitif reaksiyonlarin daha ¢ok solungaglarda goriilmesi,
etkenlerin dogal enfeksiyonlarda Laurencin ve Germon (1987) ile uyumlu olarak

solungaglarin primer giris yolu olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Deneysel ve dogal vibriozis ¢alismalarinda kaslarda sekillenen vaskiiler ve nekrotik
lezyonlar hastaligin en O6nemli bulgular1 olarak tanimlanmis (McCarthy ve ark 1974,
Hastein ve Smith 1977, Lewis 1985, Egidius 1987, Miyazaki 1987, Kanno ve ark 1989,
Pedersen ve ark 1997) ve olusumundan, etkenin ekstraseliiler toksinleri sorumlu
tutulmustur (Kodama ve ark 1985, Krovacek ve ark 1987, Actis ve ark 1999). Calismada
iskelet kas1 lezyonlari, DIP’te 11 balikta, DIM’de ise ii¢ balikta belirlenmis, sekillenen kas

lezyonlarinin tanimlanan bulgular ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Deneme gruplarinda karacigerlerde belirlenen lezyonlar, literatiirlerle uyumlu olarak,
(Egidius ve Andersen 1978, Giorgetti ve Ceschia 1982, Ransom ve ark 1984, Lewis 1985)
yangisal reaksiyonlarin goriilmedigi kanama ve nekrozlar seklindeydi. Ayrica karaciger
lezyonlar1 DiP’te DiM’e gore daha ¢ok sayida balikta goriildii. Karacigerde oldugu gibi
dalak lezyonlar1 da DIP grubunda daha fazla balikta saptandi. Literatiirlerde (McCarthy ve
ark 1974, Lewis 1985, Timur ve Korun 2004) tanimlanan bu bulgular, ¢alismada vaskiiler
ve nekrotik degisikler seklinde goriildii. Ilk alt: giin igerisinde len baliklarin dalaklarinda
gozlenen siddetli nekrozlar akut septisemiye iliskin 6liim nedenlerinden birisi olarak

degerlendirildi. Intraperitoneal uygulama grubunda karaciger ve dalak lezyonlarmin daha
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cok balikta gekillenmesi; bakteri patojenitesinin immersiyon uygulamaya gore yiiksek

oldugunu diistindiirmiistiir.

Vibriozis olgularinda bobrekte kanama ve nekrotik degisikler birgok arastirmaci
tarafindan bildirilmesine karsin (Giorgetti ve Ceschia 1982, Ransom ve ark 1984, Korun
2004), bu ¢aligmada bobregin hem intersitisyumunda hem de parankim dokusunda nekrotik
degisiklere rastlanmadi. Ozellikle proksimal tubuluslarda saptanan dejenerasyon ve hiyalin

damlaciklar1 Miyazaki (1987) ’nin bildirdigi bulgular ile uyumluydu.

Deneme gruplarinda balik sayisi agisindan en ¢ok etkilenen organlardan birisi
solungaclardi. Lezyonlarla bakteriler arasinda iliski baz1 olgularda bakteriyel antijenin
varlig1 ile desteklendi. Sekunder lamellerde 6dem, epitellerde dokiilme literatiirlerde
(Ransom ve ark 1984, Miyazaki 1987, Timur ve Korun 2004) tanimlanan mikroskobik
bulgular ile paralellik gdstermistir. Ancak bir¢ok olguda saptanilan telangiektazilere iliskin
bir kayda rastlanamamustir. Ozellikle immersiyon grubunda 13 balikta tespit edilen
telangiektazilerde, bakteriyel antijenin varligi, etken ile bu lezyon arasinda bir iliski
olabilecegini desteklemektedir. Calismada sekunder lamel epitel hiicrelerinde goriilen
nekrozlar ve bu nekrozlarin olusumu ile ilgili agiklayici bir literatiir bilgiye ulasilamamustir.
Ancak gozlenen bu degisiklige Vibrio anguillarum’ un sahip oldugu bildirilen (Kodama ve
ark 1985, Krovacek ve ark 1987, Actis ve ark 1999) ekstraseliiler iirlinlerin sorumlu

olabilecegine yorumlandi.

Deneme gruplarinda toplam sekiz olguda belirlenen epikarditis, endoteliyal
makrofajlarda aktivasyon ve/veya endomizyumda ddemle birlikte ayrilma denemenin ilk
alt1 giinliilk akut doneminde saptandi. Bu lezyonlar ile bakteri kiimeleri arasindaki iligki
immunperoksidaz boyama ile teyit edildi. Vibrio anguillarum’un epikarditis olusturdugu

ise sadece Hacking ve Budd (1971) tarafindan bildirilmistir.

