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ZEBRA BALIKLARINDA DENEYSEL OLARAK
OLUSTURULAN EDWARDSIELLA TARDA
ENFEKSIYONU UZERINE HISTOPATOLOJIK INCELEMELER

OZET

Bu arastirmada Edwardsiella tarda (E. tarda) ile deneysel enfeksiyon olusturulan geng
(bir aylik) zebra baliklarinin organ ve dokularinda olusan histopatolojik degisiklikler
histolojik teknik ve boyama yontemleri kullanilarak ortaya konuldu. Bu amagla,
caligmada, zebra baliklarina intraperitoneal (ip) enjeksiyon ve banyo seklinde uygulanan
eprilvasyon islemi sonucunda baliklarda enfeksiyon olusmasi saglandi. Deneysel
uygulamaya bagli olarak baliklarin organ ve dokularinda sekillenen histopatolojik
degisiklikler histolojik yontem ve teknikler kullanilarak mikroskobik incelemeye hazir
hale getirildi.

Mikroskobik degerlendirme ile ip enjeksiyon ve immersiyon seklinde yapilan uygulama
sonucunda baliklarin organ ve dokularindaki histopatolojik lezyonlar 151k mikroskobunda
degerlendirildi, fotograflanmasi yapildi ve gozlenen mikroskobik bulgular kayit altina
alind1.

Mikroskobik incelemelerde 10* ve 10° (Colony Forming Units/mililitre) CFU/ml ip
deneme gruplarinda; peritonda fibrindz yangi ile kanama, karacigerde siddetli konjesyon,
hepatositlerde vakuolizasyon, solungaglarda primer lamellalarda yer yer mononiiklear
hiicre infiltrasyonu ile pilar hiicrelerde dejenerasyon, kas doku icerisinde yaygin veya
fokal mononiiklear hiicre infiltrasyonlari, kaslarda yaygin dejenerasyon ve nekroz ile
kanama alanlar1 gbzlenen Gnemli degisikliklerdi. 10° ve 10”7 CFU/ml immersiyon
gruplarinda ise diger gruplara gore daha hafif siddette karacigerde konjesyon ve
hepatositlerde vakuolizasyon, kaslarda dejenerasyon ve fokal nekroz alanlar1 goriildii.
Kontrol grubunda herhangi bir histopatolojik degisime rastlanilmada.

Sonug olarak bu ¢alismada; olusturulan deneysel E. tarda enfeksiyonu sonucu ip gruptaki
zebra baliklarinda daha siddetli lezyonlar sekillenirken immersiyon gruplarinda daha
hafif siddette ve daha az oranda lezyonlar olusmustur. Calisma siiresince baliklardan
sadece bir tanesinde Olim gozlenmis ve deneme boyunca baliklarda gozlenen
histopatolojik lezyonlara ragmen oOliimlerin ¢ok nadir olarak sekillenmesi, zebra
baliklarinin E. tarda enfeksiyonuna karsi oldukg¢a direngli olduklar1 kanaatine varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Edwardsiella tarda, zebra baligi, histopatoloji.



HISTOPATHOLOGICAL INVESTIGATIONS ON
EXPERIMENTALLY EDWARDSIELLA TARDA INFECTION IN
ZEBRAFISH

ABSTRACT

In this study, the histopathological changes in the organ and tissues of juvenile zebra fish
(one month age) experimentally infected with Edwardsiella tarda (E. tarda) were shown
by using histologic technic and staining methods. For this reason, as a result of
epruvation which was applied to zebra fish as intraperitoneal (ip) injection and immersion
method, the infection development in the fish was provided. The histopathologic changes
which were formed in the organ and tissues of the zebra fish realted to the experimental
applications were made ready by using histological methods and techniques.

As a result of ip injection and immersional applications via light microscopically
evaluations, the lesions in the organs and tissues of the zebra fish were evaluated, were
photographed and the observed microscopic findings were recorded.

In microscopic examinations, in 10* - 10° (Colony Forming Units/mililiter) CFU/ml ip
experimental groups the following important findings were observed: hemorrhage and
fibrinous inflammation in peritonea, severe congestion in liver, vacuolization of
hepatocyte, locally mononuclear cell infiltration in gills and primer lamellas and
degeneration in pillar cells, diffused or local mononuclear cell infiltrations in muscular
tissue, diffused degeneration and necrosis and hemorrhage areas in the muscles.
Compared with other groups, in the immersion groups of 10° - 10’CFU/ml, less severe
congestion in livers, and vacuolization of hepatocytes, degeneration and focal necrosis
areas in muscles were observed. In control group no histopathological changes were
observed.

