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Bu aragtirmada, toplam 80 adet gokkusafn alabalhify (Oncorhynchus mykiss)
kullamidi. Bir kontrol ve ii¢ deney grubu olugturuldu. Deney gruplarindaki baliklar
Aeromonas hydrophila ile solungagiarina sirme, intraperitoneal ve intramiskiiler
enjeksiyon yollanyla enfekte edildi.

Histopatolojik olarak, iig deney grubunda da solungaglarda hiperemi ve hemoraji;
bobreklerde parankim dcjenerasyonu, nekroz, bowman kapsili  epitelynmunda
desquamasyon; karaciferde vag dejenerasyonu, nekroz ve kuppfer hilcre akiivasyonu;
kaslarda édem, dermiste hiperemi ve kollagen handlarda l6kosit infiltrasyonu ve konjesyon
belirlendi. Mide, bagusaklar ve pankreasts ise histopatolojik herhangi bir bulguya
rastlanslmadi.

Immunohistokimyasal olarak, kontrol ve deney gruplannda farklilik gozlenmed:.
Glukagon immunoreaktivitesi pankreas ve ince bafwsakta, insilin immunoreaktivitesi

pankreasta, substans P immunoreaktivitesi pilorik mide ve ince bafwsakia, gastrin



i

immunoreaktivitesi pilorik midede tespit edildi. Calbindin immunoreakiivitest ise incelenen
higbir organda belirlenemedi.

Elektron mikroskobik incelemelerinde ise, karaciier hepatositlerinde biyik yag
damlaciklan, endoplazmik retitulumda dejenerasycn, membransal yapilar ve organelden
yoksun agtk boyanmug alaslar, iskelet kaslanmda miyofibnller arasinda aynlmalar,
sarkolemma altinda miyofibrillerden yoksun alaclar, yer yer belirgin olmayan A Lve Z
bantlan; bobrek tubulus epitel hiicrelerinde bliylik inklliizyonlar, membransal yapilar ve

hiicrenin bazal kisminda vakuol benzeri yapilar gozlemlendi.

Anshitar Kelimeler: Gokkugags alabalifs (Oncorhynchus myliss), Aeromonas hydrophila,
histopatoloji, immunchistokimya, elektron mikroskop.
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ABSTRACT
PhD Thesis

INVESTIGATION OF PATHOLOGY OF RAINBOW TROUT (ONCORHYNCHUS
MYKISS WALBAUM, 1792) INFECTED WITH AEROMONAS HYDROFPHILA

Sibel SIMSEK KOPRUCU

Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agquaculture
2001, Page: 80

A total of eighty rainbow trout were used in this siudy. Three experimental and one
control groups were made from those fishes. Experimenial groups were infected with

Aeromonas hydrophila by smearing on the gills, intraperithoneal and intramuscularly

injections of bacterium.
Hyperemia and hemorhage in the gills, paranchima. degeneration, necrose,
ithelium of Bowman capsule in the kidseys, byperemia, faity

degeneration, necrose and activation of kuppfer cells in the liver, edema, hyperemia in

dermis, congestion, leucocytic infiltration in collagen bundles of dermis and skeletal
muscles were observed. in all experimental groups. No histopathologic change was seen.in
gastrointestinal orpans of the experimental groups.

Immunohistochemical observation of gut hormons showed that no difference in

between control and experimental groups. Glucagon immunoreactivity was seen in
pancreas and small intestine. Insulin immunoreactivity was only localized in pancreas.
immunoreaciivity was seen in the pyloric region of stomach and swall intesiine




Gasirin immunoreactivity was detected only localized in pyloric siomach. Calbindin
immunoreactivity was not seen any organs examined.

In electron microscopic investigation; large lipid droplets, degeneration in the
endoplasmic reticulum, membraneous bodies and light staining area were had not have any
organels were seen in the hepatosit of liver. Separation of mysfibiils, lost of myofibrils
under the sarcolemma were seen in the skeletal museles. A, | and Z bandles were not scen
clearly in the skeletal muscles. Large inclusions and some membraneous bodies and large

structures as vacuols near the basal parts of cells were seen in the kidney.

Key Words: Rainbow trout (Oncorhynchus iaykiss), Aeromonas hydrophila,
histopathology, imumunchistochemistry, electron microscopy.
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inkliizyonlarin elektron mikroskobik gorinimi, X3000...........ocooovvnrn
Sekil 4.64. Aeromonas hydrophila’nin alabaliklarm solungaglarina stirme,
intraperitoneal ve intramiiskiiler enjeksiyon yollar: ile enfekte edilmesi
sonucunda alabaliklarm babrek tubulus epitel hiicresinin elekiron
mikroskobik gdriiniimii, X3000. a. membransa! yapilar,
b. bazalde iri vakuoller. ...
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TABLOLAR LISTESH

Tablo 4.1. A. hydrophila’mn morfolojik ve biyokimyasal ozellikleri



1. GiRiS

Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde son yillarda gerek kaynak sularinda
yapilan kailtir balikgthgt ve gerekse de baraj gollerinde gerceklestirilen kafes
balikgilig1, yore insaniin protein gereksinimini énemli Slgiide karsilamakta ve ig sahast
bakimindan da iilke ekonomisi i¢in yadsinamayacak bir kaynak olusturmaktadir.

Gelisen bu yogun balik yetistiriciligi hastalik sorunlarim da beraberinde
getirmektedir. Baliklar, igerisinde bulunduklari ortam nedeniyle siirekli olarak
mikroorganizmalarla temas halindedir. Bu nedenle, bakteriyel hastaliklar yogun balik
yetistiriciliginin yapildig: isletmelerde biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu
hastaliklarin  olugmasinda balizin dogal direncini kiran etkenler onemli rol
oynamaktadir. Suyun fiziksel ve kimyasal kalitesindeki bozukluklar, dengesiz veya
yetersiz beslenme ve strese neden olabilecek gesitli faktorler bakteriyel hastaliklarin
ortaya gikmasi igin zemin hazirlamaktadur.

Baliklarda hastalik olusturan bakteriyel etkenlere Aeromonas, Pseudomonas ve
Staphylococcus’lar drek olarak verilebilir.

Aeromonas hydrophila, Vibrionaceae familyasina dahil bir patojen olup farklt
bahk tirleri tzerine olan etkisi mikrobiyolojik, histopatolojik ve fizyopatolojik
yonlerden ele alinmistir. Ornegin; A. hydrophila’nm Carassius quratus balig: Gizerine
olan etkisi fizyopatolojik (Brenden ve Huizinga, 1986), Mugil cephalus (Soliman ve
dig., 1989), Ictalurus punctatus (Ventura ve Grizzle, 1988; Grizzle ve Kiryu, 1993),
Cyprinus carpio (Erer, 1983; Miyazaki ve Kaige, 1986, Timur, 1986; Ahmed ve dig.,
1995; Simgek ve dig., 1997), Stizostedion lucioperca (Timur ve Timur, 1985) ve
Clarias batrachus (Angka, 1990) baliklarina etkisi-ise histopatolojik ve mikrobiyolojik
yonlerden aragtilmigtir.

Gokkusag: alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) A. hydrophila’mn  olusturdugu
enfeksiyonun immiinohistokimya, gtk ve elektron mikroskoblarina dayah yapilmig
komplike ¢ahigmalara simdiye kadar rastlamlmamgtir. Sadece bazi arastiricilar
gokkusag alabalifinda bu etkenin virilensini, yayilmasini, meydana gelen
enfeksiyonun tedavi yollanm incelemis ve baz: organlara olan etkisini histopatolojik
yonden ele almiglardir (Baran ve dig., 1981; Lallier ve dig., 1934; Peters ve dig., 1988;
Santos ve dig., 1988; Candan, 1990; Paniagua ve dig., 1990, Mateos ve dig., 1992).



Bu aragtrmada; Aeromonas hydrophila’mn deneysel olarak gokkusag:
alabaligina (O. mykiss) uygulanarak, enfeksiyonun inkibasyon siiresi, prognozu, klinik
semptomlari, etkenin balifin baz1 organlarina (karaciger, bobrek, solungag, kas, mide,
bagirsak ve pankreas) olan etkisinin 1:1k ve elektron mikroskop diizeylerinde gézden
gegirilmesi, etkenin sindirim kanah (substance P, gastrin, calbindin, glukagon igeren
endokrin hiicreleri) ve pankreastaki (insillin ve glukagon iceren endokrin hiicreleri)
endokrin hiicrelerine olan etkisinin ise immunohistokimyasal yonden tlkemizde ilk kez

incelenmesi amaglanmigtir.



2. LITERATUR BILGISi

Bu ¢aligmada gokkusag alabahiinda bir bakterinin deneysel olarak kullamimi ve
olugabilecek enfeksiyonun incelenmesi hedeflendiginden, literatiir bilgisinde gokkusag:
alabalit, Aeromonas hydrophila, enfeksiyonun patogenesisi ve immunohistokimyasal

(IHK) konulara yer verilmistir.

2.1. Gokkusag alabahgy (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792)

Salmonidae familyasina ait olan gokkusagi alabahg (Oncorhynchus mykiss)
ince-uzun yapili olup, sirt yiizgeci ile kuyruk yiizgeci arasinda bir yag yiizgeci tagirlar.
Karnivor olan bu baliklar, soguk, berrak, bol oksijenli akarsu, kaynak sulari ve gollerde
yasarlar. Renk degisken olup, sirt koyu yesilden kahve yesile kadar degisir. Yanlar daha
agik, karin giimils beyazhigindadir. Bas, viicudun yan tarflari, sit, kuyruk ve yag
yiizgeglerinde birgok siyah benekler bulunur. Viicutlarimin yan taraflarinda gokkusagim
andiran renkli bir bant tagimasiyla bu adi almigtir. Cinsel olgunluga 2-3 yaginda
ulagirlar. Uygun kiiltiir kogullarinda 1 yilda 250 g ortalama agirhiga ulagan bu baliklar
12 yil kadar yasayabilirler ve 15 kg aguirlik ile 150 cm boya kadar biyirler. Kuzey
Amerika kokenli olan gokkusagi alabaligi, ilkemiz dogal sularinda bulunmamasina
ragmen, kiltir sartlanna kolay adaptasyonu ve hizhi biyiime oram nedeniyle ithal
edilmigtir. Igsu baliklan igerisinde ticari degeri yitksek olan, en lezzetli, sevilen,
dinyada ve iilkemizde vetistiricilifi en yaygin olarak yapilan alabalik turadir.
(Celikkale, 1988; Ekingen, 1988).

Giderek yaygmlasan balik yetistiriciligi birgok sorunu da beraberinde
getirmektedir. Bunlar arasinda hastaliklar nemli bir yer tutmaktadir. Hemen hemen
tim canlilarda ozellikle de baliklarda gesitli semptomlar olusturarak biyiik ekonomik
kayiplara neden olmasi ile bilinen bakteri tiirlerinden birisi de A. hydrophila’ dir

(Cipriano ve dig., 1984; Austin ve Austin, 1987).



2.2. Aeromonas hydrophila

Vibrionaceae familyasina ait olan Aeromonas genusu ilk defa 1890 yilinda
Bacillus punctatus olarak isimlendirilmistir. Sonraki yillarda gesitli kaynaklardan izole
edilen etkenlere Bacillus hydrophilus, Aerobacter liquefaciens, Achromobacterium
punctatum ve Proteus hydrophilus gibi adlar verilmistir. Etken ilk kez 1943 yihinda tek
bir isim altinda A. hydrophila olarak adlandinlmistir (Arda ve dig., 1997). Daha sonra,
patojen aeromonaslar; A. hydrophila ve A. sobria seklinde 2 farkl: tir altinda yeniden
siniflandirilmistir (Popoff ve Vernon, 1976). Giiniimiizde aeromonas genusu iki temel
gruba aynlmaktadir. Psikrofilik ve hareketsiz olan suslar Aeromonas salmonicida,
“hareketli aeromonaslar” grubu olarak bilinen, mezofilik ve hareketli olan suslar ise 4.
hydrophila, A. sobria ve A. caviae olarak isimlendirilirler (Arda ve dig., 1997).

Aeromonas hydrophila gram negatif, gomak sekilli, 0.7-0.8 ym x 1.0-1.5 um
boyutlarinda tek tek veya ikili olarak bulunurlar. Sporsuz ve kapsilsizdiirler.
Hareketsiz olanlari nadiren bulunmasina ragmen, tek bir polar flagellasiyla hareket
etmektedirler. Nitekim flagellalarin konumu elektron mikroskopta da belirlenmigtir
(Soliman ve dig., 1989). Fakiiltatif anaeropturlar. Optimum iireme sicakligt 28 °C’dir.
Uremesi igin goriilen maksimum sicaklik 38-41 °C, minimum sicakhik ise 5 °C’dir.
Nutrient agar iginde diizgiin, yuvarlak kenarli, konveks, pigmentsiz, 0.5-2.0 mm gapli, S
tipli koloniler olustururlar. Cogu suslar kanl agarda hemoliz olustururlar, %3.5 NaCl
iceren besi yerlerinde tireyebilirler, %5 NaCl igeren ortamlarda ise tireyemezler (Allen
ve dig., 1983; Popoff, 1984; Austin ve Austin, 1987; Arda ve dig., 1997).

Biyokimyasal olarak 4. hydrophila ve A. caviae’de, eskulin, histidin, arginin,
salicin ve arabinoz pozitiftir. Halbuki, 4. sobria bu bilesikleri kullanmaz (Lallier ve
dig., 1981; Cipriano ve dig., 1984; Arda ve dig., 1997). Aeromonas hydrophila ve A.
sobria glukozdan gaz ve H,S olustururken, 4. caviae bu 6zelliklere sahip degildir (Arda
ve dig., 1997). Bunun diginda Aeromonas iiyelerinin enzimatik 6zellikleri birbirleriyle
benzerlik gostermektedir (Waltman ve dig., 1982; Cipriano ve dig., 1984; Arda ve dig,,
1997).



2.2.1. Etkenin Viriilens Faktorleri

Aeromonas hydrophila’mn virilensi ile baglantih birgok ekstraselliiler toksinler
ve enzimler tammlanmistir. Bunlar hemolizinler, sitotoksinler, enterotoksinler,
proteazlar ve dermonekrotik faktorlerdir (Miyazaki, 1980; Allan ve Stevenson, 1981;
Lallier ve dig., 1984; Kanai ve Takagi, 1986; Santos ve dig., 1988, Angka, 1990;
Mateos ve dif., 1992; Rodriguez ve dig., 1992; Arda ve dig., 1997). Fakat bu etkenlerin
A. hydrophila enfeksiyonlarindaki rolleri tam olarak agiklanmamustir. Bazi
aragtirmactlar (Kanai ve Takagi, 1986) ekstraseliller toksinlerin, bazilari (Leung ve
Stevenson, 1988) ise proteazin bashca viriilens faktorii oldugunu belirtmiglerdir.
Bununla beraber, acromonastardaki ekstraseliller toksinlerin yapt ve sayisi tam olarak
aydinlatilmamgtir.

Lallier ve dig. (1981), 4. hydrophila tirlerinde dermonekrotik faktorlerin balik
olimleri iizerine etkili oldugunu belirtmistir.

Keza, elastaz ve staphylolitik enzimler ile etkenin viriilensi arasinda pozitif bir
iligikinin oldugu tespit edilmis ve bu enzimlerin aktivasyonu A. hydrophila’da izlenmig
olmasina ragmen, diger aeromonas turlerinde ise izlenememistir. Bu enzimatik aktivite
de enfekte bahiklardaki A. Aydrophila’nin tespiti i¢in de ¢nemli toksonomik bir kriter
olmustur (Santos ve dig., 1987; Santos ve dig., 1988).

Son wyillarda yapilan ¢aligmalarda ise asetilkolinesteraz toksininin A
hydrophila’mn enfeksiyonlarini olugturmasinda 6nemli rol oynadigt belirtilmistir (Nieto
ve dig., 1991; Rodriguez ve dig., 1993).

Bilindigi iizere demir birgok aerob ve anaerob mikroorganizmalann yagamalar
ve ¢ogalmalan igin gok gerekli bir elementtir. Bu nedenle ortamda demirin bulunmasi
bakterilerin iiremesi ve toksin sentezleri iizerine olumlu etkide bulunur (Arda, 1997).
Aeromonas tirleri tarafindan siderofor (demiri baglayan proteinlere bakterilerde
siderofor adi verilir) iretildigi ve 4. hydrophila tarimiin baliklar izerindeki viriilensinin
airetilen siderofor miktariyla ilgili oldugu bildirilmigtir (Santos ve dig., 1988, Esteve ve
Amaro, 1991).



2.2.2. Aeromonas hydrophila fle Enfeksiyonun Meydana Gelisi

Hareketli Aeromonas tiirlerinin dogal yagam ortamlari deniz ve tath sulardir
(Allen ve dig., 1983; Cipriano ve dig., 1984; Paniaqua ve dig., 1990). Bu etkenler lagim
sularindan kaynak sularma kadar her tirli su da bulunabilicler. Aeromonas
hydrophila’ya daha gok temiz sularda rastlanir. Sularda hareketli Aeromonas oram sicak
mevsimde yiikselir, soguk mevsimde ise diiger. Bu bakterinin geligmesi igin 25-37
°C’ler arasindaki sicaklik gereklidir (Hazen, 1979; Huizinga ve dig., 1979, Baran ve
dig., 1981; Erer, 1983, Cipriano ve dig., 1984; Nieto ve dig., 1985; Austin ve Austin,
1987; Arda ve dig., 1997).

Ufak gol sulari, hastahkli balik ve kurbagalar, hastahfi atlatmug iyilesme
doneminde olan balik ve kurbagalar enfeksiyonun bulagma ve yayilmasinda rol oynarlar
. (Kawakami ve Hashimoto, 1978; Cipriano ve dig., 1984). Baz: algler (Kawakami ve
Hashimoto, 1978) ve protozoonlar da (Chang ve Huang, 1981) A. hydrophila’nin
tagtyicist olabilirler. Bu mikroorganizmalar, solunum sistemi, gastrointestinal sistem,
mukoza ve derideki yaralar, yamklar ile viicuda girerler. Enfeksiyon dogrudan bir
organa veya sisteme yoneldigi gibi, lenfatik sistemden dogrudan kana da gegebilir.
Etkenlerin kanda kalmalan gegici veya siirekli olabilir. Ancak, genellikle buradan
cogalabilecekleri uygun doku ve organlara yerleserek enfeksiyonu olustururlar (Erganis
ve Istanbulluoglu, 1993). Normalde baliklarin bagirsak florasinda da bulunan bu bakteri
stress faktorlerinin etkisiyle patojen hale gegebilir (Cipriano ve dig., 1984, Austin ve
Zehrani, 1988).

Enfeksiyonun genellikle baliklarin inaktif oldugu kis aylarinda sekillendigi ve
hastaligin ilkbaharda olustugu tespit edilmistir. Oregin; Amerika’nin giiney dogusunda
ilkbaharda ve yazin baslangicinda bu bakteriler ihk su baliklan Gizerinde etkili oldugu
bildirilmigtir (Meyer, 1970). Akvaryum baliklarinda ise sicaklik her zaman sabit
oldugundan hastalik yilin herhangi bir zamaninda sekillenebilir (Cipriano ve dig.,1984).

Kanal yaym balig, aynali sazan ve yilan bahigi 4. hydrophila’ya duyarl
baliklar arasindadir. Salmonidler igerisinde ise gokkugagi alabalif hareketli aeromonas
septisemisine kargt en hassas ve duyarh olan tiirdiir (Roberts, 1978; Huizinga ve dig,,
1979; Baran ve dig., 1981; Erer, 1983; Cipriano ve dig., 1984; Austin ve Austin, 1987,
Peters ve dig., 1988, Arda, 1997, Arda ve dig., 1997).



Bu etken kabuklu hayvanlarin, amfibilerin bagwsak floralarinda ve vicut
yiizeylerinde de bulunur (Arda, 1974; Trust ve Sparrow, 1974; Roberts, 1978; Hazen,
1979; Allen ve dig., 1983; Cipriano ve dig., 1984). Aym zamanda bu sus; stringenler,
omurgasizlar ve insanlarin da dahil oldugu birgok memelide hastalik etkeni olarak da
bildirilmigtir (Trust ve Sparrow, 1974; Roberts, 1978; Hazen, 1979; Cipriano ve dig.,
1984; Austin ve Austin, 1987, Grizzle ve Kiryu, 1993; Arda ve dig., 1997).

2.2.3. Enfeksiyonun Patogenezisi

Aeromonas hydrophila’nin baliklarda yapmis oldugu enfeksiyonlara hemorajik
septisemi, dermatitis, enfeksiyoz dropsi, rubella hastaligy, tath su yilan balig: hastaligs,
kizil leke ve kizil agiz hastah@ gibi gesitli isimler verilmigtir (Snieszko ve Axelrod,
1971; Arda, 1974; Huizinga ve dig., 1979; Miyazaki, 1980; Schulz, 1980; Baran ve dig.,
1981; Allen ve dig., 1983; Cipriano ve dig., 1984; Amin, 1985; Miyazaki ve Jo, 1985;
Timur ve Timur, 1985; Cai ve Huang, 1986; Kumar ve Dey, 1986; Miyazaki ve Kaige,
1986; Rodriguez ve dig, 1986, Panpit, 1988, Angka, 1990; Liu ve dig., 1990;
Subasinghe ve dig., 1990; Sioutas ve dig., 1991; Chien ve dig., 1993, Ahmed ve dig,,
1995).

Hastaligin siddeti; bakterinin tirdi, virulensi, miktari, giris yolu, yayilis sekli;
konakgmin fizyolojik kondiisyonu ve direnci gibi birbirleriyle baglantili olan birgok
faktor tarafindan etkilenmektedir. (Erganis ve Istanbulluoglu, 1993). Bunlarin yanisira,
stres faktorleri olarak da bilinen; suyun ¢oziinmiiy oksijen diizeyi, sicaklift, pH’s,
organik ve inorganik madde igerigi, planktonik. yapisi, tuzluluk derecesi ve agint
kalabaliklik, dengesiz beslenme, kabaca yakalama sonucu pullarin dokilmesi ve
asinmalar, ektoparazitler tarafindan meydana getirilen lezyonlar da hastalik etkeninin
yayilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica, baliklarda immun sistem daha az bir
gelisme gosterdiginden, hastalik etkenlerinden korunmalart o derece az olmaktadir
(Cipriano ve dig., 1984; Arda, 1997; Arda ve dig,, 1997).

Aeromonas hydrophilonin  baliklarda olusturdugu  hastahgmm  inkiibasyon
periyodu balik tiirii ve direncine, ayrica gevre kosullan ile mevsimlere bagh oldugu

bildirilmistir (Snieszko ve Bullock, 1976). Bu sire dogal olarak meydana gelen



enfeksiyonlarda 2-4 giin, deneysel olusturulan enfeksiyonlarda ise 8-48 saat arasinda
degisiklik gostermektedir. Buna ragmen dogal ve deneysel olarak sekillenen
enfeksiyonlarda klinik bulgularn birbirlerine benzedigi bildirilmigtir (Snieszko ve
Axelrod, 1971; Arda, 1974, Huizinga ve dig. 1979; Schulz, 1980; Erer, 1983; Cipriano
ve dig., 1984; Amin ve dig., 1985; Miyazaki ve Jo, 1985; Brenden ve Huizinga, 1986;
Cai ve Huang, 1986, Kumar ve dig., 1986; Rodriguez ve dig., 1986; Ventura ve Grizzle,
1988; Soliman ve dig., 1989; Candan, 1990; Sioutas ve dig., 1991; Grizzle ve Kiryu,
1993; Chien ve Chien, 1994; Ergiin ve dig., 1996, Arda ve dig., 1997).

Aeromonas hydrophila baliklarda akut, kronik ve latent enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Akut formu, eksoftalmus, renkte koyulasma, karinda sivi birikimi ve
sisikinlik, pullarda diklesme ile hizla gelisen septisemiyle karakterizedir (Cipriano ve
dig., 1984; Amin ve dig., 1985). Yine akut formda baliklarin otopsilerinde, hedef
organlar karaciger ve bobreklerdir. Karaciger solgun veya yesil renkte gorilmekte,
bobrekler ise sismis ve yumugak bir goriiniimdedir. Bu organlar bakteri toksinlerinin
etkisiyle yapisal butiinliklerini kaybetmektedirler (Huizinga ve dig., 1979). Karaciger
ve babreklerde son derece ciddi doku kaybi sekillense de kalp ve dalakta herhangi bir
bozukluk gorilmeyebilir. Bununla beraber, dalakta makrofajlar tarafindan olusturulan
yogun bir fagositik aktiviteye rastlanabilir (Bach ve dig., 197 8).

Aeromonas hydrophila enfeksiyonunun kronik formu, hastahgm iilser formu
olarak da isimlendirilir. Buradaki baglica semptomlar derideki ilserler, hemoraji ve
yangilardir. Epidermis ve dermisin kayboldugu, subdermal kaslarda siddetli bir
nekrozun meydana geldigi (Wolke, 1975; Michel, 1981; Amin ve dig., 1985; Torres ve
dig., 1990; Subasinghe ve dig., 1990; Rodriguez ve dig., 1986), krater benzeri bir
goriiniim alan dlserlerin kenarlarindaki epidermisde hiperplazi oldugu saptanmustir
(Huizinga ve dig., 1979; Erer, 1983; Subasinghe ve dig., 1990; Simgek ve dig., 1997).
internal olarak, periton ve kaslarda, bazen petesilerin tesekkiil ettigi gorilmiis, bagirsak
ve aniiste genellikle sisme, yang! ve kanamalara bazen de prolapsusa rastlanmistir (Erer,
1983; Amin ve dig., 1985). Buna ilaveten bagirsaklarin bos oldugu ve yesil-mukus
benzeri bir maddeyle dolu oldugu gozlenmistir (Erer, 1983; Cipriano ve dig., 1984;
Timur ve Timur 1985; Timur, 1986; Paniaqua ve dig., 1990; Angka, 1990; Ahmed ve
dig., 1995).




2.3. Mide-Bagirsak ve Pankreatik Hormonlar
2.3.1. Mide-Bagirsak Hormonlan

Omurgah hayvanlanin sindirim kanal epiteline dafilmig olan endokrin
hiicrelerinden, bircok hormonun sentezi ve salmm saglamr. Bu hiicrelere Gut-
Associated endokrin hiicreleri veya enteroendokrin hiicreler ismi verilir. Enteroendokrin
hiicrelerini, Hematoksilen-Eosin boyama yontemi ile ayirmak oldukga gugtiir. Fakat
baz1 gitmii boyalart ile yapilan boyamada salg: graniillerinin iyi boyanmasindan 6tiirii
daha net goriilebilirler. Bu nedenle enteroendokrin hiicreler “Arjentaffin veya Argyrofil
hiicre” olarak da isimlendirilirler. Buna ragmen tiim enteroendokrin hiicrelerin aymrimi
bu metotlarla yapilamaz. Immunohistokimyasal metodlar kullamlarak giimig boyama
metoduna kiyasla gok daha fazla enteroendokrin hiicre agiklanmig ve bu hiicrelerin esas
sekresyonlan gosterilmistir. Bu nedenle enteroendokrin hiicrelerini tespit etmek igin,
deneysel giimiis boyama metodlarimin yerini immunohistokimyasal metodlar almig
durumdadir (Stevens ve Lowe, 1993).

Bu hormonlarin bazilart sadece sindirim kanali organlanna bazilari ise viicuttaki
tiim organlara etki etmektedir. Birgok sindirim kanali hormonlan tespit edilmis fakat,
bunlarm bir kisminin fizyolojik fonksiyonu tam olarak agiklifa kavusmanugtir. Gastrik
ve pankreatik salgilarin diizenlenmesinin ve safra kesesinin kontraksiyonunun
memelilerde gastrin, sekretin ve kolesistokinin (CCK) hormonlart tarafindan
diizenlendigi yillarca yapilan ¢aligmalar sonrasinda belirlenmistir. Bununla beraber son
10 yilda, ¢ok miktarda ilave peptidler sindirim kanah sinirlerinde ve endokrin
hiicrelerinde tespit edilmistir. Bu durum asagi omurgahlarda ve baliklarda tam olarak
aydmnlatimamistir. Tam omurgahlarda sindirim kanalt aktivitesine ait kontrol
mekanizmasmnin farkli oldugu belirtilmigtir (Matty, 1985). Enteroendokrin hiicreler
homojen bir yapiya sahip degildir. Ultrastriiktiirel olarak 12 farkli yapr gosteren bu
hiicreler, 20°den fazla hormon ve norotransmitter salgilar (Stevens ve Lowe, 1993).

Birgok balik tiiriiniin  gastro-intestinal kanalindaki peptidlerin varhigi
immunohistokimyasal olarak arastmlmgtir. Omegin, Oncorhynchus mykiss’de substans
P, gastrin/CCK, bombesin, somatostatin ve glukagon immunoreaktivitesi (IR
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(Holmgreen ve dig., 1982; Powell ve dig., 1991; Beorlegui ve dig., 1992), tel ost
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baliklarda, Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptides (PACAP) ve helospectin
IR (Olsson ve Holmgren, 1994), gastrin/CCK, glukagon, somatostatin, serotonin,
secretin, neurotensin ve substans P (Abad ve dig., 1987), gastrin ve glukagon (Rombout
ve dig., 1986a ve 1986b), Carassius auratus (Himick ve Peter, 1994) ve Lampetra
Jjaponica (Yui ve dig., 1988)’da CCK/gastrin IR, immunohistokimyasal yontemler
uygulanarak tespit edilmistir.

2.3.1.1. Gastrin

Gastrin, yitksek omurgalilarin hormonu olarak bilinir ve gastrointestinal
hormonlarin timiine benzeyen bir peptiddir. Memelilerde farklt aminoasit uzunluklar
ve dizilisiyle ok sayida formu bulunur. Fakat genel bir karboksil terminal pentopeptid
ardigigs vardir. Gastrin kimyasal yapisi belirlenen ilk mide peptididir. Bu hormon G
hiicreleri olarak adlandirilan spesifik endokrin hiicreleri tarafindan dretilir. Gastrinin
bashca fizyolojik gorevi midenin asit sekresyonunu uyarmaktir. Bunun yamsira
ozellikle midenin ve intestinal mukozanin gelisimini uyaran besinsel bir role de sahiptir
(Matty, 1985; Solcia ve dig., 1987). Asit sekresyonunun gastrin salgistm1 hem uyarici
hem de engelleyici rolii vardir (Walsh, 1987).

Gastrin salgilanmin  klasik uyaricist sindirilen gidalar ve bu gidalardaki
aminoasitler, kuigiik peptidler ve kalsiyum iyonlan gibi spesifik besinler olup, bunlar G
hiicreleriyle birlikte direk etkilesime girerek gastrinin salgilanmasini uyanirlar (Dockray
ve Gregory, 1989). Glikoz ve yag gibi diger besin maddeleri ise gastrin salgilanmasim
uyarici bir etki yapmaz. Amino asitlerin (6zellikle fenilalanin ve triptofan gibi aromatik
aminoasitler) bireysel olarak biiyiik miktarlara ulastii tespit edildigi zaman, gastrin
salgilanmasini uyaran en etkili uyaricilar oldugu bulunmustur (Taylor ve dig,, 1982).

Bazi hormonlar ve gastrin salgilayan polipeptid (GRP) gibi norotransmitterler
gastrin salgilanmasim uyarirken somatostatin gibi digerleri GRP’in salgilanmasim
engeller. GRP sinirleri, gastrinin salgilanmasinda fizyolojik, G hiicre hiperfonksiyonun
oldugu hastaliklarda ise fizyopatoloji bir rol oynayabilir. Adrenerjik mekanizmalar
gastrin salgisin hafifletir. Gastrin salgilanmasinda parasempatik sinir sisteminin roli ise

komplekstir (Walsh, 1987).
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Gastrin immiinoreaktif hiicreler teleost ve elasmobranslarda tespit edilmis ancak
siklostomalarda bulunamamgtir. Ornegin; Oncorhynchus kisutch ve Squalus acanthias
baliklarinda gastrin immiinoreaktivitesi identifiye edilmig ancak, Eptatretus stouti’nin
bagirsaginda bulunamamugstir. Yine, teleostlardan Sparus auratus (Elbal ve Agullerio,
1986), Lepomis macrochirus ve elasmobranslardan Rhinobatus productus’un (Matty,
1985) midesinde de tespit edilmigtir.

Genel bir kural olarak, besin maddesi alindifinda once salgilanan hormonlar
sindirim kanahinda yiksek miktarlarda bulunur. Omegin; gastrik antrum ve
duodenumdaki G hiicrelerinde bulunan gastrin, hem midede besin varken hem de
besinlerin sindiriminden sonra uyarici asit sekresyonu igin hizli bir gekilde salgilanir.
Sekretin, CCK ve glukoz baglayici insilino tropik peptidlerin (GIP) hepsi besin

sindirilmesinden hemen sonra salgilanir (Matty, 1985).

2.3.1.2. Substans P

Substans P, 1931 yilinda omurgalilanin ince bagusaginda tespit edilmesine
ragmen, aminoasit diziligi 1971 yillarina kadar belirlenememistir (Chang ve dig., 197 1.

Substans P; beyin, spinal kord, periferal ve enterik sinir sistemlerinde genig bir
dagihim gosterir (Chang ve dig., 1971; Walker ve Thompson, 1987). Gastrointestinal
kanal icindeki substans P konsantrasyonu ince bagirsakta yiksektir. Buralardaki
eksternal kas tabakalan igindeki sinir liflerinde bulunan ensefalin ile birlikte kolokalize
olabilir (Walker ve Thompson, 1987). Nadir endokrin hiicreleri substans P iginde
tamimlanmistir ve substans P*nin besin alindiktan sonra salgilandig tespit edilmistir. Bu
gozlemlere gore, substans P’nin bir hormondan gok, bir norotransmitter olarak
fonksiyon yaptig1 bildirilmigtir (Inverson, 1982; Walker ve Thompson, 1987).

Substans P, safra kesesi, bafirsak diiz kaslani ve bafirsak kasilmalarini
uyaranlarin etkisinin azalmasina neden olur. Safraya ait salgilan ve bagirsak emilimini
engeller. Fakat, bazal pankreatik ve bafirsak ekzokrin salgilannt uyanr. Substans P
somatostatin salgilanmasim engeller. Diiz kaslar tizerine direkt etki yapar ve asetilkolin
salgilanmasini ise indirekt olarak etkiler. Merkezi sinir sistemi igindeki sinirlerden

sagilanan asetilkolin, dopamin ve serotonini kontrol eden bir néromodulator olarak
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fonksiyon yapar. Periferal ve enterik sinir sistemlerinde aciyt algilamada 6nemli bir rol

oynamaktadir (Inverson, 1982; Walker ve Thompson, 1987).

2.3.2. Pankreatik Hormonlar

Omurgalilarin pankreasi sindirim kanalinin bir pargast olup, endokrin pankreas
sindirimde gorev alir. Baliklardaki pankreatik enzim ve gastrointestinal hormonlar
(metabolizma ve gelismeleriyle iléili hormonlar) yiiksek omurgalilarinkine gore
oldukca farktidir. Endokrin pankreas, tiim siklostoma ve baliklarda mevcut olup,
anatomik, histolojik ve fizyolojik bazi degisikliklere sahiptir. Insiilin hormonu baliklarin
coBunda varken, glukagon her balikta olmayabilir (Matty, 1985).

Teleostlarin pankreaslart, kompakt, lobuler, viicut boslugu icerisine yayilmig
veya kigiik pargalar halinde dagilmis sekilde degisik formlarda olabilir (Matty, 1985).
Ornegin; alabaliklarda pankreatik doku, pilorik sekay: cevreleyen adipoz doku boyunca
yayilmigtir. Bunlar kiiresel gruplar halinde olup, morfolojik olarak tipik vertebrali
pankreatik asinar hiicrelerine benzemektedir. Bu piramit vseklindeki hiicreler bazalde
lokalizedir. Apikal sitoplazmasinda belirgin gekirdek, ¢ekirdekeik ve pekgok eosinofilik
zimogen graniiller vardir. Asinusu olusturan hiicrelerden salgilanan sindirim enzimleri
bir seri kanallarla ince bagirsak igerisine taginirlar. Sindirim enzimleri proteinler, yaglar
ve karbonhidratlarin pargalanmasindan sorumludur. Pankreasin endokrin dokusunu
Langerhans veya Brockman olarak tammlanan adaciklar olusturur (Anderson ve
Mitchum, 1974; Yasutake ve Wales, 1983; Baran ve Timur, 1983). Siklostomalar harig
biitiin omurgalilarin langerhans adaciklari fonksiyonlan bakimindan A, B, D ve F olmak
{izere 4 hiicre tipine sahiptir (Demir, 1992). Teleost baliklarin pankreasinin histolojik
yapisi A, B ve D hiicrelerinin varligiyla elasmobranglarin pankreasina benzemektedir. A
hiicrelerinde glukagonun, B hiicrelerinde insiilinin oldufu gorilmis ayrica bunlardan
baska D hiicrelerinin (bazilann Al hiicresi olarak da isimlendirilir) bulundugu da
bildirilmistir. A hiicresi adacigin daha gok periferinde bulunur ve asidofilik ozellik
gosterir. B hiicresi iyi boya almadiklar igin agik renkli goriilen bazofilik ozelliktedir. D
hiicrelerine ¢ok az sayida rastlanir ve ince graniilleri anilin boyast ile boyanir. Bunlar

somatostatini salgilarlar. B hiicrelerindeki insiilin rezervinin salgilanmasinda da D
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hiicrelerinin diizenleyici rolii oldugu sanilmaktadir. Pekgok bahkta bu ¢ hicreden
baska, hormon iireten 4. bir hiicrenin (X-hicresi) varligindan bahsedilmigtir (Yasutake
ve Wales, 1983).

Diger canhlarda oldugu gibi birgok balik tiiriniin pankreas dokusundaki
peptidlerin varhig immunohistokimyasal olarak aragtirlmigtir. Omegin; teleostlardan
Barbus conchonins, Sparus auratus (Abad ve dif., 1987), Notopterus chitala ve
Gnathonemus petersii’de (Al-Mahrouki ve Youson, 1999) insiilin, glukagon ve
somatostatin, Oreochromis niloticus (Yang ve dig., 1999), Belone belone (Gruff ve
Yauson, 1997) ve Blennius gattorugnia’da (Maglio ve Putti, 1993) insilin, glukagon,
somatostatin ve tyrosin, Dicentrarchus labrax’da insilin, glukagon ve somatostatin
(Carillo ve dig., 1986), Chimaera monstrosa’da ise insilin, glukagon, somatostatin,
glisentin ve gastrin (Yui ve Fujita, 1986) immunoreaktiviteleri iizerine ¢aligmalar

yapilmistir.

2.3.2.1. Glukagon ve Enteroglukagon

Pankreatik glukagon, Langerhans adaciklarindaki alfa hicrelerinin bir Grind
iken, glisentin ve oksintomodulin bagirsaktaki L tipi hiicreler tarafindan tretilir.
Enteroglukagon, L tipi hiicrelerin subpopulasyonunudaki peptid YY ile birlikte
diizenlenmistir. Normal olarak, bir besinin sindirimi enteroglukagondaki kiigiik bir
artisla saglamur. Sindirim yetersizligi rahatsizliklarinda Snemli bir sekilde etki gosterir.
Glukoz, enteroglukagonu uyarir. Fakat, pankreatik glukagon salgisim engeller.
Intraluminal yag ise her iki peptidin salgilanmasin uyarir (Walsh, 1987) .

Hernekadar pankreatik ve mide glukagonlari sekretin familyasina ait ise de
onlarin biyolojik etki spektrumlart nisbeten farklidir. Pankreatik  glukagon
glikogenolizis, lipolizis, glikoneogenezis ve ketogenezisi uyaran metabolik bir
hormondur. Pankreatik glukagon, mide hareketliligi, bagirsak emilimi, gastrointestinal
harekeililik, pankreatik salgs ve daha diigiik Ozefagal sfinkter toniistini engeller.
Enteroglukagon muhtemelen ince bagirsagin geligmesini saglayan uyarict bir hormon
olarak fonksiyon gbsterir. Genel olarak pankreatik glukagon ile birlikte gastrik

salgilanmasini ve gastrigin yavas¢a bosalmasint engeller (Walsh, 1987).
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Enteroglukagon gibi peptidler ince bagirsakta da etkilidirler. Sindirimin yeterli
diizeyde olmast icin ince bagirsagm emilim yiizeyini artirmaya yardimc: olurlar. Biitiin
noropeptidler ayni bolgesel dagilima sahip olmamalarina ragmen, peptid iceren sinirler
esit mesafede dagilim gosterir ve enterik sinir sisteminde birbirleriyle iligki i¢indedirler

(Walsh, 1987).
2.3.2.2. insiilin

Teleost baliklarin insilinindeki aminoaéit dizilisi memelilerinkinden farkhdir.
Bununla birlikte, teleostlarda insilinin iyi ¢aligmasi igin kan sekeri oramnin korunmast
gereklidir. Langerhans dokusunun yok olmasi, hiperglisemi, gliikoziiri ve karacigerde
lipid artigina yol agar. Alabahiklarda oldukea kiigiik hacimli ve genis alanlara dagilim
gosteren bu adaciklarin cerrahi olarak kesilip alinmast miamkin degildir. Baliklara
ekzojen insiilin verilmesinin hiperglisemik etkisi vardir. Genellikle kas ve karacigerin
glikojen icerigi artar. Bununla birlikte insilinle yapilmis gok sayida galigma vardir,
ancak insiilinin rolii tam olarak anlagilamamigtir (Yasutake ve Wales, 1983; Matty,
1985; Taylor, 1989; Lozano ve dig., 1991). Oysa bu peptidlerin‘ hepatik glukoz

{iretimini engellemesi gibi metabolik role sahip oldugu ileri sirilmistir (Taylor, 1989).
2.3.2.3. Calbindin-D 28 k

Calbindin-D 28k, bir kalsiyum baglayan protein olup, 28000 molekl aguligina
sahiptir (Christakos ve dig., 1989).

Hiicreleraras: iletisimde rol oynayan intracellular Ca™ un etkisi, hitcre igi Ca® u
baglayan proteinler tarafindan dizenlenir (Christakos ve dig., 1989; Darwin, 1991).
Orjin olarak tavuk intestinal mukozasindan izole edilmistir (Wasserman ve Taylor,
1966). Kanath intestinal mukozasindaki lokalizasyonuna ilaveten Calbindin-D 28k, kus
ve memeli hayvanlarin periferal ve sentral sinir sisteminde rastlanmistir (Philliphe ve

Droz, 1988; Buchan ve Baimbridge, 1988; Christakos ve di., 1989, Tarakgi, 1995).
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3. MATERYAL VE METOT

Arastirma, 1998-2001 yillart  arasinda yapildi. Gokkusagt alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) iizerinde yapilmast planlanan bu arastirmanin deneysel bolimi
Firat Universitesi Su Uriinleri Fakaltesi Cip Balik Uretim ve Yetigtirme Tesisi’nde,
laboratuvar ¢aligmalarn ise yine aym Universitenin Su Uriinleri Fakiiltesi ve Veteriner
Fakiiltesi’nde gergeklestirildi. Elektron mikroskobik inceleme ve fotograflama iglemleri

ise Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali’nda yapildi.

3.1. Materyal
3.1.1. Gékkusagi Alabah (Oncorhynchus mykiss)

Keban Alababik Limited Sirketine ait tesisten 100 adet balik oksijen tiipit bagh
balik nakil tankiyla taginarak, arasirmanin yapildigi Elazig’a 15 km uzakhiktaki Firat
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Cip Balik Uretim ve Yetigtirme Tesisi’ne getirilerek
stok havuzuna birakildi. Bu galisma igin; 28-35 cm uzunlugunda, 250-300 g agirhginda
ve 1,5 yaginda 20 kontrol, 60 deney olmak iizere toplam 80 adet gokkusag alabaligi (0.
mykiss) kullamildi. Caliymaya baslaymcaya kadar gegen siirede baliklarin adaptasyonu

saglandi. Deney sirasinda ise baliklara yem verilmedi.

3.1.2. Aeromonas hydrophila

Gokkusag alabaliinda enfeksiyon olusturmada kullanilan referans Aeromonas
hydrophila susu Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal’ndan temin edildi. Getirtilen sus Triptic Soy~ Agar, Gliserinli Nutrient Broth ve
Kanlt Agar’a ekimleri yapilarak 22 °C’deki etiivde ¢ogalmalan saglandi. Elde edilen
kiiltiirler buzdolabinda +4 °C’de saklandi. Kiltiriin muhafazasi i¢in bu islemler ayda
bir tekrarlands. Sugun ozelliklerini koruyup korumadigim kontrol etmek igin Popoff
(1984)’a gore suga ait bazi biyokimyasal ve fizyolojik testler (Gram boyama, 22 ve 37
°C’deki iiremeleri, hareket muayenesi, Mac Conkey agarda ireme, O/F testi, glukoz,
xyloz, laktoz, sukroz, mannitol, inositol, sorbitol, indol, voges-prescaure, metil red,

H,S, ureaz, hemoliz, sitokrom oksidaz, sitrat, katalaz) uygulandi. Buyyondaki bakteri
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sayimi Mc Farland Standart tipleri yardimtyla yapildi. Deney hayvanlan icin
15x10%/ml hacminde, 18 saatlik taze kultiirler hazirland1.

3.1.3. Kullanilan Malzemeler

Aragtirmada; lam, lamel, makas, petri kutusu, pens, bistiir, kiigitk cam gigeler,
steril plastik enjektorler, operasyon eldiveni, plastik kiivetler, ekiivyon, deney tipleri,
baget, beher, erlen, pH metre, hassas terazi, otoklav, etitv, buzdolaby, sterilizasyon
firni, beton havuz, su motoru, plastik boru, ultraviyole lambali su artma cihazi,
mikrotom, embedding molds, rotator, ultramikrotom, bakr grid, grid kutusu, binokiler
mikroskop, elektron mikroskobu, kryotom, fotograf makinesi, 151k ve elekiron
mikroskop filmlerinden yararlanildi.

Ayrica, kimyasal madde olarak da triptic soy agar, gliserinli nutrient broth, kanli
agar, mac conkey agar, pepton water, karbonhidrat fermentasyon besiyerleri, potasyum
permanganat, %10’luk notral tamponltu formalin, alkol, xylol, parafin, hematoksilen,
eosin, aseton, iyot soliisyonu, fuksin, cristal violet, Oil red O, hidrojen peroksit, bovine
serum albumin, jelatinli su, sodyum azid, fosfat buffer saline, mouse anti calbindin,
biotinlegtirilmis horse anti mouse, streptavidin horserodish peroksidaz, glukoz oksidaz-
DAB-nikel amonyum siilfat substrati, rabbit anti insilin, rabbit anti gastrin, rabbit anti
glukagon, rabbit anti substans P, goat anti rabbit, horserodish peroksidaz, glutaraldehit,
paraformaldehit, kakodilayt, ozmiyum tetroksit, uranil, propilen oksit, araldit CY 212,
dodecenyl succinic anhydride, benzyldimetilamin, dibutyl phthalate, kurgun sitrat ve
uranil asetat kullanildi.

3.1.4. Deney Havuzlar

Calismamn yapildig Cip Balik Uretim ve Yetistirme Tesisi’nde; stok igin 6x2x1
m, kontrol grubu i¢in 3x2x1 m ve deney gruplan icin ise 3x2x1 m boyutlanindaki
beton havuzlar kullamldi. Havuza su devir daim yapan 2 adet su motoru monte edildi.
Suyun %99 oraninda bakteriyolojik aritimin saglayan UV lambali su aritma cihazi bu
motorlara baglandi (Sekil 3.1). Suyu havalandirarak oksijen temin etmek i¢in de bu

sisteme {izerinde delikler agilmis borular dosendi. Amtma cihazindan akan sudan
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periyodik olarak alinan su drnekleri bakteriyolojik yonden incelendi. Stok ve kontrol
havuzlarina tesisteki su baglanarak, baliklarin gida gereksinimi karsiland1.
Aeromonas hydrophila’mn uygulanig sekillerine gore baliklar farklt zamanlarda

deney havuzuna alindi. Her deney bitiminden sonra havuz suyu formalin ve KMnOsaile,

su bosaltildiktan sonra havuz ise KMnOy ile dezenfekte edildi.

[ 7-*525;
Sekil 3.1. Deney grup

Ay * l S
lar1 i¢in kurulan diizenegin goriiniisi.

3.2. Metot
3.2.1. Aeromonas hydrophila’mn Bahklara Uygulams Sekilleri

Alabaliklarin A. hydrophila ile enfekte edilmesi; solungaglara sirme,
intraperitoneal ve intramiskiiler olmak iizere 3 yolla yapildi.

Deney baliklarina sug verilmeden ¢nce fenoxiethanol (5 ml/L) ile genel anestezi
uygulandi (Mattson ve Riple, 1989). Deney siiresince steril operasyon eldiveni
kullanildr.

Aeromonas hydrophila’nin alabaliklarm solungaglarina siirme yolu ile enfekte
edilmesi: Ug¢ kismina pamuk sanli steril ekiivyonlar (20 adet) 18 saatlik taze
hazirlanmis kiiltiire batinldiktan sonra baliklarin (20 adet) solunga¢ kapaklar: bir pens

yardimiyla kaldirilarak sag ve sol solungaglarna siiriilda.
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Aeromonas hydrophila’nin  alabaliklara intraperitoneal enjeksiyon yolu ile
enfekte edilmesi: Steril plastik enjektorler (20 adet) kullamlarak taze hazirlanmis 18
saatlik kiltirden (titresi 15x10% ml) 5 cc intraperitoneal olarak baliklarm (20 adet)
pelvik yiizgeglerinin 6n kismindan enjekte edildi.

Aeromonas hydrophila’min  alabaliklara intramiskiiler enjeksiyon yolu ile
enfekte edilmesi: Yine steril enjektorler yardimiyla (20 adet) taze hazirlanmus 18 saatlik
kiltirden (titresi 15x10%/ml) 5 cc intramiiskiiler olarak baliklarin (20 adet) dorsal
yiizgecin hemen oniinden laterale dogru kismindan enjeksiyon yapildi.

Kontrol grubu: Ayrt bir beton havuza 20 adet balik birakildt.

3.2.2. Doku Prosediirleri

Alabaliklara A. hydrophila susunun gesitli yollarla inokillasyonundan sonra,
baliklar gozlem altinda tutuldular. Olen baliklarin hemen dis ve ig organlarindaki klinik
semptomlari belirlendi‘. Bunun yaninda 6lmek iizere olan veya siipheli olan baliklara ise
genel anestezi altinda usuliine uygun bigimde (Arda, 1974) otopsi yapilarak kardiak
mide, pilorik mide, ince Baglrsak, kalin bagirsak, pankreas, karaciger, bobrek, solungag
ve kaslardan doku ©Omekleri alindi Isik ve elektron mikroskoplant ile

immunohistokimyasal incelemeler igin doku pargaciklari su islemlerden gegirildi.

3.2.3. Itk Mikroskobik ve Immunohistokimyasal Prosediirler

Alinan doku érnekleri % 10’luk nétral tamponlu formalin (pH 7,2) soliisyonu
iginde 24-26 saat siireyle tesbit edildi. Tesbit sivisindan arindirilmak tizere tesbit siiresi
kadar yikamaya alindi. Dehidrasyon igin alkol, parlatmak igin xylol serilerinden
gegirilip, parafine emdirildikten sonra yine parafinde bloklandi. Parafinli bloklardan
Leica marka kizakli mikrotomda 5-6 mikron kalinliginda kesitler alindi. Alinan doku
orneklerinin bir kismi da dondurularak kryotomda 1-2 mm kahnhgmnda kesildi (Luna,

1968).
3.2.3.1. Isik Mikroskobik Prosediir

Istk mikroskobik incelemeler igin doku kesitlerine Hematoksilen-Eosine,

Brown-Brenn ve Oil Red O boyamalan yapildi (Luna, 1968). Hazirlanan preparatlar
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nikon marka aragtirma mikroskobunda degerlendirilerek bulgular mikrofotografi ile

tespit edildi.
3.2.3.2. immunohistokimyasal Prosediir

Immunohistokimyasal boyama avidin-biotin horseradish peroksidaz kompleks
(ABC) teknigi veya peroksidaz anti peroksidaz (PAP) tekmigi kullamlarak
gergeklestirildi. Antijeniteyi artirmak ve parafini gidermek igin kesitler her birinde 2’ser
dakika olmak iizere xylol ve alkol serilerinden (xylol I, xylol I, %100 alkol 1, %100
alkol 11, %100 alkol TII, %70 alkol) gegirildi. Daha sonra, endojendz peroksidaz
aktivitesini azaltmak igin kesitler metanolle hazirlanmis % 0,08 hidrojen peroksidaz

(H,0,) soliisyonunda 5 dakika bekletildi (Stenberger, 1986).

3.2.3.2.1. Avidin-Biotin Horseradish Peroksidaz Kompleks (ABC) Teknigi

Kesitler mouse monoklonal antiserumu (Mouse anti-Calbindin IgG) (Sigma) ile
16-20 saat 4 °C’de inkiibe edildi. Antiserum igerisinde % 2,5 bovine serum albumin ve
% 0,25 sodyum azid igeren phosphate buffer saline (PBS)’de 1:200, 1:500 ve 1:1000
oranlarinda sulandirildi. Daha sonra, biotinlestirilmis horse anti-mouse IgG (Dako) ile
ve bunu takiben biotinlestirilmis streptavidin horseradish peroksidaz (Dako) kompleksi
ile oda 1sisinda 1%er saat siireyle inkiibe edildi. Her iki antiserum PBS igerisinde 1:50
oraninda sulandirildi. Kesitler, her inkiibasyon éncesi 30 dakika siire ile PBS soliisyonu
ile yikandi. Daha sonra, kesitler glukoz oksidaz-DAB-nikel amonyum sillfat (GDN)
substratina (Shu ve dig, 1988) daldinlip su ile yikamp, eosin ile boyanarak 151k

mikroskobunda incelendi ve fotograflan gekildi.

3.2.3.2.2. Peroksidaz Anti Peroksidaz (PAP) Teknigi

Kesitler rabbit poliklonal antiserum (Rabbit-anti Insiilin IgG, Rabbit-anti gastrin,
Rabbit-anti Substans P-IgG veya Rabbit-anti Glucagon-IgG) (Sigma) ile 16-20 saat 4
°C’de inkiibe edildi. Antiserumlar, igerisinde % 2,5 bovine serum albumin ve % 0,25
sodyum azid iceren PBS’de Rabbit anti insilin I1gG 1:1000, Rabbit anti gastrin Ig 1:
10000, Rabbit anti glukagon Ig 1: 1500, Rabbit anti substans P Ig 1: 20000 oranlarinda

sulandirildi. Kesitler daha sonra goat anti-rabbit IgG ile ve bunu takiben horseradish
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peroksidaz ile oda sicaklifinda 17er saat siireyle inktbe edildi. Her iki antiserum PBS
icerisinde 1:50 oraninda sulandirildi. Kesitler, her inkiibasyon 6ncesi 30 dakika siire ile
PBS soliisyonu ile yikandi. Bu iglemlerden sonra, kesitler GDN substratina (Shu ve dig.,
1988) daldinlip su ile yikanip, eosin ile boyanarak isik mikroskobunda incelendi ve

fotograflar gekildi.
3.2.4. Elektron Mikroskop Prosediirii

Elektron mikroskobu incelemeleri igin alinan doku omekleri, % 2571k
glutaraldehit, paraformaldehit ve kakodilayt tamponundan ( 0,1 M, pH 7,4) olusan ve
pH’s1 7,2 ye ayarlanmus prefikzatif igerisinde 24 saat siireyle + 4 °C’de buzdolabinda
tespit edildi. Bu ornekler kakodilayt tamponuyla 3 saat stureyle yikandi. Postfikzasyon
igin dokular kakodilayt tamponuyla hazirlanmis % 2’lik ozmiyum tetroksit tespit
soliisyonu igerisinde 2-24 saat siireyle, oda sicakliginda rotatorda dondurilda. Aymi
tamponla 20 dakikalik yikama isleminden sonra 30°, 50° ve 70° lik alkol serilerinde 90
dakika bekletildi. Bu isleme 70° lik alkol igerisinde agz kapah olarak 1 gece
buzdolabinda devam edildi. Buzdolabinda 2 saat siiren uranil boyamasini takiben 90°,
100° alkollerde ve propilen oksitte 1’er saat birakildi. Dokular Araldit CY 212’den 5
ml., dodocenyl succinic anhydride (DDSA)’den 5ml., benzyldimethylamine
(BDMA)’den 0.2 m! ve dibutyl phthalate (DP)’den 0.2 ml ahnarak taze olarak
hazirlanmig ve ayﬁl oranda propilen oksit ile sulandirilmug soliisyon icerisinde agz1
kapali olarak buzdolabinda 1 gece bekletildi. Ertesi giin dokular aym oranlarda taze
olarak hazirlanmug araldit kanigiminda 2 saat sireyle etivde 35 °C’de rotatorda
dondiiriildii. Kalan araldit ile embedding molds’da bloklama yapildi. Bloklar 1 giin
siireyle etiivde 45 °C’de, 1 giin siireyle de 60 °C’ye ayarlanan etiivde bekletildi. Etiv
kapatilarak kapagimi agmadan kendi halinde sogumaya birakildi. Soguyan bloklar
embedding molds’dan ¢ikarildi (Hayat, 1989). Daha sonra, Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali’mn elektron mikroskop laboratuvarinda,
hazirlanan bloklardan yart ince kesitler alinarak toluidine blue ile boyanip Nikon marka
aragtirma mikroskobunda incelendi. Ultra mikrotom kullanilarak alinan 300-700 A°
kahinhigindaki ince kesitler formvar kapli bakir gridler tizerine yerlestirildi. Bu gridler
kursun sitrat ve uranil asetat ile boyandi. Hazirlanan gridler EM 9 Carl Zeiss elektron

mikroskobunda incelenerek istenilen yerlerden fotograflama yapildi.
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4. SONUCLAR

Baliklarda deneysel enfeksiyonu olugturmada kullamlan A. Aydrophila susunun Triptic
soy agar iizerine yapilan ekiminden 24 saat sonra; 1-2 mm g¢apinda, toplu igne basi
buytklugiinde, yuvarlak, kenarlari ve yiizeyi diizgiin, konveks, kirli beyaz renkte koloniler,
gliserinli nutrient buyon’da ise rengin bulanik oldugu ve iizerinde ince bir perde olustugu
tespit edildi. Taze kiiltirden preparatlar hazirlanip, gram boyama metodu ile boyanarak
mikroskop altinda incelendiginde, etkenin gram (-) ¢omak ve hareketli bakteriler oldugu,
kanli agarda yapilan ekim sonrasinda ise hemoliz meydana getirdigi gozlendi. Susa ait

morfolojik ve biyokimyasal testler Tablo 4.1” de verilmistir.

Tablo 4.1. A. hydrophila’nin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri.

Gram boyama ()
Sekil : Comak
Hareket :{t)

22 ve 37 °C’de iireme : (1)
Mac Conkey 6%
O/F testi 3
Glukoz (gaz) (H)
Xyloz (asid) s )
Laktoz (asid) ()
Sukroz (asid) , IF)
Sitrat &
Mannitol (asid) ol
Inositol )
Sorbitol (asid) 4 g
Katalaz ()
Indol - i)
V-P/ MR HH I
H,S ()
Ureaz k=)
Hemoliz ()

Sitokrom oksidaz SE)
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Aeromonas hydrophila susu ile deneysel olarak solungaglara siirme (Sekil 4.1),

intraperitoneal (Sekil 4.2) ve intramiskiiler (Sekil 4.3) olmak tizere 3 yolla enfekte edilen

alabaliklarda asagidaki klinik ve patolojik bulgular saptandi:

Sekil 4.2. Aeromonas hydrophila’nin alabaliklara intraperitoneal enjeksiyon yolu ile enf@kfe
ediimesi. !
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Sekil 4.3. Aeromonas hydrophila’mn alabaliklara intramiiskiiler enjeksiyon yolu ile enfekte
edilmesi.

4.1. Klinik Bulgular

4.1.1. Selungag¢larma Siirme Yolu fle Enfekte Edilen Alabahklar

Bu volla etken baliklara verildikten birkag saat sonra tiim baliklarda durgunluk, bir
giin sonra da hareketlerinde yavaslama ve ara sira da bazi baliklarda yan yilizme bazilarinda
ise kuyruklan yukarida olmak iizere bag agagi yiizme hareketi dikkati gekti. Yine bir kisim
baliklar havuzun viizeyinde bir kismi ise havuzun kogelerinde hareketsiz veya ¢ok az hareketli
belirlendi. Bazi baliklarin da 1-2 dakika bas asag kuyruk yukari dogru durup girpinma
hareketi gosterdikten sonra tekrar yan pozisyona doniip sonra diizelerek normal yiizme
hareketi yapuig gorildi. Ik olim olay: enfeksiyonun 4. giniinde (3 adet balik) tespit edildi.
Bunu takiben 8. giin (3 adet balik), 9. giin (2 adet ) ve 16. ginde (1 adet balik) 6lim olaylar
gozlendi. Bunun yani sira 2. giin (2 adet balik), 4. giin ( 2 adet bahk), 5. giin ( 2 adet balik), 9.
giin (1 adet bahk), 10. giin (1 adet balik), 13. giin (2 adet bahk) ve 16. giinde (1 adet balik)

dlmek iizere olan baliklar hemen havuzdan ¢ikarilip anesteziye alindi ve otopsisi yapildi.
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Otopside, bazi baliklarda sclungaglar olduk¢a koyu kirmizi, bazilarinda ise agik bir renkte ve
8.,9. ve 16. giinlerde dlen baliklar ile 5. giinde 6lmek tizere olan baliklarin karacigerinde renk

acilmalan gozlendi.

4.1.2. intraperitoneal Enjeksiyon Yolu ile Enfekte Edilen Alabahklar

Intraperitoneal enjeksiyondan birkag saat sonra alababklarda durgunluk,
hareketlerinde yavaslama, havuzun dip kose kenarlarina yonelme ve hizhi soluma gorildi.
Enjeksiyondan 12 saat sonra solunumu iyice yavaslamig, yan dénmiis, dlmek Gzere olan 2
adet, 16 saat sonra aym durumda 3 adet, 18 saat sonra ise 2 adet balik belirlendi. Bu baliklar
hemen havuzdan gikanlarak, anestezi uygulandi ve ardindan otopsisi yapildi. Ayrica, 24 saat
sonra 9 adet, 2. giin 3 adet, 3. giin ise 1 adet balik 6lii olarak tespit edildi. Gerek 6lmek lizere
olan ve gerekse de dlen baliklarin viicut yiizeyi enjeksiyon yerinden dorsal ylizgece kadar
olan bolgede hemorajili lezyonlar belirlendi. Ayrica, bazi baliklanin aniis ve ' ventral
yiizgeglerinin tabaminda hemorajilere (Sekil 4.4) ve 2 balikta ise aniiste prolapsusa rastlandi.

Otopsisi yapilan baliklarda karin boslugunda ve bagirsak igeriginde kotii kokulu,
sarimtrak-yesilimsi renkte, kanli bir stvinin bulundugu, karacigerde gesitli bitytkliiklerde agik
renkli nekrotik bolgelerin sekillendi3i, karaciger, gonadlar, ince ve kalin bagirsak ile midenin
kardiak ve pilorik bélgeleri arasindaki dorsale dogru olan alanlarda hemorajiler gozlendi

(Sekil 4.5). Yine baz1 baliklarin bobreklerinin yumusak bir kivamda oldugu tespit edildi.

4.1.3. intramiiskiiler Enjeksiyon Yolu ile Enfekte Edilen Alabaliklar

Intramiiskiiler enjeksiyondan birkag saat sonra baliklarda durgunluk, hareketlerinde
yavaglama, hizli soluma ve genellikle havuz kenarinda durduklart gozlemlendi.
Enjeksiyondan 36 saat sonra solunumu iyice yavaslamis, yan donmiig, 6lmek iizere olan 1
adet, 47 saat sonra aym durumda 2 adet, 3. giin 2 adet ve 4. giin 3 adet bahik belirlendi. Bu
baliklar hemen havuzdan gikarilarak, anestezi uygulandi ve ardindan otopsisi yapildi. Ayrica,
36 saat sonra 4 adet, 45 saat sonra 1 adet, 3. giinde 6 adet, 4. giinde ise 1 adet balik 6lii olarak
tespit edildi. Enjeksiyondan 16 saat sonra deney baliklarmin hepsinin yan taraflarinda
hemorajili lezyonlar goze ¢arpti (Sekil 4.6). Bu hemorajili boélgenin etrafinda ise

kahverengimsi-siyah lekeler tespit edildi (Sekil 4.7). Bu lezyonlanin gorilmesinden 20 saat
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sonra bazi baliklarda lezyonlu bolgenin daha genigledifi ve sistigi dikkati ¢ekti. Bazi
baliklarin derisinde renk agilmalar1 gozlendi (Sekil 4.8). Olen ve 6lmek iizere olan baliklarin
biiyitk g¢ogunlugunda abdomen ve aniis kenarlarinda kizariklik tespit edildi. Baliklarin
gogunda solungaglarin agik pembe renkte, bazi bahklarin ise ventral yiizgeglerinin tabaninda
petesiler oldugu goze garptt.

Otopsisi yapilan baliklarin enjeksiyon alaninda olusan lezyonlu bolgenin deri alti
kanly, irinli bir siviyla dolu oldugu ve bu bolgedeki kaslarin kesilirken pargalandig saptandi.
Viicut boslugunda kétii kokulu, sarimtrak-yesilimsi renkte, kanhi bir sivinin bulundugu tespit
edildi. Baliklarin ¢ogunda karacigerde gesitli biiyiikliklerde agik renkli nekrotik bdlgeler
bulundu. Bunun yani sira karaciger, ince ve kalin bagirsak ile midede hemorajiler dikkati
cekti (Sekil 4.9). Yine bazi baliklarin bobreklerinin yumusak bir kivamda oldugu

gozlemlendi.

Sekil 4.4. Aeromonas hydrophila’ nin alabaliklara intraperitoneal enjeksiyonu sonucunda aniis
ve yuzgeglerde goriilen hemoraji.
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Sekil 4.5. Aeromonas hydrophila’nin alabaliklara intraperitoneal enjeksiyonu sonucunda
karacigerde olusan nekrotik odaklar ve i¢ organlardaki hemorajiler.

® oMo TURKIYE CUMHURIVETI HUKUMETI

Sekil 4.6. Aeromonas hydrophila’min alabaliklara intramiiskiiler enjeksiyonu sonucunda
deride meydana gelen hemorajili lezyon.
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Sekil 4.7. Aeromonas hydrophila’min alabaliklara intramiiskiiler enjeksiyonu sonucunda
deride gozlenen kahverengimsi-siyah lekelenmeler.

Sekil 4.8. Aeromonas hydrophilanin alabaliklara intramiiskiiler enjeksiyonu sonrasinda
deride goriilen renk agilmalar1.
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Sekil 4.9. Aeromonas hydrophila’nin alabaliklara intramiiskiiler enjeksiyonu sonrasinda deri
ve i¢ organlardaki hemorajiler.

4.2. Histopatolojik Bulgular

4.2.1. Isik Mikroskobik Bulgular

4.2.1.1. Kontrol Grubu

Midenin tunika mukoza, tunika muskiilaris ve tunika seroza tabakalari belirgindi
(Sekil 4.10). Sekonder ve primer kivrimlarla spiral bir yap: gosteren tunika mukozanin
lumeninde gok sayida epiteliyal kript vardi. Bunlar, midenin tunika mukoza tabakasinda bazal
membran {izerine oturmus olan tek kath prizmatik epitel hiicreleri ve bu epitel hiicreleri
arasinda salgi yapan kadeh hiicrelerinden meydana gelen lamina epiteliyalis, bunun hemen
yaninda bazal membran altinda ¢ogunlugu bag dokudan olugmus lamina propriya, ardindan

kahn kollagen iplikler toplulufundan meydana gelmis olan stratum kompaktum ve graniiler
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halinde olan stratum granulozum katmanlar ile gevsek bag doku ve kan damarlanim igeren
submukoza tabakalan belirgin bir gekilde goruldi.

Tunika miiskiilarisin i¢ tarafinda sirkiiler kas katmani, dis tarafinda ise longitudinal
kas katmam belirlendi. Bu kaslarin diiz kaslardan olustugu ve sirkiiler katmanin longitudinal
katmandan daha kalin oldugu tespit edildi.

Tunika serozanin gevsek bag dokudan ibaret, ince bir tabaka halinde oldugu
gozlemlendi.

Kardiak mide bolimiiniin lamina propriyasinda ¢ok sayida seroz kardiyak bezler
gozlendi. Her bir bezin bir lumeni ve lumen etrafinda salg: yapan, ¢ekirdekleri ortada yer alan
basit prizmatik hiicreler vardi. Tunika miiskiilaristeki sirkiiler tabaka longitudinal tabakadan
2 kat kadar daha kalindi.

Pilorik midede ise baz1 kesitlerde pilorik bezler (mukus bezleri) saptandi. Bu bezlerin
de yine bir lumeni ve etrafinda prizmatik hiicreleri bulunmaktaydi. Ancak hiicre ¢ekirdekleri
yassilagmis ve bazale dogru itilmis durumdaydi. Pilorik midedeki epiteliyal kriptlerin, kardiak
mideninkinden daha uzundu. Tunika miiskiilaristeki sirkiiler tabaka longitudinal tabakadan 4-
5 kat daha kalin oldugu tespit edildi (Sekil 4.10).

Bagirsaklarda da yine tunika mukoza, tunika miiskiilaris ve tunika seroza katmanlari
belirlendi (Sekil 11). Tunika mukozamin lumene bakan yiizeyinde bulunan lamina
epitelivaliste, tek kath prizmatik epitel hiicreleri mevcuttu. Bagirsak boyunca bu epitel
hiicrelerin arasinda ¢ok sayida ve dagmik bir sekilde kadeh hiicreleri yer almaktaydi. Bu
hiicrelerin kalin bagirsak boliimiinde daha az sayida oldugu belirlendi. Lamina epiteliyalisin
altinda yer alan ve bag dokudan olusan lamina propriya epitelyumun igine dogru ¢ok sayida
kiviimlar yaptigi tespit edildi. Lamina propriyanin altinda kollagen iplik toplulugu olan
stratum kompaktum ve graniiler haldeki stratum granulozum belirgindi.

Tunika miiskiilarisde sirkiiler ve longitudinal kas tabakalarinin bulundugu ve sirkiiler
kas katmamnin longitudinal kas katmanindan 2 kat kadar daha kalin olduBu saptand:.

Tunika seroza ise ince bir gevsek bag dokudan ibaretti.

Karacigerde dallanmig tiinel seklindeki sinuzoidlerin baglayici dokular arasinda
girintili ¢ikintili bir halde yayildigi gozlendi (Sekil 4.12). Hiicre duvarimin iki kat hiicreden
olustugu ve lobiillerin dig hatlarinin belirgin olmadig: saptandi. Hepatik parankim hiicreleri
ise g¢ok sekilliydi.

Pankreas dokusunun 6nemli bir kismumi piramit seklindeki asinar hiicrelerinin,

olusturdugu goriildii (Sekil 4.13). Pankreasin endokrin bolimiiniin ise bir araya toplanmis
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glanduler hiicre demetleri halinde ve doku iginde dagilmis durumda bulunan Langerhans
adaciklarinin meydana getirdigi belirlendi.

Solungaglarin her bir filamentinde primer ve sekonder lamellalar tespit edildi (Sekil
4.14). Lamella iizerinde chlorid hiicreleri, mukus hiicreleri ve epitel hiicreleri gorildii Mukus
hiicreleri, lamellanin yiizeyinde ve igleri bog bir vakuol seklinde gozlendi. Klorid hiicreler
lamellar epitelyum boyunca ve ozellikle de lamellanin proksimal bolgesinde ¢ok sayida
bulundu. Her bir lamella pilaster hiicreleri tarafindan ¢evriliydi.

Viicut kaslarinin ¢izgili kaslardan meydana geldigi ve her bir hiicrede cesitli

longitudunal myofibrillerin bulundugu belirlendi (Sekil 4.15).

Bobreklerdeki glomerulusun etrafini saran bowman kapsiiliniin dis yapragm yassi
epitel hiicrelerinin olusturdugu saptandi. Bobrek tubuliislerini meydana getiren epitellerin

prizmatik hiicrelerden meydana geldigi tespit edildi (Sekil 4.16).

Sekil 4.10. Kontrol grubu alabaliklarindan alinan mide kesiti, H&E, X100.a tunika mukoza,
o. tunika muskiilaris, ¢.tunika seroza.
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Sekil 4.11. Kontrol grubu alabaliklardan alinan bagirsak kesiti H&E, X100. a.tunika mukoza,
b. tunika miiskiilaris, ¢.tunika seroza.

Sekil 4.12. Kontrol grubu alabaliklardan alinan karaciger kesiti, H&E, X200.a. siniizoidler, b.
hepatositler
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Sekil 4.13. Kontrol grubu alabaliklardan alinan pankreas kesiti, H&E, X200.a pankreatik
asinar hiicreleri, b. yag dokusu.

Sekil 4.14. Kontrol grubu alabaliklardan alinan solungag kesiti, Toludune blue, X200.a.
kondrositler, b. mukus hiicresi, ¢.plaster hiicresi.



Sekil 4.15. Kontrol grubu alabaliklarindan alinan kas kesiti, Toludune blue, X200 a. enine kas
fibrilleri, b. kas hiicresi gekirdegi.

Sekil 4.16. Kontrol grubu alabaliklarindan alinan bobrek kesiti, Toludune blue, X200.
a.tubulus, b. intersititiel bolge.
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4.2.1.2. Solungaclarina Siirme Yolu ile Enfekte Edilen Alabahklar

Solungaglarin primer ve sekonder lamellalarinda hiperemi ve hemoraji, bazi
bolgelerinde hafif yangisal hiicre infiltrasyonlar: dikkati cekti (Sekil 4.17). Bobrek tubulus
epitellerinde parankim dejenerasyonu, nekroz ve bowman kapsiiliiniin epitelyumunda
desquamasyon gozlendi (Sekil 4.18). Karacigerde hiperemi, sinuzoidlerde genigleme ve
iclerinin eritrositlerle dolu oldugu belirlendi. Hepatositlerde yag dejenerasyonu, nekroz ve
kuppfer hiicre aktivasyonu tespit edildi (Sekil 4.19). Pankreas, bafirsak ve midede
mikroskobik olarak énemli herhangi bir patolojik bulguya rastlaniimadi.

Sekil 4.17. Aeromonas hydrophila'nm alabaliklarin solungaglarina siirme yolu ile enfekte

edilmesi sonucunda solungaglarin primer ve sekonder lamellalarinda hemoraji,
H&E, X200,



Sekil 4.18. Aeromonas hydrophila’nin alabaliklarin solungaglarina siirme yolu ile enfekte
edilmesi sonucunda bobrek tubulus epitellerindeki parankim dejenerasyonu ve
nekrozu, H&E, X200.

Sekil 4.19. Aeromonas hydrophila’mn alabaliklarin solungaglarina siirme yolu ile enfekte
edilmesi sonucunda karaciger hepatositlerindeki a. nekroz, b. yag dejenerasyonu,
H&E, X200.
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4.2.1.3. intraperitoneal Enjeksiyon Yolu lle Enfekte Edilen Alabaliklar:

Kasta ve derinin epidermal tabakasinda ekstraselliler 6dem, dermiste hiperemi,
konjesyon ve intersitisyel tabakada mononiikleer hiicre infiltrasyonu gozlendi (Sekil 4.20).
Karaciger parankiminde fokal veya diffuz nekroz alanlari ile bu alanlarin gevresinde
fibroblast ve kuppfer hiicre aktivasyonu saptandi (Sekil 4.21). Baz baliklarda hiperemi yine
bazi baliklarin karacigerinde de portal damarlar gevresinde lenfosit infiltrasyonlar: tespit
edildi. Hepatositlerde yag dejenerasyonu ve koagulasyon nekroz belirlendi (Sekil 4.22).
Babrek tubulus epitellerinde vakuolar dejenerasyon, nekroz ve yer yer desquamasyon ($ekil
4.23), bazi tubulus epitellerinde ise hyalin damlaciklari bulundu ($ekil 4.24). Pankreas,

bagirsak ve midede mikroskobik olarak énemli herhangi bir bulguya rastlaniimad.

Sekil 4.20. Aeromonas hydrophila’nin alabaliklara intraperitoneal enjeksiyon yolu ile
enfekte edilmesi sonucunda kasin intersitisyel tabakasindaki mononiikleer hiicre
infiltrasyonu, H&E, X200.
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Sekil 4.21. Aeromonas hydrophila’nin alabaliklara intraperitoneal enjeksiyon yolu ile
enfekte edilmesi sonucunda karacigerde goriilen a. kuppfer hiicre aktivasyonu, b.
hiperemi , H&E, X200.

Sekil 4.22. Aeromonas hydrophila’min alabaliklara intraperitoneal enjeksiyon yolu ile
enfekte edilmesi sonucunda karaciger hepatositlerindeki diffuz nekroz alanlary,

H&E, X200.
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Sekil 4.23. Aeromonas hydrophila’nin alabaliklara intraperitoneal enjeksiyon yolu ile
enfekte edilmesi sonucunda bobrek tubulus epitellerindeki a. parankim
dejenerasyonu, b. desquamasyon, H&E, X200.

Sekil 4.24. Aeromonas hydrophila’mn alabaliklara intraperitoneal enjeksiyon yolu ile
enfekte edilmesi sonucunda bébrek tubulus epitellerindeki hyalin damlaciklars,

Toludune blue, X200.
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4.2.1.4. intramiiskiiler Enjeksiyon Yolu ile Enfekte Edilen Alabahklar:

intramiiskiiler enjeksiyonda baliklarin subdermal kas demetlerinin nekroza ugradig,
myofibriller arasinda yaygin ddem ve kanamayla birlikte yangisal hicre infiltrasyonlarifiii:
oldugu tespit edildi. Aym bolgede bazi kas gruplarinda dejenerasyon ve nekroz belirlendi
(Sekil 4.25). Karacigerde hiperemi, sinuzoidal dilatasyon ve hemoraji gozlendi
Hepatositlerde yag dejenerasyonu, nekroz ve kuppfer hiicre aktivasyonu goze carpti (Sekil
4.26, Sekil 4.27). Bobreklerin tubulus epitellerinde dejenerasyon, nekroz ve desquamasyon
dikkati ¢ekti (Sekil 4.28). Pankreas, bagirsak ve midede onemli bir patolojik bulgu

saptanamadi.

Sekil 4.25. Aeromonas hydrophila’min alabaliklara intramuskiiler enjeksiyon yolu ile enfekte
edilmesi sonucunda myofibriller arasindaki yaygin 6dem, H&E, X200.
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Sekil 4.26. Aeromonas hydrophila’nin alabaliklara intramiiskiiler enjeksiyon yolu ile enfekte
edilmesi sonucunda karacifer hepatositlerindeki kuppfer hiicre aktivasyonu,

H&E, X200.

Sekil 4.27. Aeromonas hydrophila’ mn alabaliklara intramiskiiler enjeksiyon yolu ile enfekte
edilmesi sonucunda karaciger hepatositlerindeki genig nekroz alanlar, H&E,

X100.



Sekil 4.28. Aeromonas hydrophila’min alabaliklara intramiiskiiler enjeksiyon yolu ile enfekte
edilmesi sonucunda bobreklerin tubulus epitellerindeki dejenerasyon ve nekroz,

H&E, X200.

4.2.2. immunohistokimyasal Bulgular
4.2.2.1. Kontrol Grubu

4.2.2.1.1. Glukagon

Glukagon-immunoreaktif (TR) hicrelere midede rastlamlmadi. Ince bagwsak ve

pankreasta glukagon tagiyan endokrin hiicreleri belirlendi. Bu hiicrelerin ince bagirsagin

epitel kivriimlarinda lamina epiteliyalisin lateral yiizeylerinin ve bazale yakin bolgelerinde,
prizmatik epitel hiicrelerin de bazale dogru bolimiinde yer aldig saptand: (Sekil 4.29).

Pankreastaki glukagon igeren hiicreler langerhans adaciklari nda gozlendi (Sekil 4.30).

4.2.2.1.2. Gastrin

Gastrin iceren endokrin hiicrelerine sadece midenin pylorik bolgesinde rastlandi. Bu
hiicreler, genellikle epitel kiviimlarin lamina epiteliyalisinin lateral ve dip kisimlarina dogru
ve epiteli olusturan prizmatik hiicrelerin lateralinde belirlendi. Bazen lamina propriyadaki

bezlerde de tespit edildi. Bezlerdeki gastrin IR gosteren hiicreler, bezi meydana getiren
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prizmatik hiicrelerin bazaline dogru yerlesikti (Sekil 4.31). Gastrin IR hiicrelere badirsak ve

kardiak midede rastlanmadi.

4.2.2.1.3. Substans P

Midenin pilorik bolimiinde (Sekil 4.32) ve ince bagirsakta (Sekil 4.33) substans P
immunoreaktivitesi gosteren endokrin hicrelerine rastlandi. Bu hiicreler de epiteliyal
kiviimlarin lamina epiteliyalisinin bazal kisimlarma dogru olan bolimlerinde, epiteli
olusturan hiicrelerin arasinda tespit edildi. Bazen epiteliyalisin altindaki lamina propriyada

bulunan bezlerde de substans P immunoreaktivitesi gézlendi.

4.2.2.1.4. Insiilin

Insiilin igeren endokrin hiicreleri sadece pankreasta belirlendi (Sekil 4.34). Mide ve

bagirsaklarda insiilin IR ne rastlanilmad.

4.2.2.1.5. Calbindin

Calbindin immunoreaktif endokrin hiicrelerine mide, bagirsak ve pankreasta tespit

edilemedi.

Sekil 4.29. Kontrol grubu alabaliklarin ince bagirsagindaki glukagon immunoreaktif (IR)
hiicreleri, IHK, X400.
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Sekil 4.30. Kontrol grubu alabaliklarin pankreas langerhans adaciklarinda bulunan glukagon
IR hiicreleri, IHK, X400.

Sekil 4.31. Kontrol grubu alabaliklarin pilorik midesindeki gastrin IR hiicreleri, HK, X400ﬂ“
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Sekil 4.32. Kontrol grubu alabaliklarin pilorik midesindeki substans P IR hiicreleri, IHK,
X400.

Sekil 4.33. Kontrol grubu alabaliklarin ince bagirsagindaki substans P IR hiicreleri, THK,
X400.
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Sekil 4.34. Kontrol grubu alabaliklarin pankreasindaki insilin TR hiicreleri, IHK, X400.

4.2.2.2. Deney Gruplan

Solungaglarina siirme, intraperitoneal ve intramiiskiiler enjeksiyon yolu ile enfeksiyon
olusturulan alabalik gruplarmin mide, bagirsak ve pankreasinda gozlemlenen glukagon
immunoreaktif (IR) (Sekil 4.35-4.40), gastrin IR (Sekil 4.41-4.43) ve insillin IR’si (Sekil
4.44-4 46) kontrol grubundaki bulgularla aym bulundu. Fakat kontrol grubundaki Pilorik
mide ve ince bagirsakta belirlenen substans P IR deney gruplarinda saptanamadi.
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Sekil 4.35. Aeromonas hydrophila’mn alabaliklarin solungaglarina siirme yolu ile enfekte
edilmesi sonucunda ince bagirsakdaki glukagon IR hiicreleri, IHK, X400.

Sekil 4.36. Aeromonas hydrophila’mn alabaliklara intraperitoneal enjeksiyon yolu ile enfekte
edilmesi sonucunda ince bagirsaktaki glukagon IR hiicreleri, IHK, X400.
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Sekil 4.37. Aeromonas hydrophila’mn alabaliklara intramiiskiiler enjeksiyon yolu ile enfekte
edilmesi sonucunda ince bagirsaktaki glukagon IR hiicreleri, IHK, X400.

Sekil 4.38. Aeromonas hydrophila’mn alabaliklarin solungaglarina stirme yolu ile enfekte
edilmesi sonucunda pankreasin langerhans adaciklarindaki glukagon IR hiicreleri,

THK, X400
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Sekil 4.39. Aeromonas hydrophila’nin alabaliklara intraperitoneal enjeksiyon yolu ile
enfekte edilmesi sonucunda pankreasin langerhans adaciklarindaki glukagon IR
hiicreleri, IHK, X400.

Sekil 4.40. Aeromonas hydrophila’nin alabaliklara intramiskiiler enjeksiyon yolu ile enfekte
edilmesi sonucunda pankreasin langerhans adactklarindaki glukagon IR hiicreleri,
THK, X400,
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Sekil 4.41. Aeromonas hydrophila’min alabaliklarin solungaglarina siirme yolu ile enfekte
edilmesi sonucunda pilorik midedeki gastrin IR hiicreleri, THK, X400.

Sekil 4.42. Aeromonas hydrophila’nm alabaliklara intraperitoneal enjeksiyon yolu ile enfekte
edilmesi sonucunda pilorik midedeki gastrin IR hiicreleri, IHK, X400.
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Sekil 4.43. Aeromonas hydrophila’nin alabaliklara intramiiskiiler enjeksiyon yolu ile enfekte
edilmesi sonucunda pilorik midedeki gastrin IR hiicreleri, [HK, X400.

Sekil 4.44. Aeromonas hydrophila’nin alabahklarin solungaclarina sirme yolu ile enfekte
edilmesi sonucunda pankreasin langerhans adaciklarindaki insiilin IR hiicreleri,
THK, X40(
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Sekil 4.45. Acromonas hydrophila’min alabaliklara intraperitoneal enjeksiyon yolu ile enfekte
edilmesi sonucunda pankreasin langerhans adaciklarindaki insilin IR hicreleri,
HK, X200.

Sekil 4.46. Aeromonas hydrophila’min alabaliklara intramiiskiiler enjeksiyon yolu ile enfekte
edilmesi sonucunda pankreasin langerhans adaciklarindaki insilin IR hicreleri,
HK, X200.
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4.2.3. Elektron Mikroskobik Bulgular

4.2.3.1. Kontrol Grubu

Karaciger hiicresinde nukleusun iri ve hiicrenin ortasinda yer aldig1 ve sitoplazmanin
snemli bir kismimi isgal ettigi belirlendi. Nukleusun etrafinda ¢ift kath bir zar yapisi
meveuttu. Nukleus iginde diffuz kromatin dagilim ve nukleolus tespit edildi (Sekil 4.47).
Oval sekilli mitokondriyumlar sitoplazma igine dagilmis durumda goriildii. Sitoplazma iginde
bol miktarda graniilli endoplazmik retikulum az miktarda da graniilsiz endoplazmik
retikulumun yer aldigi saptandi (Sekil 4.48). Hiicreler arasi baglantilarin diizgiin oldugu
gozlendi (Sekil 4.47).

Kas hiicresinde sarkoplazma retikulumu sisternler halinde mevcuttu. Miyozin
flamanlarindan olusan A bandlar1 oldukga koyu renkli ve dar bir alam kaplamusti. 1 bandlari,
A bandlarina kiyasla daha agik renkli ve daha biyik bir alam igermekteydi. Z bandlan ise 1
bandlarinin orta kisminda ve I bandina gore daha koyu bir ¢izgi halinde gozlemlendi. Biiyiik
mitokondriyumlar belirgindi. Miyofibrillerin ise sarkolemmaya kadar diizgiin bir sekilde
devam ettigi tespit edildi (Sekil 4.49).

Bobrek hiicresinde hiicreler arasi baglantilarin diizgiin oldugu, nukleusun hiicrenin
ortasina dogru yerlestigi ve sitoplazmanin bityiik bir bolimuni kapladig: goriildii (Sekil 4.50).
Nukleus zarinin cift kath bir yapist oldugu dikkati ¢ekti. Nukleusta diffuz kromatin dagilimi
ve ortasma dogru nukleolus saptandi. Uzun, yuvarlagimsi ve oval sekilli bol miktarda
mitokondriyumlar mevcuttu. Graniilsiiz endoplazmik retikulum yapilar graniillii endoplazmik
retikulum vyapilarina gore daha belirgindi (Sekil 4.50). Tubulus epitelinin bazal yiizeyinin
bazal membran iizerine diizgiin bir sekilde oturdugu gorildi (Sekil 4.51).

Midede prizmatik epitel hiicresinin ortasinda biyik bir nukleus ve nukleusta diffuz
kromatin yapisi belirlendi (Sekil 4.52). Oval bigiminde biryiik mitokondriyumlarin bulundugu
tespit edildi. Sitoplazma iginde endoplazmik retikulum yapilar gozlemlendi. Ayrica, nukleusa
yakin bolgede golgi kompleksinin varlig: dikkati gekti.

Midenin bez epitel hiicresinde, nukleusun hiicrenin bazaline dogru yerlestigi, ¢ift kat
zar yapisina sahip oldugu gozlendi. Nukleusta diffuz kromatin yapisi saptandi. Nukleusun
ortasina dogru bir nukleolus meveuttu (Sekil 4.53). Sitoplazma iginde graniilsiiz endoplazmik
retikulum iyi gelismis ve belirgindi (Sekil 4.54). Oval ve yuvarlagims sekilde bol miktarda

mitokondriyumlar vardi. Hiicrenin apikal kismina dogru yerlesmis ¢ok sayida salg
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graniillerinin varhigi belirlendi (Sekil 4.53, Sekil 4.54). Ayrica, hiicrenin bazal smirlarinin
diizgiin oldugu gorildi (Sekil 4.53).

Bagirsak prizmatik epitel hiicresinde uzun, oval ve yuvarlagims: geklindeki
mitokondriyum yapilarinin sitoplazmanin biiytik bir bolimiini isgal ettigi dikkati cekti (Sekil
4.55). Hiicreler arasi lateral yiizeyler diizgindii ve bu yiizeylerde dezmozom yapilari
meveuttu. Sitoplazma igerisinde endoplazmik retikulum yapilan tespit edildi. Ayrica hiicrenin
apikal kisminda mikrovillus yapilari oldukga belirgin olarak gozlendi.

Solungag pilaster hiicrelerinin ortasinda koyu renkli iri bir nukleus mevcuttu ($ekil
4.56). Sitoplazmada iginde oval ve yuvarlagimsi mitokondriyumlara rastlandi. Nukleus
etrafinda graniillii endoplazmik retikulum gozlendi. Hucrenin bazal membrandan ¢ift kath bir
zar ile ayrildig tespit edildi.

Solungag kondrosit hiicrelerinde nukleusun oldukga biiyiik, hiicrenin onemli bir
kismint olusturdugu ve etrafinda ift kath bir zar igerdigi goriildii. Nukleusta diffuz kromatin
yapisi belirgindi. Sitoplazma iginde oval irili ufakh mitokondriyumlara tesadiif edildi. Yine,
sitoplazma igerisinde graniillii endoplazmik retikulum yapilarimin yaygimn oldugu gozlendi
(Sekil 4.57).

Solungagta belirlenen diger bir hiicre olan eritrositte de hiicrenin ortasinda biyiik bir
nukleusun bulundugu tespit edildi. Nukleusun diffuz kromatin yapisina sahip oldugu

belirgindi. Sitoplazma iginde birkag adet mitokondriyuma rastland1 (Sekil 4.58).

Sekil 4.47. Kontrol grubu alabaliklarin karaciger epitel hiicresinin elektron mikroskobik
g6riniimii, X3000. a. nukleus, b. nukleolus, c. hiicreler arast baglant1, d. granillia
endoplazmik retikulum.
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Sekil 4.48. Kontrol grubu alabaliklarin karaciger epitel hiicresinin elektron mikroskobik
gorinimii, X7000. a. mitokondriyum, b. granilli endoplazmik retikulum.

Sekil 4.49. Kontrol grubu alabaliklarin kas hiicresinin elektron mikroskobik  goriinimu,
X3000. a. A bandi, b. I band1, c. Z bandi, d. sarkoplazma retikulum sisternalari,

e. mitokondriyum



Sekil 4.50. Kontrol grubu alabaliklarin bobrek tubulus epitel hiicresinin elektron mikroskobik
goriniimii, X3000. a. nukleus, b. nukleolus, c. mitokondriyum, d. graniilsiiz

endoplazmik retikulum.

Sekil 4.51. Kontrol grubu alabaliklarin bobrek tubulus epitel hiicresinin elektron mikroskobik
goriiniimii, X3000. a. mitokondriyum, b. bazal membran, ¢. nukleus.
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Sekil 4.52. Kontrol grubu alabaliklarin mide prizmatik epitel hiicresinin elektron mikroskobik
gdriiniimii, X3000. a. nukleus, b. endoplazmik retikulum, c. golgi kompleksi.

Sekil 4.53. Kontrol grubu alabaliklarin mide bez epitel hiicresinin elektron mikroskobik
goriiniimii, X3000. a. nukleus, b. nukleolus, ¢. salg1 graniilleri.



)

Sekil 4.54. Kontrol grubu alabaliklarin mide bez epitel hiicresinin elektron mikroskobik
g6riinimii, X3000. a. graniilsiiz endoplazmik retikulum, b. mitokondriyum, c.

saigt granulleri.

Sekil 4.55. Kontrol grubu alabaliklarin bagirsak prizmatik epitel hiicresinin elektron
mikroskobik goriniimi, X3000. a. mitokondriyum, b. dezmozom, c.

mikrovillus.
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Sekil 4.56. Kontrol grubu alabaliklarin solungag plaster hiicresinin elektron mikroskobik
goriniimii, X3000. a. nukleus, b. mitokondriyum, c. cift kathi zar, d. granilli

endoplazmik retikulum.

Sekil 4.57. Kontrol grubu alabaliklarin solungag kondrosit hiicresinin elektron mikroskobik
goriniimii, X3000. a. nukleus, b. mitokondriyum, c. graniilli endoplazmik
retikulum.
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Sekil 4.58. Kontrol grubu alabaliklarin solungaglarindaki eritrosit hiicresinin elektron
mikroskobik goriiniimii, X3000. a. nukleus, b. mitokondriyum.

4.2.3.2. Deney Gruplan

Solungaglarina siirme, intraperitoneal ve intramiskiiler enjeksiyon yollart ile
enfeksiyon olusturulan alabalik gruplanmin  karaciger, kas, bobrek, mide, bafirsak ve
solungaglarmin  elektron  mikroskobunda  yapilan incelemeleri sonunda  kontrol
grubundakinden ayn olarak asagidaki bulgular elde edilmistir:

Deney gruplarindaki baliklarin karacigerinde biyuk yag damlaciklarina rastlandi
(Sekil 4.59). Sitoplazma iginde endoplazmik retikulum sisternalarinda geniglemeler ve
bozulmalar goriildii. Yine sitoplazma i¢inde membransal yapilar ve organelden yoksun daha
actk boyanmis alanlar tespit edildi (Sekil 4.60).

Kasta miyofibriller arasinda agilmalar (Sekil 4.61) ve sarkolemma altinda
miyofibrillerden yoksun alanlar dikkati cekti (Sekil 4.61, Sekil 4.62). Sarkoplazma
retikulumda sisternalarinda geniglemeler gozlendi (Sekil 4.61). A, 1 ve Z bandlarinin yer yer
daha solgun oldugu belirlendi (Sekil 4.61, Sekil 4.62).
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Bobrekte sitoplazma igerisinde dev inkliizyonlarin varligi goze carpti (Sekil 4.63).
Yine, sitoplazma igerisinde membransal yapilarin oldugu gozlendi. Ayrica, hiicrenin bazaline
dogru vakuol benzeri geniglemis yapilarin meveut oldugu goruldii (Sekil 4.64).

Deney grubunun mide, bagirsak ve solungaglarimin organel diizeyindeki

incelemelerinde herhangi bir bulguya rastlanmadi.

Sekil 4.59. Aeromonas hydrophila’min alabaliklarin solungaglarina siirme, intraperitoneal ve
intramiiskiiler enjeksiyon yollar ile enfekte edilmesi sonucunda alabaliklardan
alinan karacigerin sinuzoidlerindeki yag damlacigi X3000.
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Sekil 4.60. Aeromonas hydrophila’mn alabaliklarin solungaglarina siirme, intraperitoneal ve
intramuskiiler enjeksiyon yollar ile enfekte edilmesi sonucunda alabaliklardan
alinan karaciger epitel hiicresinin elektron mikroskobik gériiniimii, X3000. a. yag
damlaciklari, b. membransel yapilar, ¢. organelden yoksun agik boyanmis alanlar.

Sekil 4.61. Aeromonas hydrophila’min alabaliklarin solungaglarina siirme, intraperitoneal ve
intramiiskiiler enjeksiyon yollar ile enfekte edilmesi sonucunda alabaliklarin kas
hiicresinin elektron mikroskobik goriiniimii, X3000. a. miyofibriller arasindaki
agilmalar, b. sarkolemma altindaki miyofibrillerden yoksun alanlar, ¢.sarkoplazma
retikulum sisternalarindaki genigleme.
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Sekil 4.62. Aeromonas hydrophila’mn alabaliklarin solungaglarina siirme, intraperitoneal ve
intramuskiiler enjeksiyon yollari ile enfekte edilmesi sonucunda alabaliklarin kas
hiicresinin elektron mikroskobik — goriiniimii, X7000. a. sarkolemma altinda
miyofibrillerden yoksun alanlar, b. A, Tve Z bantlarindaki solgunluk.

Sekil 4.63. Aeromonas hydrophila’nin alabaliklarin solungaglarina siirme, intraperitoneal ve
intramiskiiler enjeksiyon yollari ile enfekte edilmesi sonucunda alabaliklarin

bobrek tubulus epitel hiicresindeki dev inklizyonlarin elektron mikroskobik
gorunimi, X3000.



Sekil 4.64. Aeromonas hydrophila’nin alabaliklarin solungaglarina sirme, intraperitoneal ve
intramiiskiiler enjeksiyon yollar ile enfekte edilmesi sonucunda alabaliklarin
bobrek tubulus epitel hiicresinin elektron mikroskobik —goériinumi, X3000. a.
membransel yapilar, b. bazalde iri vakuoller.
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5. TARTISMA

Caligmada kullanilan A4. hydrophila susuna ait bazi morfolojik ve biyokimyasal
ozellikler diger aragtirmacilarin (Robert, 1978: Baran ve dig., 1981; Cipriano ve dig., 1984;
Popoff, 1984; Timur ve Timur, 1985; Timur, 1986; Soliman ve dig., 1989; Arda, 1997, Arda
ve dig., 1997 ) bu susa ait belirttikleri ozelliklerle ayni oldugu ve farkh zamanlarda bu susun
yapilan morfolojik ve biyokimyasal testlerinde ozelliklerini korudugu gorilmustir.

Yapilan bu ¢ahigmada, gokkusag alabaliklarina 3 yolla A. hydrophila inokule edilmis
baliklarin hepsinde de bakteri enfeksiyonundan sonra ilk alarm olarak; denge bozuklugu,
solunum hareketlerinde diizensizlik, ani yuzme hareketleri, baliklarin ¢ogunlugunda 24-48
saat gibi kisa stirede 6lim olaylarinin meydana geldigi ve olen baliklarin hepsinin enjeksiyon
yapilmig sahalarinda yaygin hemoraji ve nekrozlar belirmistir. Buttn bunlara bakteri
tarafindan retilen toksinin neden olabilecegi digiinilmektedir ve bu dugiinceyi destekleyen
birgok arastirma yapilmustir. Gokkugag alabaliginda (O. mykiss) yapiimig bir caligmada A.
hydrophila tarafindan tretilen asetilkolinesteraz toksininin etkisi aragtinlmis ve bakteri baliga
enjekte edildikten kisa bir sure sonra balikta denge bozuklugu, diizensiz solunumlar ve ani
yiizme hareketleri gozlenmis ve yaklagtk 9 saat sonra da 6lim olaylart meydana gelmistir
(Rodriguez ve dig., 1993). Aym balk iizerinde yapilan diger bir aragtirmada (Santos ve dig.,
1987; Santos ve dig., 1988) ise Aeromonas tiirlerinin viriilens ozellikleri ve enterotoksin
iiretimleri incelenmis ve Aeromonas tarafindan iiretilen ekstraseliiler toksini baliga enjekte
edildikten 24-48 saat sonra oliim olaylarimin oldugu ve dlii bahiklarm hepsinde de enjeksiyon
yapilan sahalarda yaygin olarak hemoraji ve nekrozlar gozlenmistir. Yine Cyprinus carpio
baliklarinda yapilan bir bagka arastirmada (Kanai ve Takagi, 1986), baligin kasina ayri ayri
olarak taze A. hydrophila kilturi ve A. hydrophila’nin trettigi alfa-hemolitik toksin enjekte
edilmis ve her ikisinde de kisa bir sirede kizariklik ve siskinlik seklinde aym bulgular
saptanmistir. Bunlardan ayr1 olarak, Anguilla japonica (Miyazaki, 1980) ve Clarias batrachis
(Angka, 1990) baliklarinda A. hydrophila tarafindan meydana getirilen patolojik bulgulara
bakteri tarafindan iretilen toksinlerin sebep oldugu bildirilmistir.

Bu arastirmada A. hydrophila ile gokkusags alabaliginda (Oncorhynchus mykiss)
solungaglarina siirme yolu, intraperitoneal ve intramiskuler enjeksiyonlarla olusturulan
enfeksiyon sonucunda gozlenen dengesiz yiizme, havuz kenar ve koselerine yakin bulunma,
durgun goriinme, solunumda diizensizlik ve ani yiizme hareketleri geklindeki klinik
belirtilerin, Oncorhynchus mykiss (Rodriguez ve dig., 1993), Mugil cephalus (Soliman ve
dig., 1989), Salmo gairdneri irideus (Baran ve dig., 1981), Cyprinus carpio (Erer, 1983,

#
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Timur, 1986; Sioutas ve dig.. 1991, Ahmed ve dig., 1995) ve [ctalurus punctatis (Venture ve
Grizzle, 1988) baliklarinda da aym sekilde oldugu bildirilmistir.

Aeromonas  hydrophila’min  Intraperitoneal enjeksiyon sonrasinda; gokkusagi
alabaliginin viicut yiizeyinde, —enjeksiyon bolgesinden dorsal yiizgece kadar olan deride
hemorajili lezyonlar, beyaz alanlar. ventral yiizgecin tabaninda petesiler ve anus bolgesinde
kizarikliklar gibi belirlenen makroskobik bulgular, Oncorhynchus mykiss (Santos ve dig.,
1988: Paniaqua ve dig., 1990), Cyprinus carpio (Erer, 1983), lctalurus punctatus (Venture ve
Grizzle, 1988), Saratherodon niloticus (Amin ve dig., 1985) ve Chanos chanos (Lio ve
Duremdez 1986) baliklarinda aymi etkenin intraperitoneal enjeksiyonunda elde edilen
makroskobik bulgularla uyum saglamigtir. Ayrica, Cyprinus carpio’da (Erer, 1983) vapilan
calismada bir 6rnekte prolapsus, Saratherodon niloticus’un (Amin ve dig., 1985) bazilarinda
da eksofthalmus ve prolapsus gozlendigi bildirilmistir. Halbuki, bu arastirmada sadece 2
balikta prolapsus tespit edilmistir.

intramiiskiiler enjeksiyon ile olusturulan enfeksiyon sonunda gokkusag alabaliginda
makroskobik olarak, enjeksiyon yapilan alanda 2-3 cm capinda, kenarlart kanamali olan
grimsi renkte lezyonlar, yine baliklarin biyitk bir ¢ogunlugunda abdomen ve anus
kenarlarinda kizarikliklar belirlendi. Calismanin bu bulgulari, Mugil cephalus (Soliman ve
dig. 1989), lctalurus punctatus (Venture ve Grizzle, 1988), Saratherodon niloticus (Amin ve
dig., 1985), Cyprinus carpio (Erer, 1983; Takeuchi ve Miyazaki, 1986; Paniaqua ve dig.,
1990: Sioutas ve dig., 1991), Clarias batrachus (Panpit, 1988), Anguilla anguilla (Miyazaki,
1980), Hypophthhalmichthys molitrix (Kumar ve Dey, 1986). Perca fluviatilis (Michel, 1981)
ve Ophicephalus punctatus (Subasinghe ve dig, 1990) baliklarinda A. hydrophila nin
intramiiskiiler enjeksiyonu sonunda bildirilen bulgularla paralellik gostermistir.

Aeromonas  hydrophila’mn  gokkugagi alabaliginm solungaglarma siriilmesiyle
olusturulan enfeksiyonlu baliklarin otopsisinde solungaglarinin koyu kirmizi, bazilarinin ise
actk pembemsi oldugu ve karacigerde de yer yer nekrotik odaklarin bulundugu gézlenmistir.
Ayni yontemle Mugil cephalus (Soliman ve dig., 1989) baliZinda olusturulan enfeksiyonun
otopsisinde ise yapilan bu galigmadaki bulgularin yani sira bobreklerde petesival kanamalar,
safra kesesinde sisme ve abdominal boslukta ser6z sivi birikimi oldugu bildirilmigtir. Bu
farkliliklarin nedeni, kullanilan A. hydrophila susunun viriilensine ve farkli balik turlerinin
kullanilmis olmasina baglanmugtir.

Aeromonas hydrophila’nin intraperitoneal enjeksiyonuyla olusturulan enfeksiyonlu
gokkugag1 alabaliginin otopsisinde karin boslugunda ve bagirsak igeriginde sarimtrak-
yesilimsi renkte kotii kokulu bir sivi, Oncorhynchus mykiss (Candan, 1990; Paniaqua ve dig.,
1990) ve Cyprinus carpio (Erer, 1983) baliklarinda gorilenler ile, karacigerde. cesitli .
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bityiikliiklerde nekrotik bolgeler, gonadlar, karaciger, bagirsaklar ve midede yer yer nokta
seklinde kanamalar ve bazi baliklarda bobreklerin yumusak bir kivamda oldugu seklindeki
bulgulan1 ise Oncorhynchus mykiss (Paniaqua ve dig., 1990), Clarias batrachus) (Angka,
1990) ve Cyprinus carpio (Erer, 1983; Ahmed ve dig., 1995) baliklarinda belirtilen bulgularla
benzerlik saglamigtir.

Aeromonas hydrophila’min  intramuskiiler enjeksiyonuyla gokkugsag alabaliginda
olusturulan enfeksiyonun otopsisinde ise enjeksiyon yapilan sahadaki lezyonlu bolgenin deri
altinda kanli irinli bir sivi, karacigerde irili ufakli nekrotik alanlar, karaciger, bagirsaklar ve
midede petesiyal kanamalar seklindeki bulgular, Oncorhynchus mykiss (Paniaqua ve dig.,
1990), Mugil cephalus (Soliman ve dig., 1989), Carassius auratus (Brenden ve Huizinga,
1986) Saratherodon niloticus (Amin ve dig., 1985) ve Cyprinus carpio (Erer, 1983; Takeuchi
ve Miyazaki, 1986, Sioutas ve dig.,1991) baliklarinda bildirilen bulgularla ayni oldugu
goralmistir.

Bu caliymada, Aeromonas hydrophila alabaliklarda 3 grup halinde olusturulan
enfeksiyonun mikroskobik bulgular birbirine benzerlik gosterdiginden organlarda tespit
edilen histopatolojik degisiklikler asagidaki sekilde tartigiimugtir.

Deney grubu baliklarin solungaglarinin primer ve sekonder lamellalarinda hiperemi ve
hemoraji, baz1 bolgelerinde ise hafif yangisal hiicre infiltrasyonlan seklindeki bulgular Mugil
cephalus (Soliman ve dig., 1989) ve Anguilla anguilla (Miyazaki, 1980) baliklarinda
belirtilen bulgularla uyum saglamistir. Ayrica, bu bulgulara ilaveten Mugil cephalus’un
(Soliman ve dig., 1989) sekonder lamellalarinda telangiektazi ile nekroz, Ictalurus punciatus
(Ventura ve Grizzle 1988; Grizzle ve Kiryu, 1993) baliginn lamellalarinda ise 6dem ve
epitelyumda spongiosis bildirilmigtir.

Aeromonas hydrophila ile enfekte edilen alabaliklarin karacigerinde tespit edilen
hiperemi, sinuzoidlerde genisleme, hepotositlerde koagulatif nekroz gibi belirtiler,
Oncorhynchus mykiss (Candan, 1990, Paniaqua ve dig., 1990), Mugil cephalus (Soliman ve
dig., 1989), Ictalurus punctatus (Venture ve Grizzle, 1988; Grizzle ve Kiryu, 1993), Salmo
gairdneri irideus (Baran ve dig., 1981), Carassius auratus (Brenden ve Huizinga 1986,
Miyazaki ve Kaige, 1986), Cyprinus carpio (Erer, 1983; Timur, 1986), Anguilla anguilla
(Miyazaki, 1980), Stizostedion lucioperca (Timur ve Timur, 1985) ve Clarias batrachus
(Angka, 1990) baliklarinda bildirilenlerle, yine bu ¢ahiymada karaciger hepatositlerindeki
bulunan yag dejenerasyonu, Anguilla japonica (Chien ve dig., 1993, Chien ve Chien, 1994)
ve Ictalurus punctatus (Ventura ve Grizzle, 1988) baliklarinda tespit edilen bulgularla
parallelik gostermistir. Ancak, yapilan bu galigmada yukaridaki bulgulardan ayn olarak

karacigerde kuppfer hiicre aktivasyonu da saptanmustir. »
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Yine enfekte edilen alabaliklarin babrek tubulus epitellerinde belirlenen dejenerasyon,
nekroz ve bowman kapsiiliiniin epitelyumu boyunca yer yer gorilen desquamasyon bulgulari,
bazi1 arastiricilarin (Candan, 1990; Soliman ve dig., 1989; Venture ve Grizzle, 1988, Erer,
1983; Timur, 1986; Baran ve dig., 1981; Brenden ve Huizinga, 1986; Chien ve Chien, 1994,
Angka, 1990; Miyazaki ve Jo, 1985), Salmo gairdneri, Mugil cephalus Ictalurus punciatus,
Cyprinus carpio, Salmo gairdneri irideus, Carassius auratus, Anguilla japonica, Clarias
batrachus ve Plecoglossus altivelis baliklarinda belirttikleri bulgularla aym  oldugu
goriilmiistir. Bununla birlikte sadece Mugil cephalus baliginda oldugu bildirilen (Soliman ve
dig., 1989) bobrek tubulus epitellerindeki hyalin damlaciklar1 bu arastirmada da
belirlenmistir.

Bu arastirmada alabaliklarin kaslarinin epidermal tabakasinda gortilen ekstraseliiler
odem, Mugil cephalus (Soliman ve dig., 1989) ve Ictalurus punctatus (Venture ve Grizzle,
1988) ile, dermiste hiperemi, konjesyon ve kollagen bandlarda lokosit infiltrasyonu ve
subdermal kas demetlerinde nekroz, Oncorhynchus mykiss (Paniaqua ve dig., 1990), Mugil
cephalus (Soliman ve dig., 1989), Ictalurus punctatus (Venture ve Grizzle, 1988), Cyprinus
carpio (Erer, 1983; Kanai ve Takagi, 1986, Sioutas ve dig., 1991), Perca fluviatilis, Carassius
auratus (Miyazaki ve Kaige, 1986), Saratherodon nilotucus (Amin ve dig., 1985) ve Anguilla
Jjaponica (Miyazaki, 1980) baliklari ile, derideki kahverengi-siyah lekelenmeler ise /ctalurus
punctatus (Venture ve Grizzle, 1988; Grizzle ve Kiryu, 1993), Mugil cephalus (Soliman ve
dig., 1989), Cyprinus carpio (Kanai ve Takagi, 1986) ve Salmo gairdneri irideus (Baran ve
dig., 1981) baliklar ile ilgili bildirilen bulgularla paralellik gostermigtir.

Ictalurus punctatus (Venture ve Grizzle, 1988) baliginda mide gastrik bezlerinde
nekrotik alanlar, Anguilla japonica (Miyazaki, 1980) baliginin midesinde ise hiperemi oldugu
bildirilmesine ragmen bu arastirmada, mide de patolojik bir bulguya rastlanilmamigtir.

Yine, Mugil cephalus (Soliman ve dig., 1989) baligimin bagirsaginda mukus hticre
proliferasyonu, bagirsak epitelyumunda nekroz, lokosit infiltrasyonu, dilatasyon, bagirsak
kriptlerinin lamina propriyasinda kan kapillalarinda kopmalar, /ctalurus punctatus (Venture
ve Grizzle, 1988) baliginin bagirsak mukozal epitelyumunda yangi, Stizostedion lucioperca
(Timur ve Timur, 1985) baliginin bagirsak mukoza membraninin nekroze olarak bagirsak
lumeni igerisine dokuldugi ve propriyada seliler yangisal infiltrasyonlarin yanisira
hemorajiler, Clarias batrachus (Angka, 1990) bahiginin bagirsaginda hemoraji ve nekroz,
Cyprinus carpio (Erer, 1983; Timur, 1986) baliginin bagirsak villuslarinin u¢ kisimlarinin
nekroze olarak lumene dokiildiigii ve bir balikta da submukozada hiperemi ve 6dem, Anguilla
Japonica (Chien ve dig., 1993) bahiginin bagirsaginda ise stratum kompaktum ve stratum

spongiosumu ihlal eden bir hemoraji seklinde bulgular tespit edilmistir. Gergeklestirilen bu
N
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arastirmada da submukozada &dem, bagirsak kriptlerinin lamina proprivasinda kan
kapillarinda kopmalar ve bagirsak villuslarimin lumene dokilmesi gibi hafif derecede
bulgulara rastlanmistir. Ancak, preparat hazirlama esnasinda yapilan hatalar sonucunda da bu
sekilde goriintiller elde edilebileceginden 6nemli bir bulgu olarak dikkate alinmamustir.

Arastirmada pankreasa ait onemli herhangi bir bulguya rastlamlmamstir. Ancak,
Ictalurus punctatus bah@inin pankreasinda asinar hiicrelerinin normalden daha kiigiik ve daha
bazofilik oldugu ve zimogen graniillerinin bulunmadig (Venture ve Grizzle, 1988, Grizzle ve
Kiryu, 1993), Stizostedion lucioperca (Timur ve Timur, 1985) baliginda ise pankreas
hiicrelerinin sekillerini kaybederek nekroze oldugu yolunda bulgular bildirilmistir.

Yapilan bu aragtirmada gastrin immunoreaktif hiicrelere gokkusagi alabahgmin (O.
mykiss) pilorik midesinde gozlendi. Bu simrh dagilim Gadus morhua bahginda da tespit
edilmistir (Larsson ve Rehfeld, 1978; Jonsson ve dig., 1987). Bununla beraber, bu tip
hiucrelere, Mugil saliens baligimin gastrik bezlerinin sefalik bolgesinde de goriildigu
bildirilmistir (Elbal ve dig., 1988). Daha once alabalikta yapilan bir ¢aligmada kolesistakinin /
gastrin immunoreaktivitesine midede rastlanilmadigini ama bagirsak mukozasindaki endokrin
hiicrelerinde tespit edildigi belirtilmigtir (Holmgren ve dig., 1982; Powell ve dig., 1991;
Beorlegui ve dig., 1992; Barrenechea ve dig., 1994). Yine, Carassius auratus (Himick ve
Peter. 1994) ve Lampetra japonica (Yui ve dig., 1988) baliklarinin midesinde de gastrin
immunoreaktivitesinin oldugu bulunmustur.

Gokkusag alabahiginda vapilan bu arastirmada midede ve ince bagirsakta ¢ok sayida
substans P iceren hiicrelere rastlanmustir. Salmo gairdneri uzerinde yapilan bir bagka
arastirmalarda da (Holmgren ve dig., 1982; Powell ve dig., 1991; Beorlegui ve dig., 1992;
Barrenechea ve dig., 1994) aym bulgular bildirilmistir. Bununla birlikte simdiye kadar
elasmobrang baliklardan olan Scyliorhinus canicula’da scyliorhinin 1 ve TI olmak tzere iki
tane peptid izole edildigi (Conlon ve dig., 1986), bunlarin fizyolojik etkilerinin substans P’ye
benzerlik gosterdigi (Jensen ve dig., 1987) ve enterik noronlardan serotonin salgilanmasina
sebep oldugu bildirilmistir (Holmgren ve dig., 1985). Scyliorhninus stellaris bah@inda yapilan
bir arastirmada ise midede substans P igeren hiicrelere rastlanilmigtir (Cimini ve dig., 1989).

Teleostlardan sadece Mugil saliens bahgnin midesinde gastrik bezlerin st
kissmlarinda glukagon pozitif hiicreleri tespit edilmistir (Elbal ve dig., 1988). Glukagon
immunorektif hiicrelerin genel dagilim teleostlar ve kikirdakli baliklarda farkhilik gosterdigi,
teleostlarda glukagon igeren hiicrelerin bagirsaklarda (Elbal ve Agullerio, 1986; Abad ve dig,,
1987, Beorlegui ve dig., 1992). kikirdakli baliklarda ise gastrik mukozada yer aldigi
bildirilmistir (Tagliaefierro ve dig., 1989). Barbus conchonius bahgnda yapilan

arastirmalarda (Rombout ve dig., 1986a ve 1986 b) glukagon igeren hiicrelere gastro-entero-
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pankreatik endokrin sistemde bulundugu bildirilmistir. Bu arastirmada ise glukagon
immunoreaktivitesi pankreasta langerhans adaciklarinda ve 6n bagirsak bolimlerinde
goriildii. Mide de ise rastlanilmadi.

Birgok teleost balikda insiilin immunoreaktivitesi pankreasta langerhans adaciklarinda
saptanmustir (Carillo ve dig., 1986; Yui ve Fujita, 1986; Abad ve dig., 1987, Gruff ve Yousan,
1997; Maglio ve Putti, 1998; Lozano ve dig., 1991; Al-Mahrouki ve Yousan, 1999; Yang ve
dig., 1999). Bu ¢alismada da insiilin immunoreaktivitesi gokkusag alabaliginin (O. mykiss)
pankreas langerhans adaciklarinda tespit edilmistir.

Gokkusag alabaliginda yapilan bu aragtirmada calbindin immunoreaktivitesi sindirim
kanali, pankreas ve bobreklerde gorilmedi. Bu da, baliklarda bu organlardaki kalsiyum
metabolizmasimin  diizenlenmesini  memelilerden farkli bir mekanizma tarafindan
ayarlandigin1 gostermektedir.

Aeromonas hydrophila ile enfeksiyon olusturulan deneysel gruplarda, gastrin, substans
P ve glukagon immunoreaktivitesi mide, bagirsaklar ve pankreasta, kontrol grubuna benzer
bir dagilim gosterdi. Substans P immunoreaktivitesi ise kontrol gruplarda pilorik mide ve ince
bagirsakta rastlanmasina ragmen enfekte gruplarda bu immunoreaktiviteye rastlanmadi. Bu
durum enfekte baliklarin, enfeksiyon suresince a¢ birakilmasina bagli  olarak
sekillenebilecegini soylenebilir. Ciinku, substans P sindirim kanali endokrin hiicrelerinden
sentezlenmesi, alinan besin ile baglantih oldugu, daha onceki g¢aligmalarda bildirilmigtir
(Inverson, 1982; Walker ve Thompson, 1987).

Bu arastirmada A. hAydrophila ile enfekte edilen alabaliklarin karaciger epitel
hiicresinin elektron mikroskobik incelemesinde, sinuzoid ve hepatositlerdeki biyik yag
damlaciklari, endoplazmik retikulum sisternalarindaki genigleme ve sitoplazma igindeki
membransel yapilar belirlendi . Ayni bulgular Ictalurus punctatus (Ventura ve Grizzle, 1988)
baliginda yapilan arastirmada da bildirilmis, ayrica bu hiicrede yogun hemosiderin
graniillerinden ve pigment toplulugundan da bahsetmislerdir. Bunlardan ayn olarak yapilan
bu calismada, kas myofibrilleri arasinda agilmalar, sarkolemma altinda myofibrillerden
yoksun alanlar, sarkoplazma retikulum sisternalarinda genislemeler, bobrek tubulus epitel
hiicrelerinde, sitoplazma iginde dev inkliizyonlar, membransal ve vakuol benzeri yapilar tespit
edilmistir.

Enfeksiyon grubu ile kontrol grubu arasinda endokrin hiicrelerinin igerdikleri
hormonlar yoniinden herhangi bir farkliligin goriilmemesi, 151k ve elektron mikroskobu
bulgular1 ile uyum igerisindedir. Bu sonuglara gore, etken primer olarak karaciger, bobrek,
kas ve solungaglar uzerine etki gostermekte, sindirim kanal organlan tizerine ise pek etkisi

olamamaktadir.
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