Sunulan ¢alismada, bagirsaklarda ve daha az olarak da pilorik keselerde saptanan
mikroskobik bulgular literatiirlerde bildirilen (Egidius ve Andersen 1978, Egidius 1987,
Olsson ve ark 1996, Ransom ve ark 1984, Spanggaard ve ark 2000), bulgular ile benzerlik
gostermesine karsin, bu lezyonlarin az sayida balikta sekillendigi ve hafif seyirli oldugu
goriilmistlir. Calismalar arasinda goriilen bu farkliliklarin ise, konak¢inin tiirii ve direnci

ile birlikte etkenin viriilensi ile ilgili olabilecegi seklinde yorumlandi.
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Baliklarda memelilerdeki mast hiicrelerine benzer Ozellikte olduklart bildirilen
EGH’lar ile yapilan ¢alismalarda (Powell ve ark 1993, Ellis 1985, Sveinbjornsson ve ark
1996; Flano ve ark 1997, Tomomasa ve Ilida 1999, Aydogan 2005); bazi balik
patojenlerinin veya patojen ektsraktlarinin verilmesinden sonra ya da cesitli paraziter
enfeksiyonlarda bu hiicrelerde artislar ve degraniilasyonlar bildirilmistir. Caligmada her iki
deneme grubunda solungag, mide ve daha az olarak da pilorik keselerde EGH’larda
belirgin artislar ve degraniilasyonlar saptanmistir. Ayrica ¢alismada hehangi bir paraziter
etkene rastlanilmamis olmasi da EGH’larda goriilen bu degisikliklerin hastalikla ilgili

olabilecegi sonucuna varilmistir.

Yapilan ¢alismada gerek Brown-Brenn teknigine gore yapilan bakteri boyamalarinda
gerekse immunoperoksidaz incelemelerde etkenin genellikle damar liimenlerinde ya da
damarlar etrafinda yerlesim gosterdigi goriildii. Her iki deneme grubunda da etkenin benzer
yerlesim gostermesi, hastaligin yayilmasinda hematojen yolun etkili olabilecegini

distindirmiistiir.

Immunohistokimyasal yontemler, birgok hayvan tiiriinde oldugu gibi balk
hastaliklarinda da kesin taniy1 olanak saglamalar1 nedeniyle enfeksiyonlarin tanisinda
onemli bir yere sahiptir (Janson ve ark 1991, Evensen ve Olesen 1997, Ekman ve Norrgren
2003, Foyle ve ark 2003, Kueh ve ark 2004). Vibrio anguillarum tarafindan olusturulan
vibriozisde ise immunoperoksidaz tekniginin kullanilimu ile ilgili az sayida literatiir bilgiye
ulasilabilmistir (Berg ve ark 2001, Irie ve ark 2004, Afonso ve ark 2005). Poliklonal Vibrio
anguillarum O1 primer serumlarinin kullanildigi bu deneysel g¢aligmalarda bakteriyel
antijen, indirekt immunoperoksidaz yontemi ile asilama sonrasi sekillenen granulom
icerisinde, bagirsaklarda ve avidin-biotin peroksidaz yontemi ile balik larvalarinin
beslenmesinde kullanilan Artemia franciscana’larda saptanmistir (Berg ve ark 2001, Irie ve
ark 2004, Afonso ve ark 2005). Sunulan ¢alismada bakteriyel antijen DiP’te dokuz olguda
(% 45), en yogun olarak iskelet kaslarinda daha az oranda karaciger ve dalakta saptandi.
DIM’de bes olguda (% 25) saptanan pozitif reaksiyonlar en yogun olarak solungaglarda
goriildii. Calismada DIP’te immunopozitifligin DIM’e gére daha ¢ok balikta saptanmasi