As a result, related to the experimental infection of E. tarda in zebra fish, much severe
lesions were formed in ip injected group while the lesions of immersion group were less
severe and slight. During the study, only the death of one of the zebra fishes was
observed and throughout the experiment the rare amount of death despite the observed
histopathological lesions in fishes shows that zebra fish is rather resistant to the infection
of E. tarda.

Keywords: Edwardsiella tarda, zebrafish, histopathology.
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1. GIRIS

Cyprinidae familyasina ait olan zebra baligi (Danio rerio) dogal yasama ortami
Hindistan, Pakistan, Banglades ve Giineydogu Himalayalar olan tropikal bir baliktir.
Genellikle durgun, temiz ve bol oksijenli sularda yasarlar. Lateral hatlar1 boyunca 7-9
adet glimiis rengi ve mavi ¢izgiler vardir. Zebra baliklar1 su sicakligr bakimindan genis
bir yelpazede 18-30 °C sicaklik araliginda bir sorun olmadan hayatin1 siirdiirebilmektedir.
Uremeleri icin ideal sicaklik 26-28 °C’dir (Akbulut ve Y6n 2012).

Gelisim biyolojisi ¢aligmalarinda kullanilan ve 6nemli bir omurgali modeli olan zebra
balig1 ile yapilan deneysel calismalarin pek ¢ok avantaji vardir. Bu organizmalari
laboratuvar ortaminda tiretmek ve tiretimlerini devam ettirmek kolaydir ve dikkate deger
deneysel avantajlar saglar. Kiigiik bir balik olmasi yer bakimindan da avantaj
saglamaktadir (Sprangue et al. 2001). Ayrica bu organizmalarin iiretimi de kolay ve
ucuzdur. Bir zebra baligi her tireme doneminde 50 ile 300 arasinda yumurta birakir
(Sprangue et al. 2001, Lieschke and Currie 2007). Yumurtalardan ¢ikan larvalar elverigli
ortam sartlarinda 3 ayda cinsel olgunluga erisirler (Mills 1994; Lieschke and Currie
2007). Bu da bir defada birgok denek tizerinde galisma imkani saglamaktadir (Sprangue
et al. 2001). Dollendikten sonra hizli bir sekilde gelisen embriyo seffaf oldugundan
gelisimin  her asamasini mikroskop altinda gormek de miimkiindiir bu durum
mutasyonlarin hizli ve etkili bir sekilde taninmasina olanak saglamaktadir. (Sun et al.

2004).

Yapilan arastirmalarda teleost grubunda olan zebra balig1 ile insan ve diger omurgalilarin
genom yapilarinin benzer oldugu, metabolizmalarinin ve embriyonik gelisimlerinin
hemen hemen aynmi oldugu (Meeker and Trede 2008; Sullivan and Kim 2008), en
onemlisi de insanlarda bulunan tiimoér baskilayici genin (TP53) zebra baliginda da

kesfedilmesi, bunlara ilaveten ksenobiyotik metabolizmanin faz I ve faz II enzim sistemi



bu balik tiirlinde de bulunmasi, insan bagisiklik sistemlerinin de oldukga birbirine
benzerliginin goriilmesi Traver et al. (2003), Lieschke and Trede (2009) ve ilag
tanimlama konusunda da umut vaat ettigi anlasilmistir (Annemarie and Herman 2011).
Bu o6zelliklerinden dolayr zebra baligi, iizerinde calisilmasi zor olan diger tiirler
hakkindaki biyolojik olaylarin arastirilmasi ve bilgi edinilmesi ile insan ve diger
omurgalilarin hastaliklarinin arastirilmasinda miikemmel bir model organizma olarak

kullanilmaktadir (Sprangue et al. 2001; Sun et al. 2004; Van der Sar et al. 2004).

E. tarda; Enterobacteriaceac familyasina ait, Edwardsiella cinsinde yer alan, gram-
negatif, bir bakteri olup edwardsiellosisin etkenidir. Genis cografik alanda su lriinleri
yetistiriciliginde ciddi ekonomik kayiplara neden olan bir bakteridir (Whang et al. 2009;
Mohanty and Sahoo 2007; Seong et al. 2012). insanlarda da enfeksiyon olusturan enterik
firsatg1 bir bakteridir (Spencer et al. 2008; Xiaohong et al. 2014).

