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Amag: Calismada, Vagococcus salmoninarum (V. salmoninarum)’un erigkin
baliklara farkl yollarla [intraperitoneal (IP) ve immersiyon (IM)] verilerek
olusan deneysel enfeksiyonun klinik, makroskobik ve histopatolojik bulgular1

arastirildi.

Gereg ve Yontem: Toplam dért grupta (deneme immersiyon-DiM, deneme
intraperitoneal-DIP ve iki kontrol) 60 adet gokkusagi alabaligi kullanild1. Ba-
Iiklar Vagococcus salmoninarum (accession number: Kj685901) izolati ile en-
fekte edildi. Histopatolojik inceleme i¢in doku 6rnekleri %10’luk formalinde
tesbit edilerek rutin takibi yapildi. Kesitler hematoksilen-eozin (HE) ile boya-
narak 151k mikroskobunda incelendi. Etkenin molekiiler analizi i¢in DNA eks-
traksiyonunu takiben, PCR ile ilgili primer ciftleri kullanilarak identifikasyon

yapildi. Elde edilen tiriinlerde sekans analizi gergeklestirildi.

Bulgular: Deneme gruplarinda mortalite orani %100 olarak belirlendi. Mak-
roskobik incelemede DIP grubunda daha siddetli olmak iizere iki deneme gru-
bunda da karinda siskinlik, deride hiperpigmentasyon, yiizge¢ diplerinde ve
solungaglarda kanama, bobreklerde siskinlik ve bagirsak limeninde sari-tu-
runcu renkte miikoz igerik goriildi. Histopatolojik incelemede, akut donemde
solungaglarda kanama ve telangioektazi, bobreklerde melanomakrofaj mer-
kezlerde artiglar goriildi. Kronik formda, bobreklerde yaygin dejenerasyon ve
nekroz, ii¢ olguda (DIiP) ise epikarditis goriildi. Sindirim sisteminin submu-
kozasinda sayica artmis ve degraniilize olmus eozinofilik grantiler hiicre-
ler (EGS) dikkat ¢ekti. Mide bez epitellerinde dejenerasyon, bagirsak mukoza

epitellerinde dokiilme mevcuttu.

Oneri: Eriskin gokkusagi alabahiklarinda V. salmoninarum enfeksiyonlarma
yaklasimda; dogal enfeksiyonda bilinen bulgular ile deneysel enfeksiyonda
sekillenen bulgular arasindaki farkliliklarin gz 6ntine alinmasi gerektigi one-

rilmektedir.

Anahtar kelimeler: Deneysel enfeksiyon, gokkusag: alabalig), patolojik bul-

gular, PCR, Vagococcus salmoninarum.

Abstract

Aim: The aim of this study was to induce Vagococcus salmoninarum (V. salmo-
ninarum) experimental infection in adult fish through different routes [intra-
peritoneal (IP) and immersion (IM)] to investigate clinical, macroscopical and

histopathological findings.

Materials and Methods: Totally 4 groups (experiment immersion-EIM, ex-
periment peritoneal-EIP and 2 controls) were used. As material, overall 60
rainbow trout were used. Fishes were infected with Vagococcus salmoninarum
(accession number: Kj685901) strain. For histopathological examinations,
all tissue samples were fixed and than fixation samples routinely were pro-
cessed. Tissue sections stained with haematoxylin-eosin and examined using
light microscope. DNA extractions of the isolate were made for the molecu-
lar analysis of the bacteria and then, specific primers were used to identify V.
salmoninarum. The PCR product from isolate V. salmoninarum was used for

sequencing.

Results: In both groups, mortality rate was 100%. In macroscopic exami-
nation, abdominal swelling, depigmentation of the skin, hemorrhages at the
base of the fins, swelling in kidneys and a thick and yellow-orange fluid in the
intestine were seen. These findings were observed in both groups, but were
more severe in EIP group than in EIM group. In histopathologic examination,
the course of the disease ranged from acute form to chronic form in both gro-
ups. In acute form, haemorrhage and telangiectasia in the gills and increase in
melanomacrophage centers were detected. In chronic form, degeneration and
necrosis in the kidney and epicarditis in three cases (EIP) were observed. Ele-
vated numbers and degranulation of eosinophilic granular cells (EGC) in the
submucosa of the digestive system were also observed. Degeneration was seen

in gastric epithelium and shedding of intestinal mucosa epithelium.

