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ONSOZ

Ulkemiz, cevresindeki denizler, igsular ve iklim Szellikleriy—
le su iirinleri bakimindan ©nemli bir potansiyele sahiptir. Ancak,
gevre sorunlari ve yofun avlama balik iiretiminde bazi kisitlamalari
Zorunlu kilmigtir. Glin gectikge artan beslehme problemi ile bu

'olusum sureci ig¢ginde kiiltiir balik¢i1lig1l Onem kazanmaya baglamigtar.
Su iriinleri yetigtiricilifinin son yillarda iilkemizde gelig—
mesi ile birlikte hastalik problemlerinin ortaya gikmasi kaginil-

mazdir.

Kiiltlir balikgilaifinda baliklara hastaliklardan korumak,
hastaliklarini teghis ve tedavi etmek ancak bu konuda yapilacak

bilimsel aragtirmalar ile mﬁmkﬁndﬂf.

Bu nedenie, bu g¢galigmada igsu balik yetigtiriciliginde
en bilyikk paya sahip olan Gokkugagi alabaliklarinda sik sik ortaya

gikarak biiyilkk ekonomik kayiplara rnieden olan Aeromonas hydrophila

enfeksiyonunun patogenesisi ve Chloramphenicol'iin tedavi etkisi

aragtirilmigtar.

Bu konuyu bana veren ve aragtirmayl yoneten tez danigmanim
sayin hocam Dog.Dr.Giilgen TIMUR'a ve caligmam sirasinda Oneri
ve yardimlari ile bana yol gdsteren sayin hocam Prof.Dr.Metin

TIMUR'a en igten tesgekkiirlerimi sunarim.

Akin CANDAN
Egirdir

Agustos,1988
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OZET

Bu g¢alismada GokkugaBi alabaliklarinda (Salmo gairdneri Rich.

1836) deneysel kogullarda olusturulan Aeromonas hydrophila,enfeksiyo—

nunun histopatolojisi ve Chloramphenicol 'lin tedavi etkisi incelen—

migtir.

Deneme sliresince toplam 40 adet Gokkusagi alabalipa kullanil—
migtir. Bunlardan 4'ii deneme dncesi kontrol baligi olarak kullanilmig

geri kalan 36 balik Aeromonas hydrophila inokulumu ile enjekte

edilip iki tanka egit miktarda konmugtur. Tedavi edilmeyen baliklarin
hepsi 72 saat iginde O6lmiistir. Deneme siiresince tedavi edilen
ve edilmeyen baliklarin klinik muayeneleri yapilarak gegitli dokula-

rindan Srnekler alinip histopatolojik olarak incelenmigtir.

Aeromonas hydrophila enjeksiyonu yapilan baliklarda, enjeksi-

yon bGlgesinde hemorajik &dem, viicut boglugunda kanli bir sivi
ve karaciger Uzerinde petegiyal kanamalar tegekkil efmigtir.
Mikroskobik olarak enjeksiyon bSlgesinde epidermiste ve dermiste
nekroz, kaslarda hemoraji ve myofaji, karacigerde, hiperemi, petegi-
yal hemoraji, nekroz, btbrek ve dalakta, parangim ve hemopoietik
dokuda nekroz, barsak mukozasinda hemoraji ve nekroz tesbit edilmig-

tir.

{ 24 saat sonra intraperitonal Chloramphenicol tedavisi uygula-—
nan baliklarda 20 glin sonra enjeksiyon bolgesindeki derinin ve
viseral organlarin gerek makroskobik, gerekse mikroskobik muayenele—

rinde uygulanan tedavinin basarili sonug verdigi tesbit edilmigtir.




SUMMARY

This study was on the histopathology of Aeromonas hydrophila

infections of Rainbow Trout (Salmo gairdneri) kept under experimental

conditions and the effect of Chloramphenicol on such infections.

The fish used were from the Ministry of Agriculture, Forestry

and Village affairs fish hatchery at Isparta.

The Aeromonas hydrophila strain used was that of the Egirdir

Fisheries College Bacteriology Laboratory and the chloramphenicol

was obtained, in pure form, from the Istanbul SSK Medical Factory.

In the study forty fish were used, Four were secrificed for
examination for the presence of diseases (none were found) and

the remainder were infected with Aeromonas hydrophila by injection

and divided between +two tanks. Chloramphenicol injections were
given to the treatment group of fish 24,36,48,72 hours after injec-
tion and on the Sth, 10th and 15th days afterwards. Fish not treated
with Chloramphenicol all died within 72 hours and treated fish

did ﬁot begin to feed again till the 5th day after infection.

Two fish of each treatment were sacrificed 12,24,36,48
and 72 hours after infection and after all the untreated fish
had died, two treated fish were sacrificed at %,10,15 and 20 days

afterwards.

i

For histopathological study the fish tissues were fixed
iR 10 % neutral formalin and processed in automatic tissue
processor ang then embedded in paraffin wax blocks. A rotary microto-
me was used to make 5 micron thin sections from the blocks and
these were then stained with haematoxylin-eosin and Humberston

stains.

VI




The fish initially showed the typical signs of Aeromonas
hydrophila infection. Haemorrhagic #dema was present at the injection

site. Haemorrhagic exsudat were found within the visceral cavity

and also punztdte haemorrhagie were seen in the liver.

Microscopically, the injection site revealed epidermal
and dermal necrosis in process, later spreading into the muscle,
and in the liver vacuolisation of hepatocytes with petitial haemorrha-

gia and hyperemia ending in necrosis.

In the spleen, necrosis of the white and red pulp and reduc-

tion of the haemapoetic tissue were found to be well established.

In the intestine, the mucosa was found to be necrosed and

slaughed into the lumen.

Treatment with Chloramphenicol began 24 hours after the

start of the experiment.

By the (fifth day necrosed cells were no longer visible
in the liver and in the kidneys the rate of necrosis of the tubule

epithelial and glomerular cells had slowed.

By the tenth day after inoculation connective tissue had
began - tc grow weakly through the necrosed muscle cells. In the

liver hyperaemia and haemorrhaging were no longer visible.

‘ th
: On the 15 day, it was observed that the intestinal mucosa

and muscle layers had recovered.

h
By the 20t day, after the seventh injection of Chlorampheni-
col, weak growth of connective tissue cells through necrosed muscle

cells was observed at the site of the original infection, with

VII




growth of two and three cell layered epithelium over the ulcerated

area. Macroscopically, the healing of the skin seemed complete.

The conclusion reached from these clinical and histopathologi-
cal observations was that Rainbow Trout infected with Aeromonas

hydrophila cculd be succesfuly treated with Chleoramphenicol.

VIIT




1. GIRis

Tarima elverigli topraklarin yerlesim ve sanayide kullanilima-
81 ve karasal kaynaklardan elde edilen hayvansal proteinlerin
artan niifusu besleyememesi insanligr su iiriinleri kaynaklarindan

daha fazla yararlanmaya ybtneltmigtir.

Ulkemiz coprafi yapisi ve iginde bulundugu iklim kusag:
nedeniyle deniz ve igsularinda her ¢egit su Urlninitin yetigme ve
yetigtirilme olanaklarina sahip olmasina ragmen ancak son yirmi

yi1lda bu konuda ciddi calismalar yapilmaya baglanmigtir.

Yurdumuzda kiiltiir balikgilil ile ilgili ilk bilimsel

galigmalar Gokkusagi alabalify {Salmo gairdneri) ile baglatilmistir

(23).

Yurdumuzda projesi onayli yiizdoksansekiz adet balik yetigti-
riciligi yapan isletme vardir. Bu igletmelerden ytizlic tanesinde

GOkkugagy alabaligi: (Salmo gairdneri) tiretimi yapilmaktadir (8).

Kiltiir balikgiligy ile birlikte bazi balik hastaliklarinin
da ortaya cgikmasia kagimilmazdir (7). Uygun bir korunma ve sagitim
uygulanmadig: taktirde balik igletmeleri biiyiikk ekonomik kayiplarla

karg: kargiya gelebilirler (7,14,35).

Balik hastaliklarinda yalniz hastaligis olugturan etkenin
tesbiti yetmemekte, ayni zamanda balifin gevresini ve gevre ile
olan iligkisini de inceleyerek tedavi yontemlerinin uygulanmasi
gerekmektedir (7,37). Bu sebeple hastalifl olugturan kaynagin
tesbiti ve hastalikla ilgili koruyuqu ve tedavi edici hususlarin

bilinmesi ve gerekli nlemlerin alinmasi lazimdir (7,37).

Normal olarak dogada bulunan ve her zaman epidemik enfeksi-

yonlara ve paraziter hastaliklara sebep olmayan hastalik etkenleri,
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su {rlinlerinin kiiltiir amaciyla dar alanlarda yetistirilmesiyle

kitle halinde &liimlere neden olmaktadir.

Balik &liimlerine neden olan bakteriler dogal olarak dogadaki
su 'kaynaklarlnda, igletmelerin su kaynaklarinda, kuluckahane
ve havuzlarda bulunurlar. Kig ve ilkbahar mevsiminde baliklarda
azalan kis beslenmesine ve bunu izleyen diigiik antikor seviyesine

bagli olarak hastaliklara karsi bagigiklik azalir (22).