intraperitoneal yolun deneysel ¢alismalarda daha etkili olabilecegini diisiindiirdii.
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Calismada, immunoperoksidaz yontemle, bakteriyel antijenler her iki deneme
grubundaki enfekte hayvanlarin formalinde tespit edilmis ve parafinde bloklanmis
kesitlerinde basariyla ortaya koymustur. Ancak, bazi olgularda hastalikla iligkili oldugu
diisiiniilen mikroskobik lezyonlarda negatif reaksiyonlar da dikkati ¢cekmistir. Boyle negatif
sonuglarin alinmasi, bakteriyel antijenin par¢alanmasi ya da organizma tarafindan
salgilanan antikorlarin antijenik determinantlara baglanmasi ile iligkili olabilecegine
yorumlanmugtir. Bakteriyel antijenin saptanamadigi bu olgular, vibriozisin tanisinda diger
immun-enzim tekniklerinin yani1 sira monoklonal antikorlarla yeni denemelere ihtiyag
duyuldugunu gostermistir. Ayrica, formalin tespitli dokularda formalin-antijen baglarindan
ileri gelen dezavantajlar da goz onilinde bulundurulmus ve bunu gidermek amaciyla da
uygulanacak immunohistokimyasal yontemlerde farkli antijen retrieval soliisyonlarinin
kullanilmasinin uygun olacagi kanisina varilmistir. Alternatif olarak dondurma mikrotomu
ve parafin kesitlerde immun-enzim ydntemlerinin karsilastirmali olarak da incelenebilecegi

sonucuna varilmistir.
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5. SONUC

Sunulan c¢alismada, deneysel olarak Vibrio anguillarum O1 (ATTC 43305) susu
gokkusagi alabaliklarinda intraperitoneal yol ve immerisyon yontemleri ile olusturulan
vibriozisin makroskobik ve mikroskobik bulgular1 karsilagtirmali olarak incelenmis,
immunohistokimyasal yontemle de bakteriyel antijenin doku ve organlardaki dagilimi
degerlendirilmistir. Caligmada intarperitoneal uygulama sonrasi sistemik bir enfeksiyon
tablosu olusurken, immersiyon uygulama sonrasi lezyonlarin az sayida balikta sekillendigi
ve daha hafif seyirli oldugu gériilmiistiir. Intraperitoneal uygulamada, lezyonlar ¢ogunlukla
iskelet kasi, karaciger dalak ve hava kesesinde, immersiyon uygulamada ise yogun
olarak solungaclarda gdzlenmistir. Immunohistokimyasal —yontemlerden indirekt
immunoperoksidaz metodunun uygulandigi ¢alismada, her iki deneme grubunda pozitif
reaksiyonlar saptanmistir. BOylece immunoperoksidaz yonteminin Vibrio anguillarum

tarafindan olusturulan vibriozisin tanisinda kullanilabilecegi sonucuna varilmustir.
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OZET

Vibrio anguillarum ile Enfekte Edilen Gokkusag Alabaliklarinda (Oncorhynchus
mykiss Walbaum, 1792 ) Morfolojik ve Immunohistokimyasal incelemeler

Bu calismada, Vibrio anguillarum O1 (ATTC 43305) susu ile gokkusagi
alabaliklarinda deneysel vibriozis olusturuldu. Bu amagla, 56 adet gokkusag: alabaligi (80
+ 10 g agirhiginda ve 10-12 cm biiyiikliigiinde) iki deneme grubu (Deneme Intraperitoneal
Grup (DIiP), n; 20 — Deneme Immersiyon Grup (DIM), n: 20) ve iki kontrol grubu
(Intraperitoneal Kontrol (KIP), n; 8 - Immersiyon Kontrol (KIM), n; 8) olmak iizere dort
gruba ayrildi. DiP’e intraperitoneal olarak 5,5 x 10°cfu/ml bakteri olacak sekilde 0,1 ml
bakteri inokiilati verildi. Immersiyon uygulamada, 30 litre suya 5,5 x 10°cfu/ml bakteri
iceren inokiilattan 50 ml katilarak hazirlanan soliisyonda baliklar 30 dakika bekletildi.

ik 6liimler DiP’te inokiilasyonun iiciincii giiniinde, DIM’de ise besinci giiniinde
basladi. Olen ya da &tanazi edilen baliklarin nekropsilerini takiben, tiim organlar % 10’luk
tamponlu formalinde tespit edildi. FElde edilen parafin kesitlerinin tamami
hematoksilen-eozin ve indirekt immunoperoksidaz teknigi ile boyanarak 1s1k
mikroskobunda incelendi.