Conclusion: In this study, approachs of V. salmoninarum infection in adult ra-
inbow trout, the differences between the findings in experimental infection

and natural infection is recommended to be taken into account.

Keywords: Experimental infection, pathological findings, rainbow trout, PCR,

Vagococcus salmoninarum
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Giris

Soguk su streptokokkozisi olarak da adlandirilan Vagokok-
kozis, salmonid baliklarda gram(+) bakteri olan Vagococcus
salmoninarum (V. salmoninarum)’un neden oldugu 6nemli
ekonomik kayiplar ile seyreden bir enfeksiyondur (Schmidt-
ke ve Carson 1994, Michel ve ark 1997, Austin 1999, Ghittino
ve ark 2003, Baeck ve ark 2006). V. salmoninarum’un neden
oldugu kokal enfeksiyonlar 12°C ve altindaki su sicakliklarin-
da ortaya ¢ikmaktadir ve 1lik su enfeksiyonlar1 kadar yaygin
degildir (Ghittino ve ark 2003, Roberts 2012). Avrupa’da V.
salmoninarum’un 50-200 g agirligindaki baliklarda %20-50
oraninda mortaliteye neden oldugu bildirilmistir (Ghittino
ve ark 1999). Hastalik diisiik su sicakliginda ortaya ¢ikti-
81 icin ozellikle ana¢ baliklarda 6nemli problemlere yol ac-
maktadir (Vendrell ve ark 2006). Tirkiye'deki ilk izolasyon
Egirdir'de ana¢ gokkusag: alabaliklarinda bildirilmistir (Di-
dinen ve ark 2011, Tanrikul ve ark 2014). V. salmoninarum
ile enfekte baliklarda durgunluk, anoreksi ve ekzoftalmus
gozlenen klinik bulgular olarak tanimlanmistir (Schmidtke
ve Carson 1994, Ghittino ve ark 1999). Nekropside, deride
ve ag1z etrafinda hemorajiler, deride eroziv lezyonlar, antiste
prolapsus, viseral hemoraji, karaciger, dalak ve bébreklerde
biiytime ve kalpte fibrindz epikarditis bildirilmistir (Michel
ve ark 1997). Bu bulgulara ek olarak, karin boslugunda kanl
olabilen asites, midede kanama ve siv1 icerik birikimi, bagir-
sak limenlerinde mukoid yapida, sarimtrak-turuncu renkli
ya da kanli eksudat goriilebilmektedir (Didinen ve ark 2011).
Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan alabaliklarda, hastaligin yeni
ortaya ¢iktig1 gézlemlenmekte ve enfeksiyonun yayilma egili-
minde oldugundan endise edilmektedir (DPT 2007).

Tiirkiye’de ilk kez yapilan bu deneysel ¢alisma ile V. salmo-
ninarum enfeksiyonunun erigkin baliklarda, farkli yollarla
(intraperitoneal ve immersiyon) olusturularak, hastaligin
patolojik bulgularinin kapsaml olarak arastirilmasi amag-
lanmistir.

Gereg¢ ve Yontem
Bakteri

Calismada, dogal enfeksiyondan izole edilen V. salmonina-
rum (accession number: KJ685901) izolati kullanildi. Etke-
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nin izolasyonu hastaliktan 6len baliklarin bobrek, dalak ve
karacigerinden %5 koyun kani ilave edilmis TSA'ya (Merck)
aseptik olarak ekim yapilarak besi yerleri 12°C ve 21°C’de 48
saat inkube edildi. 48 saat sonra iireyen etkenler ayni besi
yeri ve sartlarda pasaje edilerek saflastirildiktan sonra
biyokimyasal ve morfolojik 6zellikleri incelendi. Bakterinin
identifikasyonunda API 20STREP ve API 50CH (BioMerieux
S.A. France) test Kkitleri kullanild1 (Kusuda ve Salati 1993,
Michel ve ark 1997).

