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OZET
YUKSEK LISANS TEZI

Saprolegnia parasitica ILE ENFEKTE EDILEN GOKKUSAGI ALABALIGI (Oncorhynchus
mykiss)’NIN HISTOPATOLOJIiSi

Basar ALTINTERIM
Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Su Urtinleri Yetistiricilik Anabilim Dali
2003, Sayfa: 20

Bu ¢alisma da Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Akvaryum Laboratuvarindaki
akvaryumlarda stoklanan alabaliklar, (Oncorhynchus mykiss) Saprolegnia parasitica mantari ile
enfekte edilerek histopatolojileri incelendi. Arastirmada; ortalama agirhgt: 41,2 + 7,1g (34,1-48,3g) ve
boyu: 16,7 + 2,6cm (14,1-19,3cm) olan toplam 60 adet gékkusag: alabalig kullanildi. S. parasitica
stok kiiltiirlinden, 0,001 gr/ml chloramphenicol ilaveli Corn Meal Agar (CMA)’da etiivde tiretildi. S.
parasitica zoosporlari, alabaliklarin dorso-ventral bolgeleri ile solungaglarina siirme ve su ortamina
karistirma birakma yollar1 ile bulagsma saglandi. Makroskobik olarak deri, solunga¢ ve gozler iizerinde
pamugumsu olusumlar goériildii. Alabaliklarin yem aliminda ve vitalitelerinde azalma, solunum
hareketlerinde artma tespit edildi. Mantar iiremesinin gériildiigii deri, kas ve solunga¢ dokularindan
histolojik kesitler alindi. Dejenere dokularin mikroskop altinda fotograflan ¢ekilerek incelendiginde;
deride erozyonlarin, kas tabakasinda nekroz ve 6demlerin, solunga¢ lamellalarmda ise hemoraji ve

konjesyonun olustugu tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Sucul mantarlar, Gokkusag1 alabaligi, Saprolegnia, histopatoloji.
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ABSTRACT

Master Thesis

Histopathology of Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) Infected with Saprolegnia parasitica

Basar ALTINTERIM
Firat Universitiy
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Fish Production and Breeding
2003, Page: 20

In this study, rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) in aquariums of Fisheries Faculty
Aquarium Laboratory of Firat University were infected with Saprolegnia parasitica and examined for
histopathology.

A total of 60 rainbow troyt of which mean weight and mean lenght were 41.2 + 7.1g (34.1-
48.3g) and 16.7 + 2.6cm (14.1-19.3cm) respectively, were used in this research. S. parasitica was
isolated in 0.001 g/ml chloramphenicol added CMA (Corn Meal Agar). S. parasitica spores were
inoculated to the fish by smearing dorso-ventrally and on gills and bathing. Macroscobically, cotton
like appearences were observed on skin, gills and eyes. When pictue of infected skin, gills and eyes
were examined erosion on skin necrose and oedema in muscle and hemorrhage and congesion on gill

lamelles were observed.

Key words: Aquatic fungi, Rainbow trout, Saprolegnia, histopathology.
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GiRiS

Yasamin birgok evresinde mantarlarm zarar ve yararlariyla kargilagiimaktadir.
Mantarlar, baz:1 asitlerin, ilaglarm, gida maddelerinin ve vitaminlerin iretiminde kullamilirlar.
Bunun yani siwa organik maddelerin pargalanmasinda doBanin vazgegilmez bir parcasidir.
Yararlar1 oldugu kadar ila¢ ve gida maddeleri iizerindeki tahrip edici &zelliklerinden dolay:
zararlar1 da bulunmaktadur.

Suda goriilen mantar tiirleri ise kiiltiir bahkgiliginda balik yumurtast ve balik fizerinde
tireyerek hastalanmalarmna ve Oliimlerine neden olmaktadirlar. Hastaliin ikincil bir etken
olmas: birincil derecedeki etkenin bahk viicudunda daha uzun kalmasma ve dolayistyla
tahribatin maksimum seviyeye ulagmasma neden olmaktadw. Bu sayede hastalik olugturan
birincil etkenin diger baliklara yayilma oranm da yiikseltmektedir. Mantar enfeksiyonlar: strese
ve cevresel kogullara duyarh olan baliklary, kolayca etkilemektedir. Oyle ki baliklar su
sicakhiginin degigiminde bile mantar hastaliklarma yakalanabilmektedirler.

Mantar etkenlerinin deneklere bulagtiriimasinda dorso-ventral bolgeye ve solungaglara
stirme metodu, mantar etkeninin suya aktariimas: ySntemleri kullamimaktadir (Singhal ve dig.,
1987; Willoughby, 1994).

Saprolegnia etkeninin, dencklere inokiile edilmeleriyle ¢esitli makroskobik ve
mikroskobik bulgular elde edilmistir. S. parasitica'nin, gbkkusag alabaliklarmin
(Oncorhynchus mykiss) solungaglarna, sirme yonteminin uygulanmas: sonucunda solunum
hareketlerinde diizensizlik tespit edilmigtir, Intraperitoneal enjeksiyon yontemti ile olugturulan
enfeksiyon sonucunda ise dengesiz yilizme hareketleri, havuz kenar ve kogelerine yakin
bulunma, durgun goriinme, solunumda diizensizlik tespit edilmigtir (Pickering ve Willoughby,
1982). Mantar kolonilerinin bahklardaki hiicre ¢ogalmasimi direkt olarak etkiledigi buna bagh
olarak da vitalite azlif, yem almmda azalma, solunum hareketlerinde dizensizlik, ani yiizme
hareketleri, Oliim olaylarmin meydana geldigi, solungaglardaki histolojik muayenelerde
solunga¢ lammellalarinda dejenerasyonlann tespit edildigi belirtilmistir (Hoshina ve dig., 1960;
Roberts ve Shephard, 1994; Willoughby, 1985).

Saprolegnia enfeksiyonlarinin olugmamas: igin &lii veya hasta baliklarin ortamdan
ayiklanmasi, g¢evresel kogullarin diizenlenmesi, stres faktorlerinin ortadan kaldirimasi gibi
koruyucu Onlemlerin alinmasi tercih edilmigtir. Mantar hastalkklarmin tedavisinde cesitli
kimyasallardan yararlamisa da Onemli olan bulagma ihtimaline karsi koruyucu tedbirlerin
ahnmast ve bu sayede de mantar hastaliklarmin getirebilecedi zararlarm minimuma
indirilmesidir (Pickering ve Willoughby, 1982; Willoughby, 1989).




Bugiine kadar Saprolegnia parasitica mantarimmn baliklar fizerindeki histopatolojik
etkilerinin incelenmedigi iilkemizde, bu ¢ahsmada Saprolegnia parasitica wmantarmin
alabaliklarda olugturabilecegi histopatolojik olarak etkilerinin tespiti amaglanmigtir.

Bu tez ¢ahsmasi, Firat Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Yonetim Birimi
(FUBAP) tarafindan 593 nolu proje olarak desteklenmigtir.



2. LITERATUR BILGisi
2.1. Mantarlar

Mantarlar; dogada parazit, saprofit veya simbiyotik olarak yasamlarin1 siirdiirmektedir.
Mantarlarin morfolojik ve fizyolojik fonksiyonlarmin ortaya koyulmasi durumunda yararh
faaliyetlerinden siirekli bir gckilde faydalanmak ve zararh faaliyetlerinden de sakinmak
miimkiindiir. Mantarlar canblar {izerinde parazit olarak yasamlarmi siirdiirdiiklerinden onlarin
hastalanmasma ve hatta Slimlerine neden olurlar (Ekingen, 1983; Oner, 1992; Zeybek, 1988;
Cengizler, 2000).

Mantarlar, ¢ok ¢esitli olmalar1 nedeniyle, makroskobik ve mikroskobik olarak
morfolojik karakterleri yoniinden oldukga genig bir farklilik gésterirler. Bu durumlari her ne
kadar, genetik dzelliklerine bagh ise de, yaslanma, beslenme ve gevresel kosullarin etkisi ile de
yakindan iligkilidir. Mantarlarin biiyiik ¢ogunlugu flamentdz bir koloni morfolojisine sahip
olmalarmna kargin, bazilar1 da mukoid bir iireme gosterir (Arda, 1997; Baydar, 1990; Ekingen,
1983). Mantarlarm birgogu aerobik karakter tagirlar ve oksijenin bulundufu ortamlarda
gelisirler ve iirerler. Bu nedenle havada bulunan oksijen miktar: iireme igin yeterlidir. Oksijenin
azh@ veya mikroacrofilik kosullar iiremeyi ve gelismeyi smirlar (Altuner, 1995; Arda, 1997,
Bigici, 1990, Fitzpatrick ve dig., 1995, Hatai ve Hoshiai, 1994).

Mantarlar genellikle diisiik pH degerlerinde bile kolayca iireyebilir ve biyle ortamlara
adapte olabilirler. Bu nedenie mantarlarim minimal ve maksimal pH-limitleri 2-11 arasinda
degigebilir. Mantarlarm iireme sicaklifi limitleri oldukga genistir ve tiirler arasmda farklar
gosterir. Bu smirlar, 0° ile 60°C arasmnda degismektedir. Hifler maksimal sicakhk limitinin
disinda kolayca dlmelerine karsilik, sporlar yiiksek sicaklifa ve degisik ¢evre kosullarma ¢ok
fazla dayamkhlk gosterirler. Buzdolabinda iireyebilen ve gidalarin bozulmasina neden olan
mantarlara her zaman rastlamak miimkiindiir, Termofilik olanlar ise 60°C’nin iistiinde
gelisebilir. Ancak optimal sicaklik, iireme i¢in en uygun olamdir. Patojen mantarlar igin optimal
sicaklik, iizerinde veya i¢inde firedikleri canlimin sicakhk derecesi olarak kabul edilmektedir
(Howe ve dig., 1999; Humason, 1979; Meyer, 1991; Mitchel ve Collins, 1997).

Mantarlar sporlanma (sporulasyon) ile eseysiz (aseksiicl) ve eseyli (seksiiel) olarak
iireme yetenegine sahiptirler. Miselyumlar olgunlagir ve yeterince gida maddesi depo ederse
veya gevresel kosullar sporulasyona uygun ise hiflerde, gesitli sekillerde sporlar gelisir. Sporlar
olgunlastiktan sonra hifden ayrilarak serbest hale gelir ve uygun kosullarda ¢imlenerek kendi
tiiriine 6zgii mantarlar olugtururlar. Bu 6zcllik mantarlarm smiflandrilmasinda yardimer olur.
Mantar sporlari degisen ¢evre kogullarina ¢ok dayanmikhidirlar. Bu nedenle dogada uzun yillar



canli ve enfektif olarak kalabilirler. Eseyli iiremede scksiiel sporlar, ayr cins veya karakterde
olan iki gametin ¢ekirdeklerinin bSlinmeye ugrayarak haploid hale gelmesi ve bu haploid
kromozomlarm birlesmesi sonu meydana gelirler (Altuner, 1995; Arda, 1997; Mueller ve
Whister, 1994; Murphy, 1981 :Ozdemir, 1994).

Mantar kolonileri, hif adi verilen genellikle, ince, uzun ve saydam mikroskobik
flamentlerden olugmuslardir. Uzunluklan tiirlere gére degismekle beraber 1-3 cm ve ¢aplan da
5-10 pm arasmdadir. Bazilar1 ince bir borucuk tarzinda bir goriiniime sahip olmasma karsmn, bir
kisim hifler de, genetik karakterleri geregi, dallanma gosterirler. Hiflerden meydana gelen ag
benzeri olusumlara miselyum (mycelium) ad: verilir. Miseller mantarlarm vejetatif gévdesini
teskil ederler. Beslenmede rol alan hiflere vajetatif hif, bunlarin disinda kalanlara ise arial hif
denir. Arial hiflerden ¢ogalmada goérev alanlarina ise fertil hif ad: verilir (Baydar, 1990; Erer,
1995; Kandil, 1976; Neish, 1977; Neish ve Hughes, 1980; Zeybek, 1988).

Kiiltiir ortamlarmda 6zellikle, patojen mantar kolonilerinde, hiflerin mikroskobik ve
makroskobik morfolojilerinde bazi farklilagmalar goze carpmaktadr. BSyle degisimler daha
ziyade arial ve fertil hiflerde gozlenmektedir. Bir kisim hiflerde de spiral, raket, noduler,
samdan, tarak, gibi 6zel formlara rastlanabilmektedir (Arda, 1997; Baydar, 1990; Noga, 1996;
Oner, 1992; Peterson ve dig., 1994; Pottinger ve Pickering, 1992).

Mantar hiicrelerinde ¢ekirdekler kiigiiktiir (2-3pm). Bu nedenle de normal ik
mikroskoplan ile giigliikle fark edilirler. Cekirdegin etrafinda ¢ift kath ve delikli bir zar (hiicre
zar1) bulunur. Her mantar hiicresinde ¢ekirdek olup giemsa ile boyanan preparatlarda kolayhkla
goriilebilir. Ancak, ¢ok geng ve ¢abuk iireyen hiflerde bazen birden fazla ¢ekirdege rastlanabilir.
Septumsuz hiflerde, her hiicrede birden fazla ¢ekirdegin varligi kabul edilmektedir (Arda, 1997,
Kandil, 1976; Ozdemir, 1994; Rach ve dig., 1997; Timmermans, 1994; Zeybek, 1988).

‘Mantarlarm klorofilleri olmadigi igin fotosentez yapamazlar. Bu nedenle gida
gereksinimlerini digaridan kargilamak zorundadirlar. Bazi mantarlar basit yapidaki ortamlarda
gelisebildikleri halde, digerlerinin ise iiremeleri, gelismeleri igin inorganik maddelere, vitamin
ve kimyasal maddelere ihtiyaglar1 vardir. Patojenik mantarlardan bir kismu igin tiamin, inositol
veya biotin iiremeyi artirici veya iiretme faktorii olarak dnemlidir. Patojen mantarlan firetmek
ve izole etmek igin, laboratuvarlarda, bilesiminde gesitli inorganik ve organik maddeler bulunan
besi yerleri kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda en fazla Sabouraud dekstroz agar, Brain-heart
infusion kanh agar, Czapek agar, Patates dekstroz agar, vs. kullamlmaktadir (Altuner, 1995;
Baydar, 1990; Bigici, 1990; Colak, 1980; Roberts, 1989; Roberts and Shepherd, 1994).




2.1.1. Saprolegniasis

Tath ve tuzlu sularda yasayan baliklarda ve yumurtalarmda goriilen Saprolegnia tiirii
mantarlarin neden oldugu bir hastabktir. Alabahk kulugkahanelerinde epizootik karakterde
seyretmekte ve bilyiik ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Lezyonlar balik iizerinde hizla
gelismekte ve kimyasal tedavi yoluna gidilmedikge Slimlere yol agmaktadir. Genellikle 6lii
balik yumurtalarina hiicum etmekte ondan sonrada yakimindaki canli yumurtalara ve baliklara
sicramakta ve Oldiirmektedir. Hastahk olaylarinda en fazla Saprolegnia invaderis ve S.
parasitica izole edilmektedir, Bu mantarlar uzun, brangh ve septumsuz hiflere sahiptirler.
Saprolegniasis’in en Snemli ayirt edici 6zelligi sporangiumlarmin iki flagelluma sahip olmasi ve
hareket edebilmeleridir. Saprolegnia tiirleri ozellikle diigiik sicakliklarda bulunurlar. Bunlar
genellikle salmonlarda, sazanlarda ve yilan baliklarinda sikga rastlanmaktadir (Sareyytipoglu,
1995; Seymour, 1970).

Balik iizerinde onceleri kiigiik bir Ieke halinde baglayan mantar odaklari zamanla
bityiiyerek gozle goriilebilecek bir biyiikliife ulagrr ve zamanla viicut yiizeyine yayilr.
Saprolegnia, bah@ giigsiiz diigiirmekte ve baligm oliimiine nedcn olmaktadir (Ekingen, 1983;
Roberts, 1994; Sarieyyiipogh, 1995, Snieszko, 1974; Singhal ve dig., 1987).

Baliklarda mantarlarm olusturdugu hastahklan aragtrmak amaciyla bir ¢ok ¢aligma
yapimistir. Bu ¢aligmalar tarih sirasma gre asagida verilmistir.

Hoshina ve dig. (1960), yilan baliklarinda olugan Saprolegniasis’i ve histolojisini;
Pickering ve dig. (1979), enfekte baliklardan izole edilen Saprolegnia parasitica’nm ikinci
devre zoospor Kkistlerinin yapisi ve histopatolojisini; Roberts ve Shepherd. (1994), S.
parasitica’nn mikotik alanlarmi ve histolojisini incelemislerdir. Willoughby ve Pickering,
(1997), tropik tath su bahklarim etkileyen S. parasitica’nmn histopatolojik arastiriimasim ele
almuglardrr. Pickering ve Willoughby (1982), salmonlardaki Saprolegnia enfeksiyonlariny
Alderman (1986), S. parasitica’nin izolasyonu ve kiiltiiriinii; Smith ve dig. (1985), alabalik
yumurtalarmda Saprolegnia’mn olugturdugu koloni ve enfeksiyonlarim aragtirmislardir. Singhal
ve dig. (1987), Saprolegnia ve Achlya’nm deneysel olarak baliklara tasmmasm, baliklarda S.
parasitica’nn biiyiimesinin mikroskopi vasitasiyla Slgiilmesini saglamiglardwr. Willoughby ve
Roberts (1992), Asya’daki baliklarda S. parasitica’nn izolasyonu igin gelistirilen metodolojiyi
ortaya koymuslardir. Bly ve dig. (1997), balik igin patojenik olan Saprolegnia’nin Pseudomonas

fluorescens vasttasiyla engellenmesine galismuslardir.



3. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alisma 2001-2002 tarihleri arasmda Cip Balik Uretim Tesisi’ndeki beton
havuzlarda ve Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi akvaryum laboratavarmdaki cam
akvaryumlarda stoklanan alabaliklar (Oncorhynchus mykiss) iizerinde gergeklestirildi.

Cahsmada agirhgs: 41,2 £ 7,1g (34,1-48,3g) ve boyu: 16,7 £ 2,6cm (14,1-19,3cm) olan
toplam 60 adet gokkusagn alabah@ kullamldr. Gokkusag: alababklari D.S.I 9. Bolge
Miidiirliigii Keban Su Uriinleri Sube Miidiirligiinden temin edildi. Alabaliklar, Cip Bahk
Uretim Tesisi’ndeki havuzlarda 15 giin siireyle, ortama adapte olabilmeleri igin stokland:.
Sonrasinda alabaliklarm Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi akvaryum laboratuvarmdaki
cam akvaryumlarda 7 giin siireyle ortama adaptasyonlari saglandi. Baliklar pelet yem ile
beslendi. Denemede 60x30x20 cm cbatlarinda toplam 6 akvaryum kullanildi. Su sicaklifn
termometre ile her giin Slgiildii. Akvaryum sular1 Rambo marka hava pompalarn yardimiyla
havalandrildy, diigiik sicakliklarda isttici ile sicaklik dengede tutuldu.

Saprolegnia parasitica, Cip Balik Uretim Tesisindeki hasta baliklardan izole edilerek,
0.0001 gr/ml chloramphenicol ilaveli Corn Meal Agar (CMA)’da etiivde iiretildi. S. parasitica,
stok kiiltiiriiniin genglestirilmesi amaci ile taze CMA’ya aktarilarak, 20-22 °C’de 3 giin inkiibe
edildi. CMA’da gelisen S. parasitica kolonisine kabuklari temizienerek otoklavda steril edilmis
kenevir (Cannabis sativa) tohumlart (4-5 adet) yerlestirildi. 20-22 °C’de 12-24 saat siireyle
inkiibe edilerek mantar hifalarinmm tohuma transferi saglandi. Mantar hifalarimi tasiyan bu
tohumlar, distilasyon cihazi ile distile edilmig su bulunan petri kutularina aktarildi. S. parasitica
mantar1 3 ayr1 yontemle alabaliklara bulagtirilmaya ¢alisildi. Her yontem igin 15 alababk
kullanmak tizere 3 gurup olusturuldu. Birinci gurup baliklarin dorso ventral kisimlar: bistiirinin
ucuyla zedelendirilip S. parasitica, 0,5 mladet ve 0,4x10° zoospor/ml yogunluktaki stok
kiiltiiriinden ekiivyon gubuguyla siiriilerek bulastiriidi. fkinci gurup balkiarn solungag
kapaklar1 (operkulum) steril bir pens yardimiyla aralanarak S. parasitica’nin stok kiiltiiriinden
ekitvyon gubugu bulastirilip, solungaglara siiriilerek enfekte edildi. Ugiincii gurup baliklar ise;
bulunduklan akvaryum suyuna, pipetle S. parasitica igeren solusyondan 0,4x10° zoospor/ml
yogunlukta 20ml miktarmda karigtinilarak enfeksiyonun bulastirilmasina ¢ahgildi (Roberts ve
Shepherd, 1994; Diler ve Diler, 1996; Bootsma, 1973; Dykova ve Lom, 1978; Fregenada ve
dig., 2000; Lee ve Luna, 1968).

Bulastirmay: takiben enfekte ve kontrol guruplarindan 12, 15, 18, 21 ve 24. giinlerde
3’er adet bahk Ornegi almarak 6rnekleme islemleri yapildi. Bilinen ySntemlerle otopsisi (Arda
ve dig., 2002) yapilan baliklarin deri, kas ve solungaglarindan doku ornekleri ahndi. Alinan
doku drnekleri % 10°luk formalin solusyonunda fikse edildi. Tesbit edilen doku Srnekleri tesbit



stvisindan armdirilmak {izere tesbit siiresi kadar yikamaya alindi. Dehidrasyon igin alkol,
parlatmak i¢in xylol serilerinden gegirilip, parafine emdirildikten sonra yine parafinde
bloklandi. Leica marka kizakli mikrotomda Parafinli dokulardan 5-6 mikron kalnliginda
kesitler ahndi. Doku  kesitlerine rutin  incelemeler igin  hematoksilen-eosine  boyamasi
uygulandi. Hazirlanan preparatlar Olympus BH-2 aragtirma mikroskobunda incelendi. Onemli
bulgular mikrofotografi ile tespit edildi.

4. BULGULAR

Saprolegnia parasitica, Cip Balik Uretim Tesisindcki hasta baliklardan izole edilerek,
0.0001 gr/ml chloramphenicol ilaveli Corn Meal Agar (CMA)’da ctiivde iirctildi. S. parasitica,
stok kiiltiiriiniin genglestirilmesi amaci ile taze CMA’ya aktarilarak, 20-22 °C’de 3 giin inkiibe
edildi (Sekil 4.1.). Genglestirilen mantar sporlarinin steril kenevir tohumlarma gegisi sagland.
Tohumlar sayesinde yogun hale gelen mantar sporlart saf suya aktarildi. Bulagtirma iglemi
yapilmamis ve yapilmg alabaliklarin griiniimleri Sekil 4.2. ve 4.3.°de verilmistir




Sekil 4.2. Bulagtirma iglemi yapilmamis gokkusag alabalig1.

Sekil 4.3. Saprolegnia parasitica iiremesinin gorilldigii gokkusag alabalig.




Deney siiresince akvaryum suyu sicaklign 12-13 °C arasinda degisim gosterdi.

Alabaliklarda mantar iiremelerinin saptanmasi igin giinliik olarak gozlemler yapildi. Deney

gruplar1 (Grup 1, Grup 2, Grup 3) ve kontrol grubu alabaliklarm total boy ve agirhiklar1 Tablo

4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1, S. Parasitica ile enfekte edilen ve edilmeyen kontrol grubuna ait alabaliklarin total boy (cm)

ve agirliklan (g).
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Kontrol

T. Boy Agirlik T.Boy | Agwhk | T.Boy Agirhk T. Boy Agirhk
155 38 14.7 36 20.4 50 12.3 32
16.4 42 16.3 42 16.8 42 18.5 40
17.0 46 15.2 37 15.9 35 21.0 52
17.8 54 16.8 42 17.8 54 152 38
14.5 38 20.2 50 13.5 35 18.6 56
15.6 38 17.3 44 19.2 47 14.6 38
14.8 36 18.9 47 18.9 46 12.8 30
16.2 44 135 35 17.8 43 19.8 43
144 34 19.7 48 15.6 40 20.5 50
16.7 40 21.0 52 19.8 44 12.6 27
16.9 46 13.4 36 18.7 43 13.9 33
15.9 40 12.8 32 14.6 36 14.8 37
172 38 222 55 222 53 15.7 40
18.3 41 137 27 18.9 L 20.5 51
15.7 40 14.0 32 11.5 28 19.2 47

16,1+1,1 | 41449 | 16,6+3,0 | 41482 | 17,4+2,8 | 41,8+6,6 | 16,6+3,1 | 40,918,7




4.1. Makroskobik bulgular

Mantar miselyumlar: ilk etapta tahrig edilen dorso-ventral bolgede ve solungaglarda
iireme gosterdi Yem ahmlarinda azalmalarin meydana geldigi ve vitalitenin azaldign goriildii.
Derideki lezyonun ctrafinin kirmizi bir hal aldig: belirlendi. Daha sonra miselyumlar baliklarin
solungaglarnda sekillenmeye bagladi. Solungaglardaki lezyonlarin akut halinde ise baliklarda
agiz agma, su digina sigrama ve ani yiizme hareketleri gozlendi. Yem alimi tamamen durdu.
Mortaliteye yakin zamanlarda ise gozler etrafinda mantar iiremelerinin yogunlagtigt tespit
cdildi. Baliklarin canli kalma siireleri tespit edildi (Tablo 4.1.1.).

Tablo 4.1.1. Bulagtirma islemi yapilan ve yapilmayan kontrol grubuna ait alabaliklarin canl

kalma siireleri (saat).

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Kontrol
386 380 403 407
390 392 393 405
392 386 389 404
394 391 394 408
377 402 362 403
382 386 411 410
378 394 403 407
389 362 393 409
378 401 382 410
390 407 401 414
391 373 403 418
383 362 380 425
389 412 414 417
402 370 405 408
381 374 359 415

386,816,9 386,1+15,7 392,8+16.2 410,616,0

4.2. Mikroskobik bulgular
Enfekte grubuna ait baliklardan 135, kontrol grubuna ait baliklardan ise 45 adet olmak iizere
180 adet kesit alindi. Kontrol grubundaki baliklarm doku kesitleri ile enfckte edilmis bahklarn

doku kesitleri kargilagtirild: ve bazi mikroskobik farkliliklar tesbit edildi.
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42.1. Kontrol ve enfekte gurubu alabahklarm kas tabakalarmm incelenmesi

Kontrol grubuna ait kas tabakasmin fotografi incelendiginde kas fibrillerinin normal bir
yapiya sahip olduklarmni, gekirdek ve sitoplazmanin herhangi bir bozulmaya ugramadig goriildi
(Sckil 4.2.1.1). Dorso-ventral bolgeye uygulanan siirme yontemi sonucunda kas tabakasiin kas
fibrillerinin nekroze oldugu ve ddemlerin olustugunu, karyolisizin meydana geldigi tespit edildi
(Sekil 4.2.1.2).

Sekil 4.2.1.1. Kontrol grubu alabaliklarmdan alinan kas tabakasinmn goriniimi, H&Ex200.

I

Sekil 4.2.1.2  Saprolegnia parasitica ile enfekte edilen edkkusag) alabaliklarnm kas
tabakasindaki hemoraji (—), H&Ex200.




4.2.2. Kontrol ve enfekte gurubu alabahklarimn solungag tabakalarimin incelenmesi

Kontrol grubuna ait solungag¢ lamellalari incelendiginde solungag yapragmnin diizgiin
oldugu belirlendi (Sekil 4.2.2.1). Solungaglara siirme yonteminin uygulandigi gruba ait
baliklarin solungag lamellalarinda hemoraji ve konjesyon oldugu goriildii (Sekil 4.2.2.2).

Sekil 4.2.2.1. Kontrol grubu alabaliklarindan alinan solungag lamellalarmn goriiniimii,
H&EX200.

Sekil 4.2.2.2. 2 Saprolegnia parasitica ile enfekte edilen gokkusagn alabaliklarmn solungag
lamellalarindaki hemoraji (—) ve konjesyon (=), H&Ex200.
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4.2.3. Kontrol ve enfekte gurubu alabaliklarimn deri tabakalarimn incelenmesi

Kontrol grubuna ait deri tabakast incelendiginde herhangi bit erozyonun olusmadigy,
sitoplazma ve deri tabakalarmda bir hemorojinin bulunmadign tespit cdildi (Sekil 4.2.3.1).
Ortama birakma yonteminin uygulandigi gruba ait deri tabakasmin fotografi incelendiginde deri
tabakalarinin nekroze olarak pargalanmalarin meydana geldigini tespit edildi (Sekil 4.2.3.2).

Sekil 4.2.3.1. Kontrol grubu alabaliklaridan alman derinin gériiniimii, H&Ex200.

~

Sekil 4.2.3.2. Saprolegnia parasitica ile enfekte edilen gokkusagn alabaliklarimin derisindeki
erozyonun (—») griiniimii, H&Ex200.

13




TARTISMA VE SONUC

Bir aragtrmada (Alderman, 1986) Saprolegnia parasitica izolasyonu ve histolojik
prosediir takibi esnasinda yapilan hatalar sonucunda elde edilen gekillerdeki sitoplazma ve
¢ekirdek renklerinin degisiklik gosterdigini, bu nedenle mantarin yol agtifi dejencrasyonun
tespitinde bir boyama  prosediirine bagh kalmayip baska boyama metotlarimn da
kullanilmasmnin bulgular iizerinde detayh bir tammlamada etkili olacagindan bahscdilmigtir. Bu
nedenle, Grocott metodu iizerinde clde ettigi goriintiilerle Mayers metodu arasmdaki farklihiklar:
iki ayr1 yontemin aym materyaller iizerinde uygulamasini yaparak goruntiilerin farklhiliklarina
ortaya koymugtur. Bu g¢aligmada Mayers ile Grocott metodu kullamlmasma karsm Grocott
metodunda sonuca gotiirebilecek bulgular tespit edilememistir.

Bagka bir aragtirmada (Pickering ve Willoughby, 1982) isc S. parasiticanm, gokkusag
alabaligmin (Oncorhynchus mykiss) solungaglarma siirme ve intraperitoneal enjeksiyon yontemi
ile olusturulan enfeksiyon sonucunda gozlenen dengesiz yiizme, havuz kenar ve koselerine
yakin bulunma, durgun goriinme, solunumda diizensizlik ve ani yiizme harcketleri seklinde
klinik belirtiler tespit edilmistir. Yapmig oldugum c¢alismada, S. parasitica zoosporlart,
solungag, gz ve dorsal yiizgecin altindaki bdlgelere bulagtirma yoluyla enfekte edildi ve benzer
bulgulara rastlamldi.

Saprolegnia ve Achlya’nin dencysel olarak baliklara tagmmasmin incelendigi bagka bir
¢aliyjmada (Roberts ve Shepherd, 1994) mantar kolonilerinin baliklardaki hiicre ¢ogalmasini
direkt olarak etkiledigini ortaya koymustur. Dencklerin % 97’sinde hiicre proliferasyonuna bagh
olarak bogulma saptanmistir. Yapilan bu ¢aligmada benzer sonuglar clde edildi ve baliklarm
solunum giicliigii gektigi goriildii.

Yapilan diger bir ¢alismada; (Hoshina ve dig., 1960), yilan balklarina iki yolla
Saprolegnia parasitica inokiile cdilmis baliklarm hepsinde de mantar bulasmasim takiben;
vitalite azlify, yem aliminda azalma, solunum hareketlerinde diizensizlik, ani yiizme hareketlert,
deney gruplarindaki baliklarda 357-403 saatlik siirelerde 6liim olaylarmin meydana geldigi ve
Olmiis baliklarin  solungaglarindaki histolojik muayenelerde isc deri tabakasinda nekroz,
hemoraji, solunga¢ lamellalarmda hiperemi, kas fibrillerinde nekroz ve karyolisiz tespit
ctmiglerdir. S. parassitica’mn deneysel olarak gokkusagi alabaligma enfckte edildigi bu
aragtrmanin bulgulariyla aym oldugu goriilmiistiir.

Gokkusagi alabalign (Oncorhynchus mykiss) iizerinde yapilan diger bir g¢alismada
enfekte yilan baliklarindan izole cdilen S. parasitica’nn ayri bir deney grubu iizerindeki
baliklarin kaslarina ayri ayri olarak enjeksiyonu yapimistir. Enjeksiyon igleminde, kabuklar:
temizlenerek steril edilmis kenevir (C bis sativa) tohumlar1 (4-5 adet), 20-22°C’de 12 2‘3&
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saat inkiibe edilerek S. parasitica hifalarinin tohuma transferi saglanmigtir. Mantar hifalarint
tagtyan bu tohumlar, iginde steril distile su bulunan petri kutularmna aktarilmistir ve daha sonra
Whatman 541 filtre kagidi yardimu ile steril kogullarda siiziilerck, Thoma lamiyla zoospor
yogunlugu hesaplanmistir. Sporlarin enjeksiyon islemini takip eden siirede baliklarda 154-200
saat sonra Olimler meydana gelmigtir. Yapilan histopatolojik incelemclerde kas tabakalar
arasinda 6dem ve nckroza rastlanilmustir (Pickering ve dig., 1979). Yapilan bu ¢aliymada da
aym yontem kullanilmasina ragmen kaslara enjeksiyon sonucu Pickering ve arkadaglar, 154-
200 saat sonra dliim olaylarim tesbit etmislerdir, bu galiymamda 6lim olaylari 362-412 saat
sonra gozlemlenmigtir. Bunun diginda kas tabakalari arasinda 6dem ve nckroza aym sekilde
rastlammugtir.

Yapilan diger bir ¢ahgmada, (Roberts ve Shepherd, 1994) alabaliklarin cpidermal
tabakasmda Saprolegnia parasitica iiremesinden dolayr meydana gelen hipereminin, Cyprinus
carpio’da da gorillen S. parasitica’nn neden oldugu hiperemi ile benzerlik gosterdigi
belirlenmistir (Richard ve Pickering, 1978). Bu galigmada deri, solunga¢ ve kas tabakalarinda
tesbit edilen hemorajiyle Hoshina ve arkadaglari (1960)’nmn yilan baliklarinda tesbit ettigi
hemorajiyle benzer oldugu saptanmugtir. Richard ve Pickering (1978)’in de alabaliklar iizerinde
yaptig ¢aligmalar sonucu ayni bulgulan elde ctmesi S. parasitica’mn pek gok balik tiiriinde
ayni semptomlart meydana getirdigi fikrini dogurmaktadir.

Sonug olarak bu ¢aligmada; gOkkusag: alabaliklarinda enfeksiyona bagh olarak,
hareketlerinde anormal sayilabilecek ani yiizme hareketleri, su digina dogru yonelerck oksijen
alma istegi, yem alimlarnda zamanla diigiis, deri, kas ve solungaglarda mantar iremeleri
saptandi. Mikroskobik olarak ise kas fibrillerinde ve solungag lamellalarmda hemorajilere, deri
dokularmmda parcalanmalara rastlanildi. Tahribatin dokularda zamanla yogunlagtigi ve yayildig:
goriildii.

Bu da Saprolegnia hastaliginda erken teshisle tedavi yoluna gidilerck doku tahribati ve
Sliimlerin Oniine gegilebilecegini gostermigtir. Bu hastahia karsy; stres kosullarmin ortadan
kaldirilmasi, gevresel kosullarin uygun hale getirilmesi, kalabalik havuzlardaki bahk sayisimn
azaltilmasi, suyun pH, oksijen ve kirlilik seviyelerine dikkat edilmesi, hastaliga yakalanan
baliklarin havuzlardan ayiklanmasi gibi onlemler ahnabilir. Bu saycde mantar etkeni ister
ortamda bulunsun isterse su ile birlikte tagmsm bu doniigiimlii su aritma sistemi ile riski
minimuma indirmis olunur. Dolaysiyla da ckonomik kayiplarm Oniine gegilerck, saghkh
iiriinler elde edip, iiretim sinirlar: agilacaktir.
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