Yurdumuzda mazisi yeni olan kiiltiir balikcilifr igsletmelerinde

Aeromonas hydrophila'nmin etken oldugu bakteriyel hemorajik septisemi

hastaligy ilk defa GOkkugag: alabaliklarinda tesbit edilmigtir (15).
Hastalik gittikge artan bir siklikla alabalik isletmelerinde
ortaya gikmakta ve yiiksek mortalite sonucu biiyiik ekonomik kayiplara

sebep olmaktadair (5,15,37).

Bu c¢aligmada Gokkusag alabaliklarinda (Salmo gairdneri)

deneysel olarak olugturulan Aeromonas hydrophila enfeksiyonunun

patogenesisi ve by enfeksiyonda en etkin antibiyotik oldugu bildiri-~
len (2,3,5,15,27,37,40,43,45) Chloramphenicol 'tin tedavideki etkisi-

nin histopatolojik olarak aragtirilmas: amag edinilmigtir.

Bu cgaligmada elde edilecek bulgular, bu konuda yapilacak

bilimsel c¢aligmalar yanisrra, alabalik yetistiricilerine pratik

yonden 11k tutacaktir.




2. LITERATUR BiLgisi
2.1. GOkkuga@: Alabalifinin Sistematikteki Yeri

Teleost bir balik olan Gokkusapa alabaliginin sistematikteki

yeri agagidaki gekilde belirlenmigtir {18,35,42).

PHYLUM ¢t Chordata

SUPERCLASS : Pisces

CLASS

Osteichthyes

+

SUBCLASS : Actinopterygii

SUPERORDER : Teleostei

ORDER : Salmoniformes
SUBORDER  : Salmonidei
FAMILY : Salmonidae

SUBFAMILY : Salmoninae

GENUS

Salmo

SPECIES

Salmo gairdneri Richardson 1836
2.2. Gokkugagl Alabaliginin Biyolojisi

Gokkugagi alabaligi kokenini Kuzey Amerika'nin Pasifik
bélgesinden alir. Kaliforniya'nin daglik nehirlerinde yasayan

ve denize gbg etmeyen Shasta (Salmo irideus) ile denize gdc eden

ve Kuzey Amerika'nin kiyi seridindeki nehirlerde yasayan Celikbag

alabaligxr (Salmo gairdneri) nain Gaprazlanmasi sonucu kiiltiir kogul-

larina adapte ettirilmis bir tiirdiir (4, 10,14,16,18,24,26,32,42) .
Kiiltir c¢alismalarina gegisgle ﬁsfﬁn vasiflar gisteren formlar

olusturulmugtur ( 11,12,13,32,42).

1882 yilinda Avrupa‘ya oradan da tiim diinyaya yayilan Gokkuga-

g1 alabalifi bugiin yurdumuzda da kiiltiirii en yaygin tirdur (7,14,23).

Gokkusagi alabaliinda sirt koyu yegil, mavi yesil veya

gri yegildir. Bastan kuyruga kadar yan taraflar boyunca uzanan
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gokkugagil renginde bant vardir. Erkeklerde Ozellikle iireme doneminde
bu bant daha parlak belirgin bir hal alir (10,36). Karnin alt
kismi genellikle gimigi renktedir. Basg, sirt, yanlar, dorsal
btlge, adipdz ve kuyruk yiizgegleri kiigiik koyu beneklerle kaplanmig-
tir. Pektoral ve pelvik jylzgecler ¢ogunlukla hafif kahverengi

- gri veya pembemsidir (4,5,7,10,14,18,23,26,32,36,42).

Cinsel olgunluga iki yilda ulagabilen bu tiirde iireme mevsimi
gevre faktorlerine bagl: olarak degisiklik gbstermektedir. Bu
donem genellikle Aralik-Mayils aylari arasidir (10,32,36,42).
Farkli iklimlere uyum saglayabilen bu tiir igin optimum su sicakiig:

Bm16°C arasidair (29}.

GOkkugag: alabaliginin suni liretimde tercih edilmesinin
baglica sebepleri; diger alabalik tiirlerine oranla ortama daha
kolay uyum saglamasi, pelet yeme alisma ve yem deBerlendirme
katsayisinin yiikksek olmasi ve biiyiime hizi ile hastaliklara karsa

direncinin daha fazla olmasindandar (7,25,29,32,42).

2.3. Teleost Baliklarda Aeromonas hydrophila Enfeksiyonu

ve Patolojisi

Aeromonas hydrophila enfeksiyonunun baliklarda tesbit

edildigine dair ilk rapor 1800'lerin sonunda Sanarelli tarafindan
yayinlanmigtir (37}). Bu hastalipin ballklarda Avrupa'’da ortagagdan
r1 olarak karakterize edilen bu hastalik Polonya'da Septik hemorajik
semptomlar olarak tanimlanmistir (37). Spiczakow 1933 yilinda
etiyolojik olarak etkeni bakteri olarak tanimlamis ve bu hastaliga
Hemorajik septisemi olarak isimlendirmistir (37). Newman, Spiczakow!
un Hémorajik septisemi olarak tanimladifiz bu hastal:ik ile Schaper-

claus'un 1930'da sazanlarda (Cyprinus carpio) bildirdigi hastalipin

ayn1 oldugunu bildirmigtir (37). Daha sonraki c¢aligsmalarla hastali-

g1n bilinmeyen birgok yonii ortaya cikarilmsgtir (2).
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Aeromonas hydrophila bakterisinin neden oldugu bu hastaligin

ilk raporlarindan beri yapilan dokiimanlarda hastal:fin ada Hemorajik
septisemi, Red sore, infeksiyéz dropsy, Hubella, Kizilagiz, Kizil
veba veya Tatlisu yilan balig:r hastali: olarak adlandirilmigtir

(37).

Aeromonas hydrophila‘'nin insanda dahil olmak iizere memelilerde,

invertebralllarda, amfibianlarda ve reptillerde enfeksiyonlara

neden oldugu bildirilmektedir (15,37,43).

Patojenik balik aeromonadlari oclarak tanimlanm:is olan Aeromo-—

nas hydrophila, Aeromonas punctata ve Aeromonas liquefasciens,

Bergey tarafindan iki alt tiir; Aeromonas hydrophila ve Aeromonas

punctata olarak yeniden siniflandirilmigtir (37). Ilk izolasyon

Sanarelli tarafindan 1891'de yapilmis ve Bacillus hydrophilus

fuscus oclarak isimlendirilmistir. 1976'da Popoff ve Veron'un iki
simaf altinda toplamalarina ragmen son taksonomik cgaligmalarla

bugiin kabul edilen ve kullanilan Aeromonas hydrophila‘dir (43).

Aeromonas hydrophila biyokimyasal ve morfolojik olarak

agagidaki karakteristik Ozellikleri gbsterir; Gram negatif, gubuk
{basil) formunda, yaklasik 0.5-1.0 mikron boyunda, peclar flagellala
genellikle monotrig, fakiiltatif anaerob, karbonhidrat fermentatif,
sitokrom oksidaz pozitiftir. Vibriostatik igerifie hassas degildir,
nitratlar: kullamir, kolonileri genellikle yuvarlak, diizglin kabarik-

tir (15,37,40,43,45,49,51).

Aeromonas hydrophila tiiri .birgok ekstraseliiler enzimler

lretir. Bu enzimler virulens faktorleridir. Bunlar; gelatinase,
caseinase, elastase, lipase, lechitinase, staphylolyase, deoxyribo-

nuclease ve ribonuclease'dir. Ayrica hemolisinler, sitotoksinler

ve enterotoksinler de liretirler (37).
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Atkinson (1980), Aeromonas 'gzdrophila suslarindan birgogunun

insan kan hiicrelerini agliitine ettigini bildirmigtir (37).

Aeromonas hydrophila, biitiin tilkelerdeki tatlisu kaynaklarindan

ve kiltiiri yapilan baliklardan izole edilip tanimlanabilir (27,30,
37). Kiiltir ve dogal tatlisu baliklarinda sgiddetli hastaliklara

' neden olmasinin belkide en biiylik nedeni budur. Aeromonas hydrophila

suglari, sicak kanli hayvanlar (insan dahil), kaplumbaga, yilan,
timsah ve baligin da dahil oldugu sofukkanli hayvanlarin birgok

tirlerinde tesbit edilmistir (37,43). Aeromonas hydrophila suslara

aquatik c¢evrede oldukga yaygindir. Tatli, aci ve deniz suyunda
varligy tesbit edilmistir (37). Bu mikroorganizmaya saglam balifin
barsak florasinda da rastlanmigtir (37,43). Aquatik ortamdaki
bakteri yo@funlugu ile iletkenlik arasinda dogru bir oranti olmasina
ragmen yayilma ile pH arasinda ilgi kurulamamistair (45}, Lagim
sularinda ve lagimla birlesen sularda yogunlugu oldukg¢a fazladir

(45). Bu nedenle Aeromonas hydrophila indikator organizma olarak

su kirlenmesine yardimc: olmaktadir {45). Bununla birlikte insan
sindirim kanalinin normal inhabitant: olmasa bile, saglikli bireyle-

rin enaz % 1'i Aeromonas tiirleri tagir. Ancak Aeromonas hydrophila ,

bazi insan hastaliklarinda ®nemli bir role sahiptir (37). Aeromonas
hydrophila insanlarda septik enfeksiyonlara, diarrhea, korneal
iilserlere, deri enfeksiyonlarina, menenjit ve kanserli hastalarda

fatal enfeksiyonlara yol agmaktadir (37).