E. tarda Antartika’da ¢ok genis bir cografik alanda rapor edilmis Leotta et al. (2009),
hayvanlardan bulasan ve insanlar i¢in de 6nemli bir zoonoz patojendir (Woo and Bruno
2010). Yapilan ¢aligmalarda, zebra baliklarinin insanlarin fizyolojik islevlerine yakin bir
ozellik gosterdigi ayn1 zamanda patojen mikroorganizmalarin konakgisindaki etkilerinin
ortaya konulmasi bakimindan model olusturdugu bildirilmektedir (Crawford et al. 2008;
McGrath and Li 2008).



2.TANIM VE TARIHCE

Patojen mikroorganizmalar insan ve hayvan sagliginda Onemli bozukluklara neden
olmaktadir. Patojen mikroorganizmalarin kontrolii i¢in gelistirilecek metotlarin basarili
olabilmesi i¢in patojenin organizmada yapmis oldugu patolojik bozukluklarin tam olarak

aciklanmis olmasi gerekir (Buzea et al. 2007).

Cevredeki degisiklikler enfeksiyon hastaliklarin  oranin1  artirmaktadir. Enfektif
organizmalarin hangi mekanizmalar ile hastaliklara neden oldugu goz Oniinde
bulunduruldugunda, birbirleriyle iliskili iki yon gézlenmektedir. Bunlar; (1) Enfeksiyon
olusturan organizmalarin spesifik o6zellikleri, (2) Viicudun enfeksiyon etkenlerine
cevabidir (Kumar et al. 2003).

Enfeksiyona kars1 konak engelleri, mikroplarin viicuda girmesini ve dokulara yayilmasini
onler. Ik engeller saglam deri ve mukozal yiizeyler ile bu yiizeylerin olusturdugu
salgilardir. Bunlar ¢ogu enfeksiyonlara karsi ¢ok giiglii savunmalardir. Yine de, bazi

enfeksiyon ajanlari bu engelleri agma yetenegine sahiptir (Kumar et al. 2003).

Baz1 enfeksiy6z ajanlar1 veya onlarin {irtinleri direk olarak Hematoksilen-Eozin (H-E) ile
boyanmis kesitlerde incelenebilir. Organizmalar, bilhassa nekroz varsa, merkezden

ziyade lezyonun ilerleyen kenar kisminda genellikle en iyi goriintiilenirler (Kumar et al.
2003).

Bakteriyel hastaliklar hem dogal hem de kiiltiir baliklarinda yiiksek mortalite ile
seyretmektedir. Pek ¢ok mikroorganizma, Ozellikle de firsat¢i patojen olanlari stres
faktorleri ya da diger hastalik prosediirleri araciligiyla konakei balik dokusuna yerleserek
hastalia duyarlilik olusturabilir. Primer patojenlerin sebep oldugu hastaliklar ayni
zamanda cogunlukla stres aracidir. Latent enfeksiyonlu olan fakat klinik olarak saglikli

goriinen baliklar genellikle belirti gostermezler ancak cevresel kondiisyonlar: farkl



olabilir. Bakterilerin cogalmasi i¢in uygun bir ortam olan, yiiksek organik igerikli su, hizli
1s1 degisimleri, asir1 kalabalik, travma ve tasima baliklarda en yaygin klinik hastalik

duyarliligiin olusmasindaki ¢evresel stres faktorleridir. (Robert 1989).

Son yillarda diinya genelinde hizlica artan akua kiiltiir, ¢esitli bakteriyel hastaliklarin ve
bazi ciddi yeni enfeksiyoz hastalik tablolarinin goriilme sikligini artirmaktadir. Yaklagik
25 bakteriyel tire ait Ornekler tathh su ve tuzlu su baliklarinda patojen olarak
tanimlanmistir. Bunun yami sira bakteriyel gelisim ve smiflandirma sistemlerinin
idenfikasyon metotlarinin giincellenmesiyle daha fazla sayida bakteri tiiriiniin patojen
etkiye sahip degisikliklerle seyrettigi gosterilmistir. Kisaca balik patojenlerinin baglicalart
Gram-negatif kok ailesine ait olan Enterobacteriaceae, Pseudeomonadaceae Yyada
Vibrioneaceae’dir. Tipik olarak septisemik ve iilseratif hastalik tablolarina neden olurlar

(Inglis et al. 1993; Robert and Moeller 2012).

Gram-pozitif mikroorganizmalar birkag asit-fast bakterilerinden olusur ve daha nadiren
cesitli balik tiirlerinde kismi kondiisyon kaybiyla seyrederler. Teleost grubu baliklar i¢in
patojen olan bazi bakterilerin taksonomik siniflandirmasi1 Tablo 2.1’de gdsterilmistir

(Robert 1989).

Tablo 2.1. Teleost baliklarda baslica patojen bakterilerin taksonomik siniflandirilmas: (Robert 1989)

Familya Cinsi Tiirii
Cytophagaceae Flexibacter F. colomnaris
(Gram-negatif kayici bakteriler) F. Psychrophila
F. maritimus
Unclassified myxobacteria
Enterobacteriaceae Edwardsiella E. ictaluri
(Gram-negatif fakiiltatif Yersinia E. tarda
anaerobik ¢ubuksu bakteriler) Y. ruckeri
Pasteuraellaceae Pasteurella P. piscicida

(Gram-negatif fakiiltatif
anaerobik ¢ubuksu bakteriler)

Pseudomonadaceae Pseudomonas P. fluorescens
(Gram - negatif aerobik ¢ubuksu P. anguilliseptica
bakteriler)

Vibrionaceae Aeromonas A. hydrophila
(Gram-negatif fakiiltatif A. salmonicida (inluding
anerobik gubuksular) Hamemophilus piscium)

Vibrio V. anguillarum
V. ordalli

V. carchariae



Tablo 1.1 (Devam): Teleost baliklarda baslica patojen bakterilerin taksonomik siniflandirilmasi: (Robert
1989)

Familya Cinsi Tiirii
V. damsela
V. vulnificus biogroup 2
Uncertain Alteromonas A. piscicida
(Gram-negatif erobik Flovabacterium Flovabacterium spp.
Cubuksu bakteri)
Bacillaceae Closridium Cl. botulinum
(Gram-pozitif sporlu basiller)
Corynepform group Renibacterium R. salmoninarum
(Gram-pozitif pleomorfik
gubuksular)
Streptococcaceae Streptococcus S. faecalis
(Gram-pozitif kok) Group B streptococcussp
and haemolytic ungrouped
streptococci
Mycobacterriaceae Mycobacterium M. chelonei
(Asit-alkol direngli basil) M. fortuitum
M. marinum
Nocardiacea Nocardia N. asteroides
(Aside direnci zayif N. kampachi
Gram-pozitif dalli basil)
Chtamydiaceae Epitheliocystis organism

(Zorunlu intraselliiler parazitler)

Edwardsiella cinsi mikroorganizmalarla insanda enfeksiyon gelisimi olduk¢a nadirdir ve
cogu enfeksiyon E. tarda ile olusmaktadir (Hasanoglu vd 2001). Cesitli patojen
mikroorganizmalar ile zebra baliklari arasindaki iligki incelendiginde birgok arastirmalara
rastlanilmaktadir. Neely et al. (2002), Streptococcus iniae (S. iniae) ve Streptococcus
pyogenes (S. pyogenes) bakterilerini zebra baliklarina ip ve intramuskiiler (im) enjeksiyon
yolu ile uygulayarak Streptococcal enfeksiyonlar i¢in model olusturmuslardir. Davis et al.
(2002), Mycobacterium marinum (M. marinum) ile tiiberkiiloz i¢in modelleme ¢alismasi
yapmiglar ve granuloma benzeri olusumlari histolojik olarak géstermislerdir. Diger bir
caligmada Van der Sar et al. (2003) Salmonella typhimurium (S.typhimurium) ile infekte
zebra baliklarinda bu bakterinin izlenmesinde kullanilan kirmizi fluoresan protein

(DsRed) saliniminin nasil gerceklestigi gosterilmistir.

Ozellikle son yillarda zebra baligi kullanarak patojen mikroorganiznalarin meydana
getirebilecegi olumsuzluklarin incelendigi ¢aligma sayisi hizla artmigtir. Bunlardan Vibrio

anguillarum (V. anguillarum) Zhang et al. (2013), Streptococcus pneumoniae (S.



pneumoniae) Rounioja et al. (2011), Citrobacter freundii (C. freundii) Lu et al. (2011),
Flavobacterium columnare (F.columnare) Olivares-Fuster et al. (2011); Listonella
anguillarum (L. anguillarum) Huang et al. (2011), Francisella noatunensis (F.
noatunensis) Vojtech et al. (2012), Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) Patterson et
al. (2012), Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) Vojtech et al. (2012) ve
Aeromonas hydrophila (A. hydrophila) Lu et al. (2014) bakterileri ile zebra balig

arasindaki iliski incelenmistir.

2.1. Etiyoloji

Enterobacteriaceae’lar diiz kok (1,0 x 2,0-3,0 um) boyutlarinda hareketli ya da hareketsiz
flagellaya sahip, Edwardsiella ictaluri’ye (E. ictaluri) benzemeyen