Lezyonlarin dagiliminda gruplar arasinda farkliliklar gériildii. DiP’te diizensiz
ylizmeler, ylizgeclerde ve aniis etrafinda hiperemi, kas, karaciger ve solungacta kanama ile
dalakta biliyiime goriildii. Mikroskobik incelemede, iskelet kasi, karaciger ve dalakta
yangisal reaksiyonlarin goriilmedigi kanama ve nekrozlar, solungaclarda, Odem,
telangiektazi, epitel hiicrelerinde nekroz ve eozinofilik graniiler hiicrelerde (EGH) artislar,
kalpte endoteliyal makrofajlarda aktivasyon ve epikarditis, bobrekte tubulus epitellerinde
eozinofilik hiyalin damlalar1 ve midede EGH’larda artis gozlendi. Immunohistokimyasal
incelemede bakteriyel antijen, kas, karaciger, dalak, solungag¢, hava kesesi ve dalakta
saptandi. DIM’de makroskobik olarak, solungaclarda solgunluk ve kanama, karacigerde
renk degisikligi ve hava kesesinde matlasma belirlendi. Mikroskobik incelemede,
solungacglarda, 6dem, epitellerde dokiilme, telangiektazi ve EGH’larda artis, karacigerde
kanama, yaglanma ve nekroz, hava kesesi serozasinda 6dem ve kanamalar gdzlendi.
Immunohistokimyasal incelemede, bakteriyel antijen yogun olarak solungaclarda goriildii.
Kalp, karaciger, dalak, pilorik kese ve bagirsaklarda ise az sayida balikta pozitif
reaksiyonlar saptandi.

Sonug olarak, deneysel vibriozis’de goriilen patolojik bulgular karsilastirmali olarak
incelendi ve immunohistokimyasal yontemle de etkenin doku ve organlardaki dagilimi
degerlendiridi.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi alabaligi, immunohistokimya, patolojik bulgular
Vibrio anguillarum
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SUMMARY

Morphologic and Immunohistochemical Investigations in Rainbow Trout
(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) experimentally Infected with
Vibrio anguillarum

In this study, experimental vibriosis caused by Vibrio anguillarum O1 (ATTC
43305) was constituted in rainbow trout using intraperitoneal route and immersion method.
For this purpose, 56 rainbow trout (weight 80 £ 10 g and 10-12 cm in size) were divided
into four groups [two experimental (Intraperitoneal Group (IP), n: 20 — Immersiyon Group
(IM), n: 20) and two control (Intraperitoneal control (CIP), n: 8 - Immersiyon control
(CIM), n: 8)]. Vibrio anguillarum at a concentration of 5.5x10% cfu/ml (0,1 ml per fish) was
injected intraperitoneally to the IP Group. The IM group were immersed into 30 1 water
inoculated with 50 ml of bacterial inoculum (5.5x10° cfu/ml) for thirty minutes.

The first death was observed on the 3™ day of application in the IP, and on the 5t day
of the IM group. Dead or killed fish were necropsied, tissue samples collected, fixed in 10
% neutral-buffer formalin solution, embedded in paraffin wax, sectioned at 5 pm and
stained with hematoxylin and eosin (H&E) and immunoperoxidase technique.

The lesions were different in location depending on the inoculation routes. Irregular
swimming, hyperemia in the fins and around the anus, hemorrhage in the muscle, liver and
gill and enlargement in the spleen were observed macroscopically in the IP group. In
microscopic examination, the muscle, liver and spleen showed hemorrhage and necrosis
with no inflamatory response. In the gills, there were odema, telangiectasi, necrosis of
epithelium and an increas in the number of eosinophilic granuler cells (EGC). Activation of
the ventricular endothelial macrophages and epicarditis in the heart, eosinophilic hyalin
droplets in the tubular epihelium of the kidney and an increas in the number of EGC in the
stomach were determined. With immunoperoxidase staining, bacterial antigen was seen in
the muscle, liver, spleen, gills and swim bladder. In the IM group, macroscopically,
paleness and haemorrahages in the gills and discolaration in the liver were determined. The
swim bladder were also opaque. At the microscopic examination, there were odema,
desqumation of the epithelial cells, telangioectasie and an increas in the number of the
EGC. In the liver, hemorrhage, fatty changes and necrosis were observed. Odema and
hemarrhages were generally found in serosa of the swim bladder.
Immnunohistochemically, positive reactions were particularly observed in the gills and to a
lesser extent in the heart, liver, spleen, pyloric seceae and intestines.

In conclusion, pathological findings seen in the experimental vibriosis were
comparatively examined and distrubution of the bacterium in tissues were evaluated
immunohistochemically.

Key Words: Immunohistochemistry, Vibrio anguillarum, pathological findings,

rainbow trout
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