Aeromonas hydrophila enfeksiyonu gerek soguk gerekse 1lik

sularda yagayan birgok balik tiiriinde (Salmonidae, Cyprinidae,

Esocidae, Clupeidae, Anguillidae) goriiliir {43). Enfeksiyon gevre

koguliarlnln iyi olmadig: ortamlarda ¢ok c¢abuk yayilma gdsterir.

Hastailga daha g¢ok geng baliklar duyarlidir. Bulagma daha g¢ok

kontamine sular ve yemlerden ileri gelir. Hastaligin inkiibasyon
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suresi 2-4 giindiir (37,43). Hastalik izerinde yapilan uzun deneysel
gallgmaiar sonucu iki dis bakinin &nemli oldugu dikkati c¢eker
(43). Bunlardan biri tipik dropsi, diferi ise derideki lilserlerdir.
Bazi arastiricilara gore hastalifin akut, kronik ve latent formlara
vardir (2,3,37,43). Akut formda drg semptomlar genellikle goriilmez.
‘Ani Su sicaklig: degisimleri, kalabalik stresi veya elle yapailan
stresle akut formda hastalik ortaya c¢ikabilir ve biiyiik kayaiplar
goriilebilir (37). Cyprinidae familyasina ait tiirlerde tipik olan
akut dropsili formda, karin ‘boslugundan ventrale dogru sarkan
agik sari ve kanli ascites siva abdomende birikir, bu siva oldukg¢a
kotii kokuludur. Sivi birikiminin basincina bagli olarak pul kopmalar:
goriiliir. Gozlerin arkasindaki S1v1 birikimine bagli olarakta ekzof—
talmus gbriilebilir (37,43). Barsak mukozas: incelmis ve hemorajiktir.
Karacier sar:, yegilimsi ve baszen esmercedir (43). Bobrekler
Gamur Kkivaminda ve dalak gigkin bir goriniim alabilir. Genelde
tiim organlarda (karaciger, dalak, bdbrekler, barsaklar) dejeneratif

bozukluk gézlenir (2,3,9,37,43,51).

Kronik iilseratif formda once deride hemorajik odaklar olusur.
Daha sonra bu odaklarda kiiciik kabarciklar ve iilser meydana gelir.
Ulserler birleserek kas tabakasina kadar yayilirlar (37,43). Ulserle-
rin rengi iyilesme dbneminde distan ige dogru siyah, beyaz ve
klrmléldlr. Zamanla iilserler derideki pullarin diigsmesine ve ylizgegle--
rin pargalanmasina neden olarak iskelette deformasyonlar meydana
getiririer. Ig organlar normal goriiniimiindedirler. Ancak nadir
hallerde hiperemiktir. Bunun nedeni de karacigerde kapillar damar
aginin artmasindan ileri gelmektedir (43). Bu formda karin boglugun-
da herhangi bir siviya rastlanmaz. Ancak scnbalarda hastaliga

yYakalananlarda karin boglugunda olusan sivinin daha ¢gok agliktan

ileri geldigi bildirilmcktedir {(2,37),
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Hastaligin latent formunda herhangi bir semptom goriilmez
{2,37,43). Bu formun Leghisi oldukgas ccordur. By baliklar cofFunlukla

Aeromonas hydrophila‘'ya karsy antikorlara sahiptir ve hastalifain

tagiyicisidirlar (2,43).

Aeromonas hydrophila enfeksiyonu Amerika Birlesik Devletleri-

nin bati bdlgesindeki GCkkugagil alabalik isletmelerinde yaygin
olarak goriilliir ve Kirmizi agiz (Red mouth) hastalipr olarak adland:-
rilir (27). Hastalik igletmelerde Szellikle :lkbahar ve yaz aylarinda
su sicaklifinin arttifi donemlerde ve nadiren sonbaharda ortaya

¢ikar (15,27).

Hasta Gokkugag: alakaliklar: igtahsiz, durgun ve genellikle
'havuz kenarina toplanmis durumdadirlar (15). Enfekte olsn baliklarin
bazilarinda tek tarafla ekzoftalmus, deride agiri melanin pigmentas—
yonu, agizda ve opercula'da yaygin Kkizaraklik vardir. Solungacglar
géneide anemiktir (15). I¢ bakida, viicut boslugunda kanli bir
Sivli ve ncrmale gbre oldukga biliylimig karacifer lizerinde nokta
gekilli kanamalar (petegi) vardir (15). Petegi ve hemorajiler
hem abdomende hemde barsak duvarinda siklikla gi¥riiliir. Etkilenen
ballF gonadlara hiperemiktir. Bazi baliklarda dalak geniglemis,
hava kesesi hiperemik ve bobrek hemen hemen erimig, sivilagmig

haldedir (47).

Hastalifin teshisi dis semptomlara bagl: olarak olugturulabil-
sede, klinik belirtilere bakilarak hastaligy tapimlamak miimkiin

degildir (5,34,37,44).

Bakteriyoskopik olarak derideki lezyonlardan, i¢ organlardan

frotiler yapilarak Gram boyama metoduyla boyanir. Aeromonas hydrophi-

la gram negatif basiller halinde goriilir (51).
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Kiltir ig¢in, lezyonlu bdlgeler, ig¢ organlar ve ascites
sivisindan aseptik kosullarda Srnekler alinarak Trypticase Soy
agarr(TSA)‘a ekim yapilir. Bu ig icin Nutrient agar'da kullanilabi-
lir. Eger bakteri kontaminasyonu varsa karisik kiiltiirlerden Rimmler-
Shot?s (R-S) ortamina ekim yapilir. R-8 segici ve ayirt edici
bir mediumdur ve Enterobacteriace familyasinin dijer ¢insleriyle
kontamine olasiligini ortadan kaldirmak ve ilk izolasyon igin
yararlidir. 24 saat ve BTOC'de inkiibasyona birakilan Aeromonas

hydrophila krem renkli koloniler olugsturur (37,49,51).

Aeromonas hydrophila, gram negatif, hareketli gubuk, Cytochro-

me-Oxidase pozitif, fermentatif, Voges—Preskauer negatif, st
negetif, Indol negatif, Metil-Red pozitif, Glikoz ve Maltoz pozitif,
jelatin hidrelizasyonu pozitif, Hemcliz pozitif reaksiyon veren

bir bakteridir (15,37,41 , 49, 50,51).

Histopatolojik muayene igin otopsisi yapilan baliklarin
lezyonlu bolgeler, karaciger, kalp kas:, dalak, barsak, gonad,
bdbrek ve solungaglardan alinan doku érnekleri % 10'luk Formalin
solusyonunda 24 saal siire ile tesbit edilir. Dokular histolojik
yontemlerle iglenerek histolojik kesitler alinir. Gene histolojik
yontemlerle boyanarak igikla mikroskop altinda incelenir {15,20,44,

49,50,51).

i¢ organlarin histopatolojik muayenesinde karaciger genel
clarak yaygin nekrotik bir yapi gisterir. Parangim dokusunda hemoraji
ve nekroz odaklari goriiliir. Nekroze olan kisimlardaki karaciger
Remark kordonlari yer yer pargalanmig ve kordonu olugturan hepatosit-
lerin bir kisminda goriilen lysis nedeniyle hepatositlerin sitoplazma-

lary eriyerek nukleuslar:i acgikta kalir. Kupfer hiicreleri geniglemis

ve ayr:ilmis haldedir. Dalakta hemopoietik doku hiicreleri azalir,
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yer yer hemoraji odaklari goriiliir. Beyaz pulpa'daki lenfoid element—
ler tiikkenmistir ve genel olarak beyaz ve kirmizi pulpa hiicreleri
nekrozedir. En fazla etkilenen organ bobrektir. Tubular epitel
hiicreleri liimen icine dokiiliir. Retikiiloendotelial doku kisimlarinda
yaygin nekroz odaklari ve melanosit infiltrasyonu goriiliir. Barsaklar—

da intestinal mukoza membrani nekroze olur ve barsak liimeni igine
| dokiiliir. Propria mukozada seliiler infiltrasyonun yaninda hemoraji
ve intestinal bezlerin epitel hiicrelerinde nekroz gozlenebilir.
Bazi hallerde solungag epitelleride nekroze olabilirler(2,3,9,15,30,

47,48,49,51).

Aeromonas hydrophila enfeksiyonundan korunmak icin igletmedeki

biitiin baliklar devaml: kontrol edilerek anormal hareketleri olanlar,
igstahsiz, durgun ve viicutlarinda hemorajik odaklar bulunan baliklar
derhal havuzdan alinarak teshis wve tedavi amaciyla Uzel tanklara
veya akvaryumlara konmalidir. Hasta veya 6lii baliklar, birer enfeksi—
yon kaynagi olacaklarindan ayirma iglemini miimkiin oldugn kadar
gabuk uygulamak &nemli ve gereklidir. Bu ayirma iglemi hastaligin
erken teshis ve tedavisi igin =zorunludur (2,3,5,15,43). Uygun
olmayan c¢evresel kogullar baliklarin hastalifa karsg: direnglerini
diigtirerek, bakferinin sudaki lremesini ve yayilmasini kolaylagtirair.
Bu nedenlé su sicakl:ifa, pH, suyun fiziksel ve kimyasai ozellikleri,
oksijen konsantrasyonu, populasyon yoBunlugu, organik madde miktari,
vS. ?gibi faktérler optimum élmalldlr. Baliklara tiirlerine gore
uygun bir besleme uygulanmali, yemlerine gerekli vitamin ve mineral
maddeler katilmalidir. Koruyucu amagla antibiyotik, siilfanamid
veya nitrofuran'lar belli mevsimlerde yemlere katilarak baliklara
verii%elidir (2,3,5,15,21,31,37,43). Uygun kosullarda olmayan
nakiller, yakalama, Zedeleme, enjeksiyon gibi stres faktorleri
bu hastalikta cok &nemli olup, miimkiin oldugu kadar en diigitk sinirlara

indirilmelidir (2,3,5,21,31,37,44). Sazan (Cyprinus carpio} balikla-

rinda ilkbahar baglangicinda elle stres yaratildifinda % 43 &liim
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g0rildiigi, elle stres yaratilmazsa baliklarin sadece % 10'unun
Bakteriyel hemorajik septisemi hastaligina bagli olarak oldigi

bildirilmektedir (37).

Acromonas hydrophila enfeksiyonuna karg:r bagigikl ik hakkinda

- ilk raporlar Schaperclaus (1954) +tarafindan verilmigtir (37).

DBeneme havuzlarinda bagigiklik kazandirilmis sazan {Cyprinus carpio)

baliklarinda ortalama kayip % 7.3 iken, bagigik olmayanlarda bu
oran % 22.2 olarak bulunmustur. Inaktive bakteri enjeksiyonunun
en azindan sekiz aylik bir siire korumayi sagladiginl ancak monovalent

agilarin diger Acromonas hydrophila suslarina karsi: koruma saglama-

dig1 ig¢in kazanilan bagigikligin fazla etkili olmad:g1 bildirilmekte—
dir (37). Agilama ile immiinizasyonda diger bir sorunda, istenilen
sure iginde ve yiiksek titrede antikorlarin olugamamasidir. Antikorliar
¢ok yavag olmakta ve en yiiksek titreye ikibuguk U¢ ay sonra ulasabil-
mektedir. Bu nedenle korunmanin saglanabilmesi igin baliin en
azindan ii¢ ay OSncesinden agilanmas: gerekmektedir. Gevre sicakliginin
dugikk olmasi antikorlarin olugumunda en biiyiikk rolii oynamakta ve
buna adjuvanlarin katkisida bulunmaktadir. Agilama zamaninda cevre
31cék11g1n1 yukseltmenin de suda bulunan birgok patojen mikroorganiz—

manin aktivitesini arttirdigindan tavsiye edilmemektedir (5,37,40).

2.4, Chloramphenicol'in  Yapisi ve Aeromonas hydrophila

Enfeksiyonunda Kullanim:

Chloramphenicol, (Chloromycetine) 1947'de Burkhelder tarafindan

Streptomyces venezuelae kiiltiirlerinden  elde edilmigtir (1,28,46,52).

1949'da kimyasal yapas: aglklanm1§ ve diger antibiyotiklere gore
daha basit yapida olup sentetik olarak elde edilmektedir (46).

Agagida agik formilii yaziliy bu antibiyotik bir nitrobenzen ve

dikloroasetik asit derivesidir (28).

[,
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/[ NH-CO-CHCL
CH--CH—
NO,; CH~CH~CH_OH
OH

Chloramphenicol, antibiyotikler iginde amino asitlerden
tﬁréyenler grubuna dahildir. Iskeleti, esas itibari ile fenilalanin
ve tirozin .aminoasitlerini hatirlatir. Nitro ve dikloroasetil
gruplarinin bulunusu karakteristik olup, bu gruplara bagka dopal

maddelerde rastlanmaz (6,17,38,52).

Chloramphenicol, beyaz, sara veya acgik renkli (gri), keskin
acl lezzetli, inece kristaller halinde bir tozdur. Suda az, propilen—
glikol ve % 50'lik asetamig gibi az polar organik coOziiclilerde
orta derecede, alkol ve eterde ise ¢ok iyi goziniir. Kuru toz halinde—
ki Chloramphenicol, agiri derecede dayaniklaidir. Fakat afz1 sikica
kapalli renkli sgigelerde saklanm581 Yerinde olur. Distile suyla
hazirlanan yogun c¢tzeltileri en az bir y1l siireyle oda sicakliginda
bozulmaksizin kalabilir. Fakat seyreltik gozeltilerinin dayanikliliji
daha azdir. pH 2.0 - 9.0 arasindaki degigikliklerden etkilenmez,
fakat kuvvetlii alkali ortamda veya c¢inko igeren kuvvetli asit
ortamda Chloramphenicol molekiiliindeki klor atomlari serbest hale

geger. 100°C'de ii¢ saat bekletilsede aktivitesini yitirmez (3,46).

Antibiyotiklerin  etki mekanizmalarini  Weistein (1975),
bakteri duvari permeabilitesinde bozukluk, ribozomlarda protein
sentgzi inhibisyonu, nikleik asit metabolizmasinda defigiklik

ve antimetabolit etki olmak iizere dort grupta toplamigstir (6,17,38,

46). Chloramphenicol, protein sentezini inhibe eden antibiyotikler

grubuna dahildir. Chloramphenicol, ribozomlarda protein sentezini

N L
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peptid baglarinin olugumunu ©nlemek suretiyle bozar. Bu baglarin
yapiminda gOrev alan peptidil-transferaz enzimini inhibe ettigi
anlagilmistir. Chloramphenicol'iin belki memelilerdeki bazi toksik
tesirleride protein sente;zi bozulmasi ile ilgili olabilir. Bununla
ilgili clarak Chloramphenicol‘'iin insan kemik iligi hiicre kiiltiirlerin-
de protein sentezini inhibe eltifii gosterilmigtir (52). Ayrica

yilan baliklarinda (Anguilla anguilla)'da haematopoiesis'i etkiledigi

gorilmiigtir. Yilan baliklarindaki bu caligsmada Chloramphenicol
ile tedavi sonrasi (2 mg/100 g. balik afirlifi) plazma vakuolizasyo—
nu, nukleus degigiklikleri, eritroblast sayisinda dikkati c¢ekecek
derécede azalma ve eritrositlerin yag metabolizmasinda bozukluk

meydana gelmigtir (33).

Chloramphenicol, oral yolla verildifinde sindirim kanalindan
hizla ve tam olarak emilir. Esterleri daha sindirim kanalinda
iken, hizla hidrolize olarak serbest Chloramphenicol agifa c¢ikar.
Tek dozu ile kanda, veriligsini izleyen ilk iki saat igerisinde
oldukga yiiksek sayilabilecek antibiyotik yogunlugunu saglar. 16-18°C
su sicaklifinda kanda maximum antibiyotik yofunlufunun sekillenebil-
mesi i¢in uypgulama sekline gbre 10 - 12 saat arasinda bir siire
gegér. Etkili terapotik kan yogunlugu olan 1.5 mikrogram/ml'ye
ula%;u- (3}. Chloramphenicol, viicudun siv: ve dokusal kesimlerinde
hlzél.a ve genig Eilg_iide dagilir. Oral yolla veriligsinden 0.5 - 1
saat sonra bircok doku kesiminde varlifi saptanabilir. En yiiksek
yoéixnluklarda karacifier, safra ve bobreklerde birikir. Intra ve
extraseliiler sivi kesimleri arasinda ayrim gozetmez. Digfier birgok
antibiyotifin aksine sertz bogluklara, O©zellikle gz ve serebro-
spinal sivilarina oldukga kolay bir sekilde geger. Serebro-spinal
51§1daki yogunlugu kandakinin % 50'sine ulagabilir (46). Chloramphe-

nicol'in sistemik uygulamasindan otuz dakika sonra varligi diskida
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saptanabilir. Verilen bir tek dozun ortalama % 90'y bébreklerle
atilir. Digkida bulunan Chloramphenicol'iin ancak % 10'u degigmemig
ila¢ halindedir. Geri kalanin biiyik bir boliimii glukuronik asitle
konjugasyon geklinde (Glukurckonjuge) atilir (46).

Chloramphenicol, gram pozitif ve gram negatif bakterilere

ve tim riketsiyalara kargl etkisi bulunan genig spekturumlu bir

antibiyotiktir (6,17,28,38,46,52}.

Chleoramphenicol, baliklarda etken olan Staphylococ tiirleri

dzellikle Staphylococcus aureus, Aeromonas genusu tiirleri Gzellikle

Aeromonas salmonicida ve Aeromonas hydrophila, Pasteurella enfeksi—

yonlarai, Salmonella tirleri, E.coli, Chondrococcus columnaris,

Cytophaga psychrophila, Myxobakteri tiirleri, Vibrio tirleri, Pseudo-

monas fluorescens ve riketsiyal enfeksiyonlara etkili oldugu saptan—

migtir (2,3,5,15,21,27,31,37,39,40,43,45) . Yukarida siralanan
mikroorganizmalardan ileri gelen enfeksiyonlarin sagitiminda az
¢ok degisik sonuglar alinmakla beraber , uygun yoldan verilen bir
Chloramphenicol dozunun yeterli terapdtik kan yogunlugunu kolaylikla

saglayabilecegi anlagilmigtir {52).

Diger antibiyotiklerde oldufu gibi uzun siireli ve genisg
Glgiide kullanimi sonucu Chloramphenicol'e kargi bakteriyel rezistans
geligebilir. Klinik incelemelerden anlagildifina gire bu antibiyotipe
kargil pgeligsen rezistans olgusu, diizensiz araliklarla ve beklenmedik
bir anda ortaya g¢ikabilir. Genellikle Chloramphenicol'e duyarila
bakteri tiirleri igerisinde rezistans geligen sug sayisr ¢ok az

diizeyde kalir (52).

Aeromonas hydrophila enfeksiyonunda Chloramphenicol Gzellikle

birgok aragtiric: tarafindan Snerilmektedir (2,3,5,15,27,37,39,40,43,

45). Bu konuda Smith (1940), Chloramphenicol't yeme katilarak
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3 - 5 mg/l00 g. balik agirlip:r geklinde gﬁnde iki defa bes gin
jcin ©nermekte, Chodyniecki (1965) sazanlarda yeme katilarak
30 mg/kg. balik agirlipi/gin, Fijan ve arkadaglar: (1967) Chloram-—
phenicol'ii Furazolidon ile birlikte sazanlara yem iginde 10-40 mg
Chloramphenicol, 160-320 mg Furazolidon kullanmiglardir (37).

Yurdumuzda bu konuda yapilan ilk bilimsel galismada Gokkusaa

alabaliklarinda Aeromonas hydrophila enfeksiyonuna karg: Chloram—
phenicol 10C mg/100 kg. seklinde yem igine konarak uygulanmig
ve basarili sonu¢ alindipi bildirilmistir (15). Snieszko ve Bullock
(1968) Chloramphenicol'ii sazanlarda koruyucu (proflaktif) amagla
1 kg balik agirligina 20-50 mg saf suda eriterek intraperitonal
enjeksiyon seklinde uygulamis ve bu yolla ilkbaharda % 80-90%'a
varan koruma saglamiglardir. Banyo seklinde ise her litreye 10-50 mg
oranindaki kullanim: tavsiye etmiglerdir. Tedavi amaciyla yem
icine 1 kg. balik bagina 2.5-3.5 g. Chloramphenicol katilmasiyla
% 50—75 arani bagari saplanabilecegini belirtmiglerdir {a4}).
Reichenbach-Klinke (1969), Chloramphenicol'ii genel olarak gram
negatif bakteriler, Staphylococ'lar ve Frunkuloz hastalaig: igin
0.05-0.1 g./1 kg balik afirligil igin on giin siire ile, Aercmonas
hydrophila enfeksiyonunda ire 10 g. balak agarligy igin 0.1 mwg
Chloramphenicol'ii suda gbzerek 1 cc. intraperitonal enjeksiyon
geklinde uygulamigtir. Banyo olarak 10 g. balik agirligina 1 1t.suya/80
mg antibiyotik koyarak sekiz saat siire ile uygvlemigtir. Yem
icinde ise 1 mg Chloramphenicol'i 1 g. cavdar unu ile karigtirarak
ginde bir-iki defa verilmesi seklinde uygulanzbilecegini bildirmig-
tir (39). Amlacher {1986), Bakteriyel hemorajik septisemi hastaligin-
da 3 mg Chloramphenicol‘iin 1 ml. sudaki gtzeltisini 15G-300 g.
viicut agirligi ic¢in sazanlara (K2) intraperitonal yoldan verilebile-
cegini, banyo sgeklinin ise 1 1t suya 80 mg Chlorampheniccl'in

24 saat slire ile Kl ve K2 icin uygulanabilecefini bildirmektedir.
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Yine ayni1 aragtirica: Aeromonas hydrophila enfeksiyonunun agir

durumlarinda 10 g. balik agirligr igin 80 mg  Chloramphenicol'in
suda ¢Ozilup sekiz saat banyo yaptirilmasini Onermektedir. Siis
baliklari igin ise, tatlisuda 15 mg/ 1 1t suya ve deniz suyunda
20 mg/1 1t su iginde maximum alti saat banyo geklini Onermektedir

(3). Aeromonas hydrophila enfeksiyonunda kullanilmak iizere Chloram-—

phenicol igeren hazir antibiyotikli yemler; Pellecarp, Carpi spezial,
Rupin ve bunlarin enjektabl preparatlari Bati Almanya'da iiretilmekte

olup sazan ve Gokkusagi alabaliklarinda tedavi amaciyla yaygin

olarak kullan:lmaktadir (3}.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1. Uygulamada Kullanilan Balik ve Getirildifi Yer

Aragtirmada 12-15 cm. bilyilikliigiinde, agirliklari ortalama
25 g. olan GOkkugsagil alabaliklari kullanilmistir. Amaca uygun
olarak cinsiyetlerine bakilmaksizin 40 adet balik Tarim Orman
ve KOyigleri Bakanligina bagla Isparta-Milas Gokkusagy alabalij

lretim istasyonundan temin edilmigtir.
3.1.2. Uygulama Yeri

Uygulama yeri Akdeniz Universitesi Egirdir Su Uriinleri
Yiksekokulu akvaryum tinitesidir. Baliklarin otopsisi ve diger
galigmalar Egirdir Su Uriinleri Yiksekokulunun Mikrobiyoloji ve

Histopatoloji laboratuvarlarinda yapilmigtair.

3.1.3. Uygulama Tanklari ve Suyun Kalitesi

Akvaryum tinitesindeki iki adet 130 x 80 x 80 cm. boyutlarinda-
ki herbir tank Egirdir goliinden alinan 700'er litre su ile doldurul—
mus ve digsaridan komprestrle hava verilerek uygun kosullar saglanmig—
tir (Resim 1).

Galigma slresince tanklarda su sicakliga 12—1400, pH 7.8
ve suda ¢Ozinmug oksijen miktari 8.6 mg/lt olarak Glgiilmiigtiir.

3.1.4. Uygulamada Kullanilan Yem Rasyonu

Uygulama Oncesi adaptasyon donemi boyunca ve uypulama siiresin—

ce baliklara Pinar Yem A.S5.'ne ait alabalik pelet (No 2) yeni

giinde bir kez doyuncaya kadar verilmistir.
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Resim 1. Uygulama Tanklari
3.1.5. Aeromonas hydrophila Inokulumu

Aeromonas hydrophila, Egirdir Su {iriinleri Yiiksekokulu mikrobi-

yoloji 1laboratuvarindan temin edilmistir. Bu susg Dog .Dr.Giilgen

TIMUR tarafindan Gokkugagir alabaliklarindan izole edilmigtir.

Nutrient agar'a o&ze yardim: ile aseptik kosullarda ekilen
bakteri BOOC'de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. reyen koloniler
gene aseptik koguliarda Nutrient broth'lara ekilmig, 18 saat 30°C'de
inkiibe edildikten sonra killtiirler 5000 devirde 15 .dakika santrifiij
edilerek ¢Oktiirtilmilg, % 0.85'1ik steril fizyolojik suda siispanse
edilmigtir. Toma lam: ile say:lan bakteriler 1 ml'ye 106 bakteri
diisecek gekilde diliie edilerek enjeksiyona hazir hale getirilmigtir

(19,22,34).

PR e
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3.1.6. Chloramphenicol

Caligmada kullanilan Chloramphenicol SSK istanbul ilag

Fabrikasindan saf olarak temin edilmigtir.
3.2. Metod
3.2.1. Gﬁkkusagl Alabaliklarinin Uygulama Yerine Taginmasa

Uygulama yeri olan Efirdir Su Urﬁnleri_ Yiikksekokuluna 50
lan. uzakliktaki Tarim Orman ve Kdyigleri Bakanlifina bagli Isparta-
Milas GOkkugagi alabalifl tiretim istasyonundan baliklar koyu renkli

plastik kaplar iginde yolda oksijen verilerek taginmiglardar.
3.2.2. Uygulama Siiresi

Uygulama, adaptasyon dtnemide dahil olmak iizere 22,11.1987

tarihinde baglamig, 21.12.1987 tarihinde sona ermistir.
3.2.3. Adaptasyon Donemi

Uygulama siiresinden 10 giin ©nce tanklara konan baliklar,
nakil sirasinda olugsan stresi i giinde atmsglar ve yem almaya
baglamiglardir. Bu arada rastgele segilen 4 adet baliak, bakteriyolo-
Jik ve histolojik muayeneden gecirilerek herhangi bir hastalak
tagiyip tasimadiklar: incelendi. Bir hafta siire ile ginde 1 defa
sabahlari el ile doyuncaya kadar yemlenen baliklar bu siire iginde

ortama tamamiyle adapte oldular.
3.2.4. Deneme Gruplarinin Olusturulmasi

Uygulamanin baglangicinda rastgele bir gsekilde her iki

tanka konan 18'er adet baliga ayni oranda Aeromonas hydrophila

inokulumu enjekte edilmistir. 24 saat sonra I nolu tanktaki baliklara

kiratif bir iglem yapilmayip sadece iki nolu tanktaki baliklara

Chloramphenicol ile tedavi uygulamas: baglatilmistir. I nolu tanktan
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72. saate Kkadar yagamlarinm slirdiiren * baliklardan - 12,36 ve 48.
saatlérde ikiser adet balik 6rnegi alinarak otopsileri yapilmigtar.