DNA ekstraksiyonu, PCR ve sekans analizi

Etkenden DNA izolasyonu hazir DNA ekstraksiyon kiti (High
pure, Almanya; Lot: 11054300) kullanilarak kitin talima-
tina uygun olarak yapildi. Molekiiler identifikasyon pSal-1
(5’-GTTTTAGCCGCATGGCTGAGATAT-3") ve pSal-2 kullani-
larak PCR yo6ntemiyle gerceklestiririldi (Wallbanks ve ark
1990). PCR'da master mix toplam 25 pL hacminde olacak
sekilde; niikleaz free su, 1xPCR Buffer (MBI Fermentas), 1.5
mM MgCl2, her birinden 0.2 mM dNTP, 1.0 U Taq polymera-
se (MBI Fermentas), her birinden 100 pmol primer ve 5 pL
template DNA kullanildi. Calismada kullanilan termal cycler
dongitisii: 94°C’de 3 dakika 6n denaturasyonun ardindan top-
lam 35 siklus olacak sekilde 94°C’de 1 dakika denaturasyon,
55°C’de 1 dakika primer baglanmasi, 72°C’de 1 dakika uzama
ve 72°C’de 10 dakika final uzama seklindeydi (Techne, TC-
412). Calismada V. salmoninarum NCIMB 13133 pozitif kont-
rol, distile su ise negative kontrol olarak kullanildi. Biitiin
PCR tirtnleri ve 100 bp’lik DNA ladder, 2 pg etidyum bromid
ile birlikte %1.5’luk agaroz jelin kuyucuklarina ytiklenerek
elektroforez (Thermo, PrimoTM) edildi. Bantlar, goriintile-
me cihazi (Vilber Lourmant, E-BOX VX5) ile goriintiilendi.
PCRile identifiye edilen V. salmoninarum PCR iiriinti, primer
ciftleri ile birlikte sekans analizine gonderildi (Macrogen,
Hollanda). Sekans sonuglari, Mega 5.2 programinda deger-
lendirilerek GenBank’a girildi ve accession numarasi alindu.

Kullanilan baliklar ve deneysel uygulama

Deneysel asamada kullanilan baliklar, Aydin ili Bozdogan
ilcesindeki bir alabalik isletmesinden temin edildi. Eriskin
(200+20 g) 60 adet gokkusagi alabalig1 (Oncorhynchus mykiss
Walbaum, 1792) kullanildi. Ug haftalik siire ile herhangi bir
uygulama yapilmaksizin, optimum kosullarda bakilan balik-

Tablo 1. Gruplarin smiflandirilmasi ve bakteri inokiiliimii uygulama yollar1 ve miktarlari.

Grup Grup Balik
Sayis1 Ad1 Uygulama Ad1 Bakteri Uygulama Miktar1 Balik Biiyiikliigi ve Agirhig Sayisi (n)
Grup [ DiP Deneme Intraperitoneal 10° cfu/mL (0.1 mL) 200 + 20 g (eriskin) 20

Grup II KiP Kontrol intraperitoneal Serum fizyolojik (0.1 mL) 200 £ 20 g (eriskin) 10

Grup I DIM Deneme immersiyon 10° cfu/mL (50 mL) 200 + 20 g (eriskin) 20

Grup IV KiM Kontrol immersiyon Serum fizyolojik (0.1 mL) 200 £ 20 g (eriskin) 10
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larin adaptasyonu saglandu. iki deneme ve iki kontrol grubu
olmak tizere toplam dort grup halinde yiirtitiilen ¢alismada
her biri 260 I kapasiteli dort adet havuz kullanildi. Gruplan-
dirma ve bakterinin verilis yollar1 Tablo 1’de sunuldu.

intraperitoneal uygulamaya baslamadan o6nce, baliklarin
%0.25’lik fenoksiethanol soliisyonu ile anestezileri gercek-
lestirildi. (Avc ve Birincioglu 2005, Roberts 2012). intraperi-
toneal yol ile yapilan uygulamada, DiP grubundaki baliklara
10° cfu/mL bakteri iceren inokulattan 0.1 mL intraperitone-
al, KiP grubu baliklara ise 0.1 mL serum fizyolojik, intraperi-
toneal olarak verildi.

immersiyon uygulamada, 10° cfu/mL bakteri iceren 50 ml
miktarindaki inokulat 30 L su icerisine eklendi ve. DIM gru-
bunda bulunan baliklar bu inokulatlh su icerisinde 15 dk bek-
letildikten sonra ilgili havuzlara alindi. Kontrol grubundaki
baliklar, normal su igerisinde bekletilerek kontrol havuzlari-
na alindi. Denemenin ilk giinlerinde 13-14°C’de tutulan su s1-
cakligl sonradan 11°C’ye diistrildii ve sicakligin 11-12°C’de
stabilizasyonu saglandi. Calisma siiresi boyunca (60 giin)
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baliklarin tamamy, ti¢ nolu balik yemi ile agirliklarinin %2’si
oraninda beslenmeleri saglandi.

Patolojik inceleme

Makroskobik inceleme: Inokiilasyonun baslangicindan iti-
baren baliklarin hareketleri giin boyu izlenerek kaydedildi.
Olenler ile dtanazi edilen kontrol grubu baliklara nekropsi
yapildi ve tiim dokular1 %10’luk tamponlu formalin soliisyo-
nunda tespit edildi. Reizolasyon ve identifikasyon i¢in taze
organ Ornekleri steril kaplara alinarak soguk zincirde ilgili
mikrobiyoloji laboratuvarina gonderildi. Histopatolojik ince-
leme: Doku 6rnekleri, doku takip cihazinda (Leica TP1020)
otomatik olarak, alkol, ksilol ve parafin serilerinden geci-
rildikten sonra parafinde bloklandi. Bu bloklardan mikro-
tomda 5-6 pm kalinliginda alinan doku kesitlerinin tamami
hematoksilen-eozin (HE) ile, gerekli goriilenler ise bakteri
icin Brown-Brenn, yag i¢cin Modifiye McManus’s Sudan Black
B boyama tekniklerine gore boyanarak (Culling 1985) 151k
mikroskobunda incelendi.

Tablo 2. Makroskobik bulgular ve gruplara gore dagilimi.

Makroskobik bulgular DIP (n/20) KiP (n/10) DIM (n/20) KiM (n/10)
Hiperpigmentasyon 14 3 12 1
Depigmentasyon 4 2 3 2
Ekzoftalmus 4 0 1 0
Yiizgecte kanama 9 1 6 0
Solungagta kanama 8 1 6 0
Solungagta anemi 6 1 7 0
Abdominal siskinlik 14 2 10 3
Asites 6 0 4 0
Hava kesesinde dilatasyon 12 2 10 3
Hava kesesi duvarinda matlasma 6 0 2 0
Midede dilatasyon ve mukus artisi 12 0 6 0
Peritonda kalinlasma 9 0 5 0
Bagirsaklarda sari-turuncu eksudat 12 0 8 0
Bagirsaklarda dilatasyon, hiperemi 13 1 12 1
Hidroperikardium 3 0 7 0
Perikarditis 3 0 2 0
Dalakta biiytime 5 0 3 0
Karacigerde biiytiime 6 1 5 0
Karacigerde kanama 6 0 6 1
Safra kesesinde dolgunluk 10 1 7 0
Bobreklerde siskinlik 12 0 12 0
Beyinde hiperemi 8 1 6 0

DIP: Deneme intraperitoneal, KiP: Kontrol intraperitoneal, DiM: Deneme immersiyon, KiM: Kontrol immersiyon
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Bu calisma, Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deney-
leri Yerel Etik Kurulunun 04.10.2012 tarih ve B.30.2.A
D0.0.00.00.00/050.04/2012/087 no’lu karari ile onaylan-
mistir.

Bulgular

Her iki deneme grupunda mortalite orani %100 olarak be-
lirlendi. Oliimler DiP grubunda 12.-45. giinler arasinda, DIM
grubunda ise 12.-60. giinler arasinda gerceklesti. Deneme
stiresince KiP ve KIM gruplarinda 6liim gériilmedi.

Klinik bulgular

Diizensiz ylizme hareketleri (donme, spiral-, dik-, ters yiiz-
me) ve istahsizlik her iki deneme grubunda da gézlenen or-
tak klinik bulgulardi. Dik ytizmeler siklikla izlendi. Ani da-
lislar ve sigramalar gozlendi. Deneme grubundaki baliklarda,
O0lmeden once 3-6 giin siire ile su ylizeyine yakin seviyede
gerceklesen ters ylizme hareketleri dikkati ¢ekti.

Patolojik bulgular

a. Makroskobik bulgular: Makroskobik bulgular ile balik sa-
yilar1 arasindaki iligski Tablo 2’de sunuldu.

Ozellikle erken dénem 6len baliklarda yiizgec diplerinde ve
aniiste kanamalara rastlandi. Solungactaki kanamalar dip ki-
simlarda petesiler seklindeydi (Resim 1A). Ekzoftalmus DiP
grubunda dért olguda (2 unilateral, 2 bilateral), DIM grubun-
da bir olguda (bilateral) goriildii DIP ve DIM gruplarinda deri
renginde diffuz melanin artis1 mevcuttu. Ozellikle DIP gru-
bunda daha siddetli olmak tizere karin boslugunda kanla ka-
risik eksudat gorildi. Pilorik keseler ve bagirsaktaki icerik
ise seffaf, seromiikoz ve sari-turuncu renkteydi (Resim 1B).
Bagirsaklarda dilatasyon, serozalarinda hiperemi mevcuttu.
DiP grubunda iig, DIM grubunda iki olguda hidroperikardi-
yum ile birlikte perikarditis saptandi.

Bobreklerde siskinlik ve yumusak kivam oldukga belirgindi.
Karacigerlerde hafif biiylime, kanama ve hiperemi disinda
belirgin bir makroskobik bulguya rastlanmadi. Dalakta sis-
kinlik ile birlikte yumusak kivam belirlendi (8 olgu; 5 olgu
DIP, 3 olgu DiM).

b. Histopatolojik bulgular: Histopatolojik bulgular DiP ve
DIM gruplarinda benzer 6zellikte bulundu. Lezyonlarin go-
riildiigi balik sayilari ile lezyonlarin siddeti gruplar arasinda
farkhiliklar gosterdi. Solungaclar disindaki organlarin cogun-
lugunda DIP grubundaki lezyonlar DIM grubuna gére daha
yaygin ve siddetliydi. Bulgular ile balik sayilar1 arasindaki
iliski Tablo 3’te sunuldu. Akut dénem 6limlerinde; solungag-
larda 6dem, kanama ve telangioektaziler goriildii (Resim 1C).
Interlamellar epitellerde hiperplazi hafif ya da orta siddet-
teydi. Enfeksiyonun ilk bir aylik dénemde bobreklerde me-
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Resim 2. V. salmoninarum spesifik PCR, 300 bp. M; 100-1000 bp DNA ladder,
1: Pozitif kontrol, V. salmoninarum NCIMB 13133, 2: V. salmoninarum saha
izolaty, 3: Negatif kontrol, distile su.

lanomakrofaj merkezlerde belirgin artis vardi (Resim 1D).
Sonraki donemlerde bu merkezlerde azalma, tubuluslarda
dejenerasyon ve nekrozlar goriildii. Ug olguda (DiP) epikar-
ditis belirlendi (Resim 1E). Epikarddaki fibrin ve yangisal
hiicre infiltrasyonu sonucu olusan kalinlagsmalar arasinda
bakteri kiimeleri de secilebildi. Bakterilerin varligi Brown-
Brenn boyama ile teyit edildi. Toplam 12 balikta endokardial
makrofajlarda aktivasyon goriildi. Sindirim sisteminin sub-
mukozasinda sayica ¢ok artmis ve bazilar1 degraniilize olmus
eozinofilik grantiler hiicreler (EGS) dikkati ¢ekti (Resim 1F).
Bu hiicreler mide duvarinda belirgin kalinlasmalara neden
olmustu. Midede goblet hiicrelerinde ve mukusta artis, bez
epitellerinde yaygin dejenerasyon goriildii. Pilorik kese ve
bagirsaklarda benzer bulgular belirlendi. Villuslarda 6nemli
bir degisiklik goze carpmadi. Ozellikle dért olguda belirgin
olmak tizere, meninkslerde yangisal hiicre infiltrasyonlari ile
birlikte bakteri kiimeleri dikkati ¢ekti. Toplam 12 olguda (7
DIP, 5 DIM) peritonda fibrin ve yangisal hiicre infiltrasyonla-
rindan olusan kalinlasmalar mevcuttu. Karacigerde subkap-
suler kanamalar (13 olgu; 7 olgu DIP, 6 olgu DiM) ve hepato-
sitlerde yag dejenerasyonu (18 olgu; 11 olgu DiP, 7 olgu DiM)
goriilmekle birlikte, dalakta melanomakrofajlarda artis (8
olgu; 4 olgu DIP, 4 olgu DIM) ve siddetli diffuz konjesyon (8
olgu; 5 olgu DIP, 3 olgu DIM) mevcuttu. Motor néronlar kont-
rol gruplari ile karsilastirildiginda biiziismiis ve hiperkroma-
tik goriiniimde olmakla birlikte, bazi néronlarda intrandro-
nal vakuoller (7 olgu; 5 olgu DIP, 2 olgu DIM) dikkati cekti.

Bakteriyolojik bulgular, PCR ve sekans analizleri

Olen baliklardan reizole edilen bakteriler V. salmoninarum
acisindan morfolojik olarak incelenerek, APISOCH ve API
20STREP (BioMerieux S.A. France) test kitleri kullanilarak
biyokimyasal yontemlerle identifiye edildi. Calismada kul-
lanilan V. salmoninarum izolatinin PCR analizine iliskin jel
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Resim 1: A. Solungag kemerine yakin alanlarda petesiyel kanamalar (oklar). B. Bagirsakta siskinlik, serozadan segilebilen sar1 turuncu renkte icerik (ok). C. Solungag
sekonder lamellerinde telengioektazi. H.E. Bar: 100 um. D. Bobrekte melanomakrofajlarda artis. H.E. Bar: 100 um. E. Epikarditis. Epikardda yangisal hiicre infiltra-
syonu ve fibrinli kalinlagma (sonlu ¢izgi). H.E. Bar: 30 um. F. Mide submukozasinda yogun eozinofil graniiler hiicre artis1 (oklar). H.E. Bar: 50 pm.

elektroforez goriintiisii elde edildi (Sekil 2). Etkene ait PCR
triinlerinden sekans analizi yapilarak sonuglar GenBank’a
KJ685901 accession numarasi ile yiiklendi.

Tartisma

Yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliklarinda kronik ola-

rak seyreden, dzellikle soguk sularda enfeksiyonlara neden
olan Streptococcus tiirlerinden diinyada en yaygin olan1 V.
salmoninarum’dur (Carson ve Munday 1990, Schmidtke ve
Carson 1994, Michel ve ark 1997, Ghittino ve ark 2003). Has-
talik gokkusagi alabaliklarinda Avustralya, Fransa, Italya
ve Ispanya ve Tiirkiye’de bildirilmistir (Schmidtke ve Car-
son, 1994, Michel ve ark 1997, Gihittino ve ark 2004, Ruiz-
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Tablo 3. Mikroskobik bulgular ve gruplara gore dagilimi.

Mikroskobik bulgular DIP (n/20) KiP (n/10) DIM (n/20) KiM (n/10)
Deri

pigment artis1 10 2 8 1
mukus hiicrelerinde artis 8 3 5 2
epidermiste dokiilme 7 0 7 0
Solungag

kanama 7 1 5 0
6dem 12 2 9 2
hiperplazi 12 2 9 1
telengioektazi 6 0 8 0

Hava kesesi

6dem 9 0 6 0
kanama 6 1 3 0
yangisal hiicre infiltrasyonu 3 0 1 0

Mide - Bagirsaklar

goblet hiicrelerinde artis 15 2 10 2
bez epitellerinde dejenerasyon 9 0 7 0
EGH proliferasyonu 12 0 14 0
Periton

peritonitis 7 0 5 0
Kalp

epikarditis 3 0 2 0
endokarditis 8 0 4 0
bakteri kiimeleri 3 0 1 0
perikarditis 3 0 2 0
Beyin

hiperemi 10 3 6 1
meningitis 4 0 0 0
bakteri kiimeleri 3 0 0 0
noronlarda dejenerasyon/nekroz 5 0 2 0
Bobrekte

melanomakrofajlarda artis 13 0 8 0
tubulus epitel dejenerasyonu 13 1 10 2
tubulus epitel nekrozu 10 0 9 0
Dalak

melanomakrofajlarda artis 4 0 4 0
siddetli konjesyon 5 0 3 0
Karaciger

kanama 7 0 6 1
yaglanma 11 2 7 1

DIP: Deneme intraperitoneal, KiP: Kontrol intraperitoneal, DIM: Deneme immersiyon, KIM: Kontrol immersiyon
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Zarzuela ve ark 2005, Didinen ve ark 2011). Ruiz-Zarzuela
ve ark (2005) Avrupa tlkelerindeki alabalik kulugkahanele-
rinde (10-12°C su sicakliklarinda) anag¢ baliklarda mortalite
oraninin yillik ortalama %50 oraninda oldugunu belirtmistir.
Gokkusagi alabaliklarinda L. garvieae sicak suda enfeksiyon-
lara neden olurken, V. salmoninarum soguk sularda 6zellikle
yetiskin damizlik baliklarda kronik seyreden enfeksiyonlara
neden olmaktadir (Michel ve ark 1997). Tiirkiye’de de 2010
yilindan itibaren 10-12°C su sicakligindaki alabalik kulugka-
hanelerinde anag¢ baliklarda diisiik mortaliteyle seyreden
Streptococcus enfeksiyonlari goriilmeye baglamistir (Diler ve
ark 2002, Tanrikul ve ark 2014). 2011 yilinda Akdeniz Bo6l-
gesi‘ndeki bir isletmede V. salmoninarum’dan kaynaklandig:
belirtilen enfeksiyonda %55 mortalite tesbit edildigi bildiril-
mistir (Didinen ve ark 2011). Son 5 yilda bir¢ok vakayla kar-
silasilmis ve 6zellikle anag baliklarin enfeksiyonu sonucunda
kulugkahanelerdeki yumurta kalitesi ve miktarindaki azalma
onemli bir problem olarak karsimiza ¢ikmistir.

V. salmoninarum, kulugkahaneler arasinda balik nakilleriyle
yayllmakta ve su sicakliginin diisiik olmasi nedeniyle de 6zel-
likle alabalik kulugkahanelerini tehdit etmektedir (Ghittino
ve ark 1999). Fransa'nin giineybatisinda bir alabalik ciftligin-
de 1993 yilinda yogun 6liimlerle seyreden salginda gram po-
zitif bir bakteri kaydedilmis, daha sonra her yil tekrar eden
bu 6liimlerden yeni bir kok grubu Vagococcus izole edilmistir
(Schmidtke ve Carson 1994). Soguk su Streptococcosis'i ola-
rak da bilinen V. salmoninarum enfeksiyonunun 10-12°C su
sicakliginda 6zellikle yumurtlama donemindeki anag¢ gok-
kusag1 alabaliklarinda %50’ye varan 6liim orani ile ala-
balik yetistiriciligi yapilan Avrupa Birligi tilkelerinde giderek
o6nem arz eden bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Ruiz-
Zarzuela ve ark 2005). Enfeksiyonun anag baliklarda oldugu
gibi 6zellikle soguk sularda, 50-200 g agirhgindaki baliklar-
da da %20-50 oraninda mortaliteyle seyrettigi bildirilmis-
tir (Ghittino ve ark 1999). Sunulan bu deneysel ¢calismada,
denemenin ilk giinlerinde 13-14°C’de tutulan su sicakligl
sonradan 11°C’ye diisiirtilmiis ve her iki deneme grubunda
da mortalite %100 olarak belirlenmistir. Tiirkiye'de ilk bil-
dirilen dogal vakada ise 12.6°C’de iki ay sure ile %55 ora-
ninda ytiksek bir mortalite izlenmistir (Didinen ve ark 2011,
Tanrikul ve ark 2014). Gliney Ege Bolgesi'nde 2010 yilinda
itibaren kuluckalarda ayni su sicakliklarinda ortaya ¢ikan va-
kalarda bu oranda ciddi bir kayipla karsilagiimamistir (Tan-
rikul ve ark 2014).

Genellikle Vagococcus salmoninarum izole edilen isletmeler-
de yillik olarak anag baliklardaki mortalite oraninin %10 ol-
dugu ifade edilmektedir (Tanrikul ve ark 2014). 1999-2001
yillart arasinda Ispanya’da gokkusagi alabaliklarinda %11-
36 oraninda mortalite bildirilmistir (Ruiz-Zarzuela ve ark
2005). Michel ve ark (1997)’nin 1.8x107 cfu/ml dozunda int-
raperitoneal enjeksiyon ile gerceklestirdikleri deneysel en-
feksiyonda dahi diisiik mortaliteler tesbit edilmistir. Sunulan
calismada tiim deneme boyunca izlenen; ani sigramalar, ters,

Birincioglu ve ark

dik, spiral ylizme ve donme hareketleri gibi sinirsel semp-
tomlara literatiirlerde rastlanmamistir. Deneme gruplarinda
goriilen bu anormal ylizme hareketlerinin beynin histopato-
lojik incelemesinde saptanan, néronlarda dejeneratif ve nek-
rotik degisiklikler ile birlikte meningitis bulgularinin neden
oldugu ortaya kondu. Literatiirlerde (Ruiz-Zarzuela ve ark
2005, Didinen ve ark 2011) anag baliklarda bildirilen renkte
koyulasma ve istahsizlik bu ¢alismada da goriiliirken, deride-
ki erozyon ve furiinkullere rastlanmamistir. Hastaliga iligskin
Michel ve ark (1997)'nin belirttigi gastroenteritis bulgulari
deneme gruplarindaki lezyonlar ile értiismiis, ancak toplam
26 (12 DIP, 14 DIM) balikta gériilen mide ve bagirsaklarin
submukozalarindaki eozinofilik graniiler hiicre (EGS) proli-
ferasyonlarina dair bir kayita rastlanmamistir. EGS’lerin ana
fonksiyonel 6zelliklerinin, memelilerdeki mast hiicrelerine
oldukea benzer 6zellikler gosterdigi; kimyasal efektor ajanla-
rin ve bazi histamin tiirevlerinin ortak oldugu ifade edilmis-
tir (Reite ve Evensen 2006). Baliklarin tizerine yapilan ¢esitli
bakteriyolojik arastirmalarda bu hiicrelerin artisina dikkat
¢ekilmistir (Avci ve Birincioglu 2005, Roberts 2012). Bob-
reklerde, melanomakrofajlardaki artis ¢alismanin en dikkat
ceken bulgular1 arasinda yer aldi. Baliklarin cesitli enfeksi-
y6z hastaliklarinda yapilan incelemelerde melanomakrofaj
merkezlerin arttigl 6nceki ¢alismalarimizda da (Avc ve Bi-
rincioglu 2005) saptanmis, ancak bu kadar yogun bir sekilde
goriilmemistir. Bu merkezlerin, bagisiklik sisteminin bir ya-
nit1 olarak, bakteriyel ve paraziter antijenleri isleme; direngli
patojenlerin fagositozisi sonucu fosfolipid ve demir depola-
ma gibi fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Artan melanomakro-
faj merkez aktivitesi, su ortaminda kendini gosteren stres
kosullarinin hassas gostergesi olarak degerlendirilmektedir
(Agius ve Roberts 2003). Calismadaki baliklarda, kronik
formda bobrek tubuluslarindaki dejenerasyon, nekroz ve
hyalin damlalarinin varlig1 bircok balikta goriilerek énem-
li bir 6lim nedeni olarak degerlendirilmistir. Buna karsin,
mevcut literatiir bilgide bu lezyonlara rastlanmamistir. Diger
yandan kimi arastirmacilar (Ghittino ve ark 2004, Michel ve
ark 1997) tarafindan 6liim nedeni olarak isaret edilen peri-
karditis ve epikarditis bulgular1 ¢alismamizda sinirl sayida
balikta (5 olgu) saptandi. Bulgular tiimiiyle degerlendirildi-
ginde hem makroskobik hem de mikroskobik olarak ortaya
konan bu farkliliklarin; ¢calismanin deneysel olmasi ve dene-
me gruplarinda kullanilan balik biiytikliigi ile iliskili olabile-
cegi kanisina varilmistir. Sunulan ¢alismada, V. salmoninarum
enfeksiyonu Tiirkiye’de gokkusagi alabaliklarinda ilk kez de-
neysel olarak olusturulmus ve saptanan klinik, makroskobik
ve mikroskobik bulgular kapsamli bir sekilde karsilastirila-
rak degerlendirilmistir (Birincioglu ve ark 2014).

Oneriler

Bu calismada, gokkusagi alabaliklarinda V. salmoninarum en-
feksiyonu, Tiirkiye'de ilk kez deneysel olusturulmus ve has-
taligin klinik-patolojik bulgular1 incelenmistir. Enfeksiyona
yaklasimda; dogal enfeksiyonda bilinen bulgular ile deneysel
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enfeksiyonda sekillenen bulgular arasindaki farkliliklarin
gerek sektordeki yetistiriciler, gerekse veteriner hekimler ve
konu iizerinde ¢alisan arastirmacilar tarafindan dikkate alin-
masl Onerilmektedir. Bunun yanisira, bakteriye iligskin yapi-
lan sekans analizleri sonucu da ¢alismanin molekiiler derin-
ligiyle takip edecek ¢alismalara yon verecegi diisiiniilmiistiir.
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