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ABSTRACT

It was aimed to identify and evaluate the pathological and microbiological findings in rainbow trout naturally
infected with Flavobacterium psychrophilum in two trout farms of Aydin and Mugla within this study. A total of 77
rainbow trout (Oncorbynchus mykiss) (weighing 1 £ 02 g and 5-6 cm in size) were collected from two separate trout
farms. The most common lesion seen in macroscopic examination was petechial hemorrhages that formed on the
skin in different parts of the body. In addition, skin erosion and ulcers, exophthalmus and periocular
hemorrhages were observed in the eyes. Microscopically, erosive foci in some areas, and ulcers in which the
destructions reached the muscle layer in some areas were noted. There were bacteria clusters, hemorrhages and
inflaimmatory cell infiltrations consisting of macrophages and lymphocytes in the ulcer foci. As a result of the
bacteriological examination, the isolated bacteria were identified as Flavobacterium psychrophilum based on their
morphological and biochemical character.
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kksk

Flavobacterium psychrophilum ile Dogal Enfekte Gékkusagi Alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss)
Patolojik ve Mikrobiyolojik Incelemeler

oz

Bu calisma ile Aydin ve Mugla illerinde bulunan iki alabalik isletmesinde Flavobacterinm psychrophilum ile dogal
enfekte gokkusagr alabaliklarinda sekillenen patolojik ve mikrobiyolojik bulgularin  tamimlanarak birlikte
degerlendirilmesi amaclanmistir. Tki ayri alabalik isletmesinden toplanan 1402 g agithginda ve 5-6 cm
buytukluginde toplam 77 adet gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) incelendi. Makroskobik incelemede en
yaygin gorilen lezyon, viicudun degisik bolgelerinde deride sekillenen petesiyel kanamalardi. Buna ek olarak,
deride erozyon ve dUlsetler, gbzlerde ekzoftalmus ve periokiler kanama gorildi. Mikroskobik olarak, bazi
alanlarda epidermisin yiizeysel olarak yitkimlandigt eroziv odaklar, bazi alanlarda ise yitkimlanmalarin kas tabakasina
dek ulastigr iilserler dikkati gekti. Ulser odaklarinda bakteri kiimeleri, kanamalar ile makrofaj ve lenfositlerden
olusan yangisal hiicre infiltrasyonlart mevcuttu. Yapilan bakteriyolojik inceleme sonucu, izole edilen bakteri
morfolojik ve biyokimyasal karakterine gore Flavobacterium psychrophilum olarak identifiye edildi.
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GIRIS

Ginimiizde strekli bir gelisim icinde olan kiltir
balik¢iligt sektériinde balik hastaliklarina baglt kayiplar
isletmelerde  6nemli ekonomik sorunlara neden
olmaktadir. Bu kayiplarin nedenleri arasinda bakteriyel
hastaliklar genis yer tutar. Bu hastaliklardan biri de
son 20 yilda tim dinyada salmonidlerde ve 6zellikle
de yavrularinda ¢ok ciddi sorunlara yol agan, distik su
sicakliklarinda (<10 °C) meydana geldiginden dolay
bakteriyel soguk su hastaligi olarak da bilinen,
Flavobacterium psychrophilum (F. psychrophilum)un neden
oldugu hastaliktir (Roberts 2001, Ekman ve Norrgren
2003). Avrupa’da hastaligin etiyolojisinin
tanimlanmadigr dénemlerde fry mortalite sendromu
ya da gokkusagt alabaliklarinin (Oncorbynchus mykiss)
fry sendromu (RTFS) olarak adlandirilmistir (Roberts
2001, Nematollahi ve ark. 2003). Etken,
Flavobacteriaceae familyasinin Flavobacterium
genusunda yer alan, gram negatif, sporsuz, kapsilsiiz,
aerobik ya da fakiiltatif acrobik bir basildir. Gékkusagt
alabaliklart  F.  psychrophilum  enfeksiyonuna  karsi
olduk¢a duyarlidir. Ozellikle 0.5-2.0 glk yavru
baliklarin  enfeksiyondan ¢ok fazla etkilendigi ve
yiksek (%50-70) mortalite oranlarinin kaydedildigi
bildirilmistir (Roberts 2001, Madsen ve ark. 2005).
Sunulan ¢alismada, Aydin ve Mugla illerinde bulunan
iki  alabalik  igletmesinde  yavru  gékkusagi
alabaliklarinda F. psychrophiluman olusturdugu dogal
enfeksiyonun patolojik ve bakteriyolojik bulgularinin
tanimlanmast amaclanmustir.