72. saatte tedavi uygulanmayan I nolu tanktaki biitin baliklar
Olmiigtiir. IT wolu tanktan 12,36,48,72. saat, 5., 10., 15. ve 20. giin-

lerde ikiser balik alinarak otopsileri yapilmistar.
3.2.5. Deneysel Inokulasyon

6
1 ml'de yaklagik 10  hiicre igeren Aeromonas hydrophila

inokulumu, kepgeler yardimiyla yakalanan ve 1islak bir havlu ile
tutulan baliklarin dorsal yiizgeg baglangicinin hemen altina, sag

taraftan sirt kasi igine 0.1 ml. enjekte edildi (22,34).
3.2.6. Kiiratif Chloramphenicol Enjeksiyonu

Steril saf su ile 1 cc/0.5 mg. geklinde sulandirilan Chloram-
phenicol, bakteri inckulasyonundan 24 saat sonra II nolu tanktaki
baliklara 1'er cc. olarak intraperitonal yolla enjekte edilmigtir.

Bu enjeksiyon iglemi ayn1 dozda 36 saat sonra, 48 saat sonra, 72 saat

sonra, S.gin, 10. giin, 15. giin ve 20. giin tekrarlanmigtir (2,3;21;31,44).

3.2.7. Histopatolojik Incelemeler f¢in Baliklarin Otopsisi

ve Numune Alinmas:

Tedavi uygulanmayan I nolu tanktaki baliklar ve Chloram-
pheniéol tedavisi uygulanan II nolu tanktaki baliklar galismanin
amacina uygun olarak belirli siirelerde baglarina vurulan sert
bir cisim ile dldiirlilerek, pens, bisturi, makas gibi otopsi takaima

kullanilarak i¢ organlari cgikartildi.

Otopsi amaciyla balik &nce sol tarafi iizerine yatirildi
ve sag elle tutulan steril sivri uglu keskin bir makasla aniise

girilerek ©ne dogru kisa bir ensizyon yapildi. Sonra makas ¢ikartila-

rak digtaki kiit ugc ice sokulmak ve &ne dogru ilerlemek suretiyle

T e i s e

it i M TN I A 5 I —

T




21

karnin altindan, pektoral yiizgeclerin hizasina kadar abdomen agilda.
Bu operasyon sirasinda makas ucunun i¢ organlara degmemesine Gzen

gosterildi.

Aniisten baslanarak makasla sarttaki Aeromonas hydrophila

inokulumu enjekte edilmig bolgeye dokunmadan sarta ve buradan
solungaglarin iistiine kadar uzanan kavisli bir ensizyon yapildi.
Sol elle tutulan pensle, karni Grten deri ensizyon yapilirken
yukari dogru kaldir:larak kesme istemi kolaylagtirildi. Bundan
sonra sol elle tutulan pensle deri kaldirilarak sag eldeki makasla
asapidan yukari kesilerek lic ensizyonla ig¢ organlar ortaya ¢ikarildi.
Operkulumlar disli pens yardim ile kaldirilarak ve makasla kesilerek

atildi. Bbylelikle solungaglar da ortaya gikarildi (2,3,40).

ic organlar sirasiyla karacifier, kalp, dalak, barsak, solun-
gac, btbrek ve derideki enjeksiyonlu bolge kesilip digariya alinarak
buradan alinan doku ornekleri daha ©nce hazirlanan fiksatif igeri-

sinde tesbit edilmigtir.
3.2.8. Doku Orneklerinin Tesbit Iglemi

Histopatoloji laboratuvarinda otopsisi yapilan baliklardan
alinan doku ©Ornekleri % 10'luk ndtral formalin igerisinde enaz

24 saat siire ile tesbit edilmigtir (20).
3.2.9, Histopatolojik Teknik

Enaz 24 saat tesbit edilen doku ornekleri (karaciger, kalp,

kesilerek proses kaplarina alindi. Bir saat siireyle akan su altinda
yikanan dokular Bavimed marka otomatik doku proses cihazina konarak

igleme tabi tutulmustur.

Daha sonra dokular parafin bloklara alinmigtir. Parafin

bloklara alinan dokular rotary mikrotom ile 5 mikron kalinlipinda
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4. BULGULAR
4.1. Klinik ve Otopsi Bulgulari

Aeromonas hydrophila inokulumu enjekte edilen tiim baliklarin

6 saat sonra durgun, istahsiz ve tank kenarinda toplandiklari goriilmiistiir.

12 ile 24 saat sonra enjeksiyon bblgesinde bir Gdem oclustugu pdzlen-

migtir (Resim 2). |

i o o
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Resim 2. Enjeksiyon bdlgesinde olugan &dem (okla gosterilmig— : i

tir).
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kesilmigtir. Alinan doku kesitleri 45°C'lik sicak su banyosuna
konarak lam iizerine aktarilmalari saglandi. Lam iizerine alinan

dokular haematoxylin-eosin ve Humberston boyama yontemleri ile

boyanarak i1sikl: mikroskop altinda incelendi (20).
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Enjeksiyondan 24 saat sonra derideki oOdemin genigledifi i .

ve bazilarinin ic¢inden kanli bir sivinin aktif: tesbit edilmigtir

{Resim 3).

Resim 3. Enjeksiyondan 24 saat sonra derideki &dem (okla gbs-—

terilmigtir).
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Otopsisi yapilan baliklarda, midenin hemen hemen bog olduu,
karacigerin koyu kirmizi bir renk aldlgl, damarlarin genigledigi
ve karaciger, barsak gibi viseral organlarda hemoraji tesbit edil-

migtir (Resim 4).

Resim 4. Enjeksiyondan 24 saat sonra otopsi yapilmig bir

Gokkugapgr alabaliginda viseral organlar.

Intraperitonal olarak Chloramphenicol enjeksiyonu ile tedaviye
tabi tutulan II nolu tanktaki baliklarda 24 saat sonra 6liim olmamasi-—
na ragmen, tedavi uygulanmayan I nolu tanktaki baliklardan ikisi
Slmiistitr. Otopsi yapilan bu G6lii baliklarin viicut bogluunda kanla,
pis kokulu bir eksudat, karacigier ve sindirixn kanalinda yaygin petegiyal
hemoraji goriilmiigtiir. Ayrica bobreklerin normal rengini ve sertligini

kaybederek kirmizi renkte ve c¢amur kivaminda olduklara tesbit

edilmigtir.
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48 saat sonra tedavinin uygulanmadifi I nolu tankta bulunan
baliklardan sekiz tanesi daha Olmiigtiir. Otopsi yapilan bu baliklarda
vicut boglugfundaki kanli eksudatin arttigi, sindirim kanalinin
sary bir sivi ile dolu oldufu gOriilmiigtiir. Karacifier ve b&ibreklerin

normal rengini kaybettifi wve dalain siskin oldugu saptanmistar.

72 saat sonra baglangigta 18 adet balak bulunan I nolu
tankta canl: balik kalmamistir. Tedaviye tabi +tutulan II nolu
tanktaki baliklarda ise enjeksiyon bOlgesindeki hemorajik odemin
lilseratif bir lezyon haline geldifi gtzlenmigtir. Lezyonlu bélgede
dermis kaybolmug, kas tabakasi agifia ¢ikmig ve iilser kenarlar:

gevresindeki epidermisin kalinlagtigl tesbit edilmigtir (Resim 5).

Resim 5. Enjeksiyondan 72 saat sonra enjeksiyon bSlgesinde

olusan ulseratif lezyon.
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Tedavi uygulanan bu baliklarin otopsisinde Aeromonas hydrophi-

la inckulumu sonrasi karaciier ve barsaklarda goriilen petesiyal

hemorajinin ortadan kalkti@i gbzlenmigtir.

Denemenin 5, giinli tedavi uygulanan baliklardan alinan Srnek-
lerde, dig bakida deride gbriilen lilserlerin kirmizi rengini kaybetti-
Bi tesbit edilmigtir (Resim 6). Otopsisi yapilan bu baliklarda
makroskobik olarak i¢ organlarda patolojik bir bulguya rastlanmamig—
tir. Denemenin 5. giinlinde bakteri inckulasyonu nedeni ile yem

almayan baliklardan bazilarinin yem almaya bagladiklari goriilmiistiir.

Rezsim 6. Denemenin 5. ginii enjeksiyon bolgesindeki lezyon.
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tedavi edilen baliklarda derideki

Denemenin 10. giiniinde,

iilserli bblgede kismi bir kiigiilme gorilmis (Resim 7) ve otopside

i¢ organlarda herhangi bir patolojik bulguya rastlanmamigtar.

Denemenin 15. giliniinde baliklarda derideki iilserli lezyonlarin
hemen hemen kayboldufu gtzlenmigtir. Otopsisi yapilan bu baliklarin

i¢ organlarinda makroskobik olarak patolojik bir bulguya rastlanma-—

migtir.

Resim 7. Denemenin 10. giinii enjeksiyon bdlgesindeki lezyon.
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Denemenin 20. giiniinde alinan baliklarda enjeksiyon b&lgesinde- :

ki iilserin tamamen kayboldufu gbriilmiistiir (Resim 8). Otopside,

i¢ organlarda patolojik bir bulguya rastlanmamistir. : i

8.

Denemenin 20. pglniinde enjeksiyon bolgesindeki

lezyonun kayboldugu goriilmektedir.
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4.2. Histopatolojik Bulgular

GOkkugagi alabaliklarina Aerocmonas hydrophila inokulumunun

kas igi enjeksiyonundan 12 saat sonra enjeksiyon b&lgesinde mikrosko-
bik olarak deride, epidermis hiicrelerinin nekrozu, dermis ve kas

hiicreleri arasinda ddem goriilmiigtir (Resim 9).

FEYUPrDRI XL

Resim 9. Enjeksiyondan 12 saat sonra enjeksiyon btlgesinde
epidermis hiicrelerinin nekrozu {okla gosterilmigtir)
dermis ve kas hﬁcre;eri arasinda ddem

H+ E X100
n : nekroz

@& : Odem
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Karacigerde, karacifer hiicrelerinin genigledigi ve hiicrelerin

iginde vakuollerin olustugu, karaciger hiicreleri arasinda petegiyal

hemoraji olusturan eritrosit hiicrelerinin goriildiigii tesbit edilmis-

tir (Resim 10).

Resim 10.

h : hemoraji

Enjeksiyondan 12 saat sonra karaciger hiicrelerinde

vaknolizasyon (okla gosterilmigtir) ve hiicreler a-

rasinda hemoraji (okla gosterilmistir).

H + E X400

v : vakuol
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BObrek tilbiil epitellerinde dokiilme ve interstitial dokuda

yaygin hemoraji goriilmigtir (Resim 11,12).

.  WERTLT

by,
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Resim 11. Enjeksiyondan 12 saat sonra bobrek tibiil epitel
hiicrelerinde dokiilme (okla gosterilmigtir).

H + E Xa00
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Resim 12. Bobrekte yaygin hemoraji (okla gbsterilmigtir)

H + E X200
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Dalakta hemopoietik doku . hiicrelerinde nekroz gozlenmistir

(Resim 13).

£ $patso muts

Resim 13. Enjeksiyondan 12 saat sonra dalakta hemopoietik
doku hiicrelerinde nekroz (okla gisterilmigtir).

H + E X100
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L

Kalp kasinda ve solungag epitellerinde herhangi bir histopato-
lojik bulguya rastlanmilmamigtir. Barsaklarda propria mukoza ' da
seliiler infiltrasyon, hemoraji ve intestinal mukoza membraninda

nekroz tesbit edilmistir (Resim 14). °

Resim 14. Enjeksiyondan 12 saat sonra barsaklarda propria
mukoza 'da hemoraji ve intestinal mukoza membranin-—

da nekroz (okla gdsterilmigtir).

H+ E X100
h : hemoraji

n : nekroz
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24 saat sonra inokulasyon bblgesindeki deriden alinan doku
Orneklerinde, epidermis ve dermis dikiilmlis ve kaslarda hemoraji

ve myofaji tesbit edilmistir (Resim 15).

Resim 15. Inokulasyon blgesinde epidermis ve dermis'de |

dokiilme, kaslarda myofaji

H+E X40
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Karaciferde, karacifer hiicrelerindeki {hepatosit) wvakuolizas-
yon yamisira karacifer hiicreleri arasinda yaygin hemoraji ile
doku i¢i Kkapillar damarlarin kan hiicreleri ile dolu oldugu tesbit

edilmigtir (Resim 16,17).

Resim 16. Enjeksiyondan 24 saat sonra karacigerde yaygin
hemoraji ve hiperemi (okla gosterilmigtir).
H+E X100
h : hemoraji

hi: hiperemi
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Resim 17. Enjeksiyondan 24 saat sonra Kkaraciferde hiperemi ve
hemoraji (okla posterilmistir).
H + E X200
h : hemoraji

hi: hiperemi
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inokulasyondan 24 saat sonra bobrek tiibiill epitel hiicrelerinde
ve glomeruluslarda nekroz tesbit edilmistir. Nekrotik olan bobrek
tiibiill epitel hiicrelerinde nukleuslarin ve hicre zarinin lysisi

s

sonucu tiiblil epitel hilicrelerinin tiibiil liimenine dokiildugu gOriilmiig—

Resim 18. Enjeksiyondan 24 saat sonra bobrekte tiibiil ve

giomerulus‘larda nekroz (ckla gbsterilmigtir)

H + E X100

0 ot b T
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Dalakta hemopoietik doku hiicreleri azalmig, beyaz pulpa'daki
lenfoid elementler tiikenmig ve genel olarak beyaz pulpa ve kirmizi

pulpa hiicrelerinde nekroz poriilmiigtiir (Resim 19).

Resim 19. Enjeksiyondan 24 saat sonra dalakta beyaz ve
kirmiza pulpa'da nekroz (okla gésterilmigtir)

H+E X100
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Barsaklarda, intestinal mukoza'nin nekroze olarak barsak

liimeni igine dokiildiifi gbzlenmistir (Resim 20).

Resim 20. Enjeksiyondan 24 saat sonra barsakta intestinal
mukoza'da nekroz ve limen iginde dokiintii (okla

gosterilmistir).
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Humberston metodu ile boyanan preparatlarda deride ve karaci-

perde az miktarda gram negatif bakterilere rastlanmigtir.

36 saat sonra Oldiiriilen baliklarin enjeksiyon bolgesindeki
deriden alinan orneklerde, epidermis ve dermisin nekrozu geniglemisg,
kas}arda ‘hemoraji ve myofaji yaygin olarak gﬁrﬁlmektedir. Yine
ayni baliklarin karaciferlerinde yaygin hemoraji, hiperemi ve
karaciger hiicrelerinde nekroz goriilmeye devam etmekte olup, bibrekte
glomerular ve tiibiiler nekrosis tamamen gelismig olarak bulunmugtur.
Ayrica bobreklerin retikilloendotelial doku kisimlarinda yaygln

nekroz odaklari tesbit edilmigtir (Resim 21).

; Wt
o I
Resim 21. 36 saat sonra bobrekte glomerular ve tibiiler
nekroz yanisira rgtikﬁloendotelial doku kesimierin-
de nekroz

H+ E X400

n : nekroz
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Dalakta beyaz ve kairmiz: pulpa'da nekroz belirgin bir gekilde-
dir. Barsak limenini o6rten mukozal membran tamamen nekrotik olup,
liimen igine dokiilmilg durumda oldufu gdriilmiigtiir.

48. saatte 0Oldiriilen baliklardan alinan doku &rneklerinde
yapllan histopatolojik incelemede, kaslardaki inflamasyon hiicrelerin-
de azalma gozlenmigtir. Karacifer hiicrelerinde nekrotik tablonun
devam ettigi, karacifer hiicreleri arasinda monocniiklear lokositlerin
infiltrasyonu, btbreklerde tiibiiler ve glomerular nekroz yanisira

btbrek ve dalaktaki hemopoietik dokuda nekroz gozlenmistir (Resim.22).

Resim 22. 48 saal sonra dalakta hemopoietik dokuda nekroz.

H+ E Xio0

n : nekroz
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72. saatte O©ldiiriilen baliklardan alinan doku ©Orneklerinin
histopatolojik muayenesinde, inckulasyon bolgesindeki deride epidermis
ve dermisin genis bir alanda tamamen nekroze olarak kas tabakasina
kadar acildig: goriilmiigtiir. Nekrotik kas hiicrelerinde yer yer
myofaji'nin devam ettigi tesbit edilmigtir. Karacigerde, karaciger
Bﬁcrelerinin nekrozu ile remark kordonlarinin pargalanmig durumda
oldufu tesbit edilmigtir. Nekrotik karacifer hiicrelerinin fagosito —

zunda rol oynayan makrofajlara rastlanmamigtir {Resim 23).

Resim 23. Enjeksiyondan 72 saat sonra karaciger hiicrelerinin
nekrozu sonucu bogalan doku kisimlara (okla
gosterilmigtir).

H + E X100
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Bobrek ve dalakta nekroz tablosu gﬁrﬁlmeye devam etmektedir.
Barsakta sirkiiler kas tabakasinda nekroz, barsak mukoza epitelyumunda

giddetli yikim sonucu limen igine dokiilme ve propria mukozada

seliler infiltrasyon tablosu belirgin bir gekilde gorilmigtir

(Resim 24).

Resim 24, Enjeksiyondan 72 saat sonra baréakta sirkiiler
kas tabakasinda nekroz, mukoza epitelyumunda
¥yikim sonucu liimen igine dokillme wve propria
mukozada seliiler infiltrasyon.

H+ E X40

%
t
H
H
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Inokulasyonun 5. giniinde alinan balik Orneklerine ait gegitli
dokularin histopatolojik muayenesinde derinin lezyonlu b¥lgesinde
72. saatte goriilen bulgulara benzer histopatolojik tablo ile kargila—
s%lmlstlr. Karacigerdeki nekrotik.karaciéer hiicrelerinin temizlendigi
ancak fokal nekrotik odaklarin hala goriilmekte oldugu tesbit edilmig-
tir. Bobrekte hemopoietik dokunun bosalmis oldufu ve bdbrek tiibiil
epitel hiicrelerinin nekrozunda bir yavaglama gﬁzlenmiétir. Dalakta
ve barsaklarda bir &nceki donemde gorilen bulgulara beﬁzer bir

tablo g8riilmiigtiir.

Tedaiiye alinan baliklarda denemenin 10. giniinde alinan
balik &rneklerinin cegitli dokularina ait mikroskobik incelemede,.
dermisin altindaki bosalan nekrotik kas fibrillerinin bulundugu
balgéde yer yer fibroblast hiicrelerinin olustufu tesbit edilmisgtir.
Karacigerde nekrotik karaciger hiicrelerinin yerinde birka¢ fibroblast
hiicresinin geligtiéi' gorilmistir (Resim 25). Bu arada hiperemi

tablosuda ortadan kalkmigtir..
L B :

i - 1'

Resim 25. Denemenin 10. giinlinde karacigerde goriilen fibroblast

hiicreleri (okla gosterilmigtir).

H+ E X100
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Btbrekte yine nekroz sonucu erimig (lyse) bdlgelerde fibro-

blast proliferasyonu goriilmiigtiir. Dalakta kirmizi pulpa'da kismi
bir artigs yanisira doku kaybi olan bodlgelerde =zay:if bir fibroblast ,
!

aginin gelistigi tesbit edilmigtir {(Resim 26).

Resim 26. Denemenin 10. giiniinde dalakta doku kaybi olan

‘btlgelerde geligen fibroblast agir {okla gsteril-

migtir).

H+ E X100
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Barsaklarda mikroskobik genel goriintii bir ®nceki dénemle
aynm1 olmakla birlikte hemoraji ve seliiler infiltrasyonun artadan

kalktipy tesbit edildi.

Denemenin 15. giinii &ldiiriilen baliklardan alinan doku ornekle—
rinden yapilan histopatolojik muayenede, nekroze olarak bogalan
kasthﬁcreieri arasinda yer yer eritrosit ve fibroblast hiicrelerinin
goriilmeye devam ettifi tesbit edilmistir. Karaciferde, nekroz
odaklarinda ince ag geklinde fibroblast hiicrelerinin geligimi
gozlenmigtir. Bobrekte +tiibiil ve glomeruluslarin arasinda fibroblast
aginin gelistigi goriilmiigtiir. Dalakta, kirmizi ve beyaz pulpa'da
ve nekroz odaklarinda bir miktar eritrosit ve 1lokosit goriilmiigtiir.
Barsaklarda, mukoza ve kas tabakalarinda tam iyilesme tesbit edilmig-
tir (Resim 27). Bu dokular normal histolojik bir.tablo gostermig-

lerdir.

Resim 27. Penemenin 15. giinii barsakta iyilegsme sonucu kazani—

lan normal histolojik yapl.

R
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20. giinde alinan son balik Srneklerinden yapilan histopatolo-
Jjik muayenede, deride lilserli bGlgenin iki ii¢ sira epitel hiicresinden
olugan ve aralarinda mukus hiicrelerinin de bulundugu ince bir

epidermisle Ortiildiigi tesbit edilmistir. Kas demetleri arasinda

ise fibroblast agi1 gelismistir (Resim 28).

Resim 28. Denemenin 20. giiniinde enjeksiyon bdlgesinde gelisgen
fibroblast aga.
H+ E X100

f : fibroblast hiicreleri
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Karaciger, bObrek ve dalak gibi viseral organlarda Aeromonas
hydrophila inokulasyonunun neden oldugu biitiin patolojik bozukluklarin

kayboldugu ve Chloramphenicol tedavisi sayesinde normal histoclojik

yapilarini yeniden kazandiklari gorilmiigtiir.
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5. TARTISMA ve SONUG

Calismanin baslangicinda Aeromonas hydrophila enjekte edilen
tim baliklarin igtahsaiz, durgun ve tank kenarinda toplandiklari
gortilmiigtiir (15).

Gokkugag1l alabaliklarinda deneysel olarak olusturulan Aeromo—

nas hydrophila enfeksiyonunda, tedavi uygulanmayan I nolu tankta

72 saat iginde hastaligln etkisiyle tim baliklarin dldughu goriilmiig—
tiir. 24 saat sonra tedaviye baglanan II nolu tankta hastaliktan
dolayar ©liim goriillmemesi hastaliin akut formda 72 saat ig¢inde
etkili olarak septisemi sonucu baliklari oldirdigi anlas:lmigtar

(5,43). Tedavi uygulanmayan baliklarin histopatolojik muayeneleri
ile, bakterinin septisemi sonucu baligin tim organlarina yayildaigr
ve bu organlarda hemoraji ve nekroza sebep oldugu gorilmistir.

Septisemi nedehi ile bobrek, karaciger ve dalak gibi viseral organla-

rin ¢ok gabuk etkilendigi gorillmigtir (47).

Enjeksiyon bolgesinde olugan hemorajik Odem 72 saat sonra
agilarak diger aragtiricilarin da bildirdigi gibi iilser meydana
gelmigtir (37,43). Bu siirede viicut boslufunda kanla bir sivi ve
karaciper iizerinde nokta sekilli (petegiyal) kanamalar vardir
(15,51). Bazi baliklarda dalakta biiyiime ve bUbreklerde erime tesbit

edilmigtir (47).

Hastaligin ilk 24 saatlik subakut doneminde yapilan histopato-
lojik muayenede inokulasyon bélgesinde deride ve kas dokusunda
ddem, epidermis hiicrelerinde nekroz, karacigerde petesiyal hemoraji,
hiperemi, karaciger hiicrelerinde biiylime ve vakuolizasyon gorulmigtir.
Boébrekte ve dalakta hemoraji, hemopoietik doku hiicrelerinde nekroz

ve barsaklarda seliiler infiltrasyon bulgularina rastlanmigtar

(2,15,30,37,47,48,49,51). 24 saat sonunda histopatolojik incelemede
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dermis ve kaslarda. inflamésyon' hiicrelerinde artis ve hemoraji
gozlenmigtir (30,47).  Difier arastiricilarin da bildirdifi gibi
erimig oldufu ve doku iginde seliiler infiltrasyon tesbit edilmigtir
(30,48,49). Btbrekte, tiibiil ve glomeruluslarda nekroz mevcuttur.
Nekroze tiibiil epitel hﬁcreieri lilmen igine dokiilmig durumdadir
(30,47,51). Dalakta, beyaz ve klrmi?;'pﬁlpa'da nekroz gozlenmigtir
(30,37,48). Barsaklarda, intestinal mukoza nekroze clarak barsak

liimeni icine dokiilmilg durumdadir (30}. .

36 saat sonra inckulasyon 'bﬁlgesindé epidermis, dermis
ve kaslarda nekroz tesbit edilmigtir (30,37). Karacigerde hepatositik
nekroz sgekillenmistir (30,37,48,49). Bobrekte retikiiloendotelial

doku kisimlarinda da nekroz tesbit edilmigtir (47,48,49,51).

72 saat sonra epidermis tamamen nekroze olarak kas tabakasina
kadar agilmig ve iilser olusumu gorillmigtur (30,37). Yine bu siire

iginde dogal Aeromonas hydrophila enfeksiyonlarinda da goruldigu

gibi barsaklarda intestinal mukoza epitelyumunda yaygin nekroz
sonucu liimen igine ddkiilme ve propria mukoza'da seliiler infiltrasyon

tesbit edilmigtir (2,37,51).

24 saat sonra Chloramphenicol enjeksiyonu ile tedaviye
alinan baliklardan enfeksiyonun 10 ve 15. giiniinde yapilan histopato-
lojik muayenede dokularda hemoraji ve hiperemi tablosu ortadan
kaybolmus ve bu dokulardaki enfeksiyon etkeninin neden oldugu
nekroz olayinin yavagladigi goOriilmugtiir. Ayrica kaslarda ve viseral
organlarda nekrotik doku kisimlarinda zayif bir fibroblast aginin

olugstupu tesbit edilmigtir

Denemenin  20. giiniinde yapilan histopatolojik muayenede,

- o ormr
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kas  hiicreleri yerinde .fibrbblast éélnln gelistigi, karaciger,
bobrek, dalak ve barsak gibi viseral organlarda patolojik bozuklukla-
rin kayboldugu ve tedavi sonucu normal histolojik yapinin yeniden

kazanildifi tesbit edilmigtir.

Sonug olarak Gokkugapy alabaliklarinda sikga goriillen ve

[

biiyiik ekonomik kayiplara neden olan Aeromonas hydrophila enfeksiyonu-—

nun  tedavisinde baliklarin yem almadigy akut fbrmaaki hastalik
durumiarinda intraperitonal Chioramphenicol Uygulamasindan bagaril:
sonug alindipi goriilmigtiir. Tedavinin en az 15 giin siireyle, yedi
enjeksiyon geklinde uygulanmasi halinde hasta baliklarin normal
saglikly hale dondiikleri gerek klinik, - gerekse histopatolojik

muayenelerle tesbit edilmigtir.
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