MATERYAL ve METOT

Hayvan Meteryali

Calismanin  materyalini Aydin ve Mugla illerinde
bulunan iki alabalik isletmesinden toplanan 1+0.2 g
agithginda ve 5-6 cm uzunlugunda, hasta ya da
hastalik stiphesi olan, yeni 6lmis veya Oldirilen
toplam 77 adet gékkusagy alabaligy (Oncorhynchus mykiss
Walbaum, 1792) olusturdu.

Patolojik Analiz

Nekropsiyi takiben alinan doku Ornekleri %10’Tuk
tamponlu formalin solisyonunda tespit edildi,
trimleme isleminden sonra rutin olarak alkol ve ksilol
serilerinde  takip edildi, daha sonra parafinde
bloklandi. Bu bloklardan mikrotomda alinan kesitlerin
tamamt (4-6 um) hematoksilen-eozin (HE) ile
boyanarak 1stk mikroskobunda incelendi.

Izolasyon ve Identifikasyon

Mikrobiyolojik inceleme icin baliklarin bobrek ve
dalagindan  aseptik  olarak alinan  Orneklerden
Cytophaga Agar Uzerine bakteriyolojik ekim yapild:.
Besi yerinde 15+2 °C’de 14 giin inkiibe edildi. 1zole
edilen bakteri morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri
dikkate alinarak identifiye edildi (Austin ve Austin
1987).  Bakterinin ~ API  20E  striplerine

inokulasyonunda steril PBS’de Mac Farland No: 4
yogunlugunda homojenize edilmis kiltiir kullaniddi ve
APl 20E test (Bio Merieux S.A)) sonuclar
degerlendirildi (Austin ve Austin 2007). Bakterinin
mortfolojik yapist hem natif hem de Gram boyama
yontemiyle boyandiktan sonra incelendi. Dalaktan
hazirlanan siirme froti metanol ile tespit edildikten
sonra fuksin ile boyandi. Biyokimyasal testlerden kitin
ve agar hidrolizasyonu (Reichenbach ve Dworkin
1981), nisasta ve euskilin hidrolizi, jelatin ve kazein
hidrolizasyonu (Pacha ve Porter 1968) yapild:
Bakterilerin  farkli  sicakliklarda ireme kabiliyeti
Anacker ve Ordal Broth (AOB)’da, tuza karst
toleranst % 0.5, 1,2,3 NaCl ilave edilen tuzlu AOB’de
tespit edildi. Tributrin, tween 20 ve tween 80
degradasyon testleri Anacker ve Ordal Agar (AOA)
tzerinde yapildi.

BULGULAR
Baliklarda klinik olarak durgunluk, yem tiiketiminde
azalma ve su yizeyine yakin yizmeler ile diizensiz
yiizme hareketleri gozlendi.

Makroskobik incelemede en yaygin gérilen lezyon
vicudun degisik bolgelerinde deride  sekillenen
petesiyel kanamalardt (Sekil 1). Derinin renginde
koyulagsma (Sekil 2) ve pullarda dokiilme ile erozyon
ve derin kas katmanlarina kadar yerlesim gosteren
tlserler (Sekil 3) deride gortlen diger makroskobik
bulgulardi. Gézlerde ekzoftalmus ile birlikte bircok
balikta periokiiler kanamalar saptand: (Sekil 4A ve B).
Bazt solungaclarda anemi (Sekil 4C), bazilarinda ise
hiperemi ve petesiyel kanamalar gorildi. Birgok
balikta asites oldukca belirgindi. Karaciger, dalak
(Sckil 4D) ile bobrekler siskin ve yumusak kivamliydi.
Hava kesesinde 6dem ve yer yer kalinlasmalar dikkati
cekti.

Mikroskobik olarak, bircok balikta epidermiste
erozyon belitlendi. Bazi alanlarda eroziv odaklarin
derin  kas tabakalarina kadar ulasan Ulsetlere
doniistigii  gorildi.  Ulser  alanlarinda  bakteri
kiimeleri, kanamalar ile makrofaj ve lenfositlerden
olusan yangisal hiicre infiltrasyonlart mevcuttu (Sekil
5). Solungaclarda yaygin olarak primer lamellerde
hiperemi ile sekonder lamellerde 6dem, epitellerde
dejenerasyon ve dokilmeler gbzlendi (Sekil 6). Bazt
baliklarda lameller arasinda yabanci partikiiller
belirlendi. Kalpte epikarditis 6nemli bir bulgu olarak
dikkati ¢ekti. Epikard yogun mononiklear hiicre
infiltrasyonlart ile kalnlasmistt (Sekil 7). Peritonda
kanama ve monontklear hicre infiltrasyonu gérildi.
Benzer kanamalara abdominal yag dokuda da
rastlandi.  Karacigerde damarlar hiperemikti  ve
hepatositlerde ~ dejenerasyon  gortldi.  Dalakta
sintizoidler eritrositler ile doluydu. Bobrekte damarlar
hiperemikti ve tubulus epitellerinde dejenerasyon ile
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birlikte  sitoplazmalarinda  eozinofilik  hyalin
damlaciklart dikkati cekti (Sekil 8).

Mikrobiyolojik olarak Cytophaga Agar tzerinde 10
ginde saf sart renkli koloniler iredi. Dalaktan
hazitlanan sirme frotide ¢ok miktarda ince uzun
basiller g6rildi. Sart renkli bu koloniler bakterinin

identifiye edilmesi i¢in biyokimyasal test besi yetlerine
inokule edilerek fenotipik Ozellikleri  saptandi.
Bakterinin morfolojik ve biyokimyasal karakterlerine
gbre (Tablo 1 ve 2) hastaligin etkeni F. psychrophilum
olarak identifiye edilmistir.

Sekil 1: Flavobacterium psychrophilum enfeksiyonu, deride petesiyel kanama (oklar) ve karin

boslugunda asites (okbast), gokkusagt alabalig

Figure 1: Flavobacterium psychrophilum infection, petechial hemorrhage on the skin
(arrows) and ascites in the abdominal cavity (arrowhead), rainbow trout

Sekil 2: Flavobacterium psychrophilum enfeksiyonu, deride renkte koyulagsma (A), kontrol

(B), gokkusagi alabalig

Figure 2: Flavobacterium psychrophilum infection, darkening in skin (A), control (B), rainbow

trout

Sekil 3: Flavobacterium psychrophilum enfeksiyonu, deride derin tlser (oklar), gbkkusagi

alabaligt

Figure 3: Flavobacterinm psychrophilum infection, deep ulcer on the skin (arrows), rainbow

trout
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Sekil 4: Flavobacterium  psychrophilum enfeksiyonu, gézde bilateral ekzoftalmus (A),
periokiiler kanama (B), solungaclarda anemi (C), dalakta siskinlik, konjesyon ve
cevresinde kanama (D)

Figure 4: Flavobacterium psychrophilum infection, bilateral exophthalmus in the eye (A),
periocular hemorrhage (B), anemia in the gills (C), swelling of the spleen, congestion
and hemorrhage around it (D)

T

§ek11 5. Ulser ve yanglsal hiicre 1nﬁltray0nu (ok), derl H. E ,X10
Figure 5. Ulcer and inflammatory cell infiltration (arrow), skln, H.E., X10

i
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FLE., X20

Figure 6. Edema (arrowhead) and telangiectasia (arrow) in secondary lamellae,
gill, H.E., X20
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H.E., X10
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Sekil 7: Epikartta yangisal hiicre inﬁltrasyénu (oklar), kalp,
Figure 7. Inflammatory cell infiltration (arrows) in the epicardium

Sekil 8. Tubulus epitellerinde eozinofilik hyalin damlaciklari (oklar), bbrek

X40

, HE.,
kidney,

>

Figure 8. Eosinophilic hyaline droplets (arrows) in tubulus epithelium

H.E., X40
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Tablo 1. Alabaliklardan izole edilen Flavobacterium psycrophilun’an motfolojik ve biyokimyasal

ozellikleri

Table 1. Morphological and biochemical properties of Flavobacterinm psycrophilum isolated from

rainbow trouts

Sonu¢ Hidrolizasyon Sonu¢  Ureme Sonug

Sart Pigmentli Koloni + Eskulin - 40C +
Gliding Hareket + Kitin - 250C -
Gram Boyama - Agar - 37°C -
O/F Metabolizma O Jelatin + %0,5 NaCl +
Katalaz + Nisasta %1 NaCl -
Oksidaz - Kazein + %2 NaCl -
Indol - Tributirin + %3 NaCl -
Nitrat - Tween 20 + %1 Tripton +
H»S - Tween 80 +

Tablo 2. Alabaliklardan izole edilen Flavobacterium psyerophiluman API 20E identifikasyon

sistemi ile belirlenen biyokimyasal 6zellikleri

Table 2. Biochemical properties of Flavobacterium psycrophilum isolated from rainbow trouts

determined by API 20E identification system

Sonug Sekerden asit liretimi Sonug
ONPG - Glukoz -
ADH - Mannitol -
LDH - Inositol -
ODC - Sorbitol -
Sitrat - Ramnoz -
H.S - Sukroz -
Ure - Melibioz -
TDA - Amigdalin -
Indol - Arabinoz -
VP - Oksidaz -
Jelatin +

TARTISMA

F. psychrophilun’un neden oldugu bakteriyel soguk su
hastaligl, dinyanin bircok yerinde bulunan alabalik
ciftliklerinde hastalik salginlarina ve énemli ekonomik
sorunlara yol agmaktadir (Roberts 2001, Nematollahi
ve ark. 2003). Gokkusagt alabaliklarinda, F.
psychrophilum enfeksiyonunda klinik olarak anoreksi,
letarji, deri renginde koyulasma, asites, bilateral
ekzoftalmus ve periokiler kanama gibi bulgularin
gorildigi bildirilmistir (Roberts 2001, Nematollahi
ve ark. 2003, Yildirim ve Ozer 2010). Calismada
durgunluk, yem tiiketiminde azalma ve su yilizeyine
yakin ylizmeler ile diizensiz yluzme hareketleri
seklinde saptanan klinik bulgular 6nceki bildirimlerle
uyum saglamis, siklikla bildirilen iskelet lezyonlarina
bu arastirmada rastlanmamistir (Madsen ve ark. 2005,
Kubilay ve ark. 2009). Pek ¢ok literatiirde

belirtildiginin aksine ise karacigerde solgunluk yerine
konjesyon ve siskinlik belirlenmistir (Roberts 2001,
Ekman ve Norrgren 2003, Yildirim ve Ozer 2010).
Sunulan calismada dikkati ¢eken hava keselerinde
6dem ve kalinlasmalara ise Onceki calisma ve
raporlarda rastlanmamistir.

Degisik calismalarda deride sekillendigi bildirilen tek
tarafli ve derin ulser odaklari sunulan calismada da
yaygin olarak saptanmistir (Madetoja ve Wiklund
2002, Nematollahi ve ark. 2003). Bu ilsetlerdeki
yogun bakteri kiimelerinin varhigl, derinin portantre
olarak rol oynadigi ve bakterilerin suya katilimina
kaynak olusturdugu seklinde yorumlanmugtir.

Bazt calismalarda bobrekte tubulus epitellerinde
tanimlanan  intrasitoplazmik  eozinofilik  hyalin
damlaciklart sunulan c¢alismada da yaygin olarak
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gbrilmis, bu bulgular bobreklerdeki proksimal
tubulus epitellerinin dejenerasyonlarinin bir sonucu
olarak degetlendirilmistir (Ostland ve ark. 2000,
Madetoja ve Wiklund 2002, Nematollahi ve ark.
2003).

Dalakta konjesyon, kirmizi ve beyaz pulpada
Odemato6z degisiklikler, yaygin hemoraji, splenomegali
ve nekroz gibi patolojik bulgularin en belirgin olarak
gOkkusagt  alabaliklarinda  gorildugt  bildirilmis
(Roberts 2001, Ekman ve Norrgren 2003), bu
calismada ise dalakta makroskobik olarak siskinlik ve
yumusama; mikroskobik olarak ise sintizoidlerin
eritrositler ile dolu oldugu gérilmistir.

Baz1 kronik enfeksiyon vakalarinda kalpte perikarditis
gorildigi  belirtilmis (Roberts 2001) ve sunulan
calismada epikarditis en 6nemli histopatolojik
bulgulardan biri olarak kaydedilmistir. Baliklarda
yaygin olarak gérillen hiperemi ve kanamalar da kalp
yetmezligi ile iliskilendirilmis ve epikarditis gbrillen
baliklarda bunun birincil 6lim nedeni oldugu
sonucuna varilmistir.

F. psychrophilum  enfeksiyonunda  alabaliklarda
solungaclarda anemiye baglt solgunluk, hiperemi ve
petesiyel kanama gibi bulgularin gérildiga bildirilmis
(Roberts 2001, Nematollahi ve ark. 2003), sunulan
calismada da solungaglarda yaygin olarak primer
lamellerde hiperemi ile sekonder lamellerde Sdem,
epitellerde dejenerasyon ve dokiilmeler belirlenmistir.
Bilinen solungac lezyonlarinin yani sira solungaclarda
bol miktarda yabanct partikiliin bulunmasi, su kirliligi
ile hastaligin siddetini ve mortalite oranint artiran bir
faktér olarak yorumlanmustir. Bu durum, su
kirliliginin, enfeksiyonun yayimasi ile patogenezinde
oynadigt rol (Roberts 2001) ve isletmeye verdigi
zararin oldukga 6nemli oldugunu ortaya koymustur.
Hastaligin teshisinde patolojik incelemelerin yaninda
mikrobiyolojik izolasyon ve identifikasyon da 6nemli
yer tutmaktadir. Ozellikle etkenin izolasyonunda
klasik agarlara goére Cytophaga Agar daha sik
kullanilmakta, bu agarda kenatlan ince ve patlak sart
kolonilerin tredigi dikkati ¢ekmektedir (Nematollahi
ve ark. 2003). Bu calismada da Cytophaga Agar
tzerinde 10 giinde saf olarak sart renkli koloniler
tremis ve etkenin morfolojik ve biyokimyasal
karakterleri incelendiginde, etken F. psychrophilum
olarak identifiye edilmistir.

SONUGC

Sonug¢ olarak, bu c¢alismada, iki aym alabalik
isletmesinde ortaya cikan F. psychrophilum enteksiyonu
patolojik bulgulart ve bakteriyolojik analizleri ile
tanimlanmustir.  Yavru  alabaliklarda  dogal olarak
sckillenen ve bu enfeksiyonun ortalama 1102 g
agithigindaki  yavru  baliklarda  klinik  olarak
ekzoftalmus, makroskobik ve mikroskobik olarak

erozyon, ulser ve yine mikroskobik olarak epikarditis
ile seyrettigi disiinildiiginde; benzer bulgularin
isletmelerde fark edilmesi durumunda, mortalite orani
oldukca yiiksek olabilen bu hastaligin géz Gniine
alinarak buna iliskin koruma ve kontrol 6nlemlerinin
alinmast gerektigi kanisina varilmustir,

Cikar Catigmasi: Yazarlar, ¢ikar catismast olmadigin
beyan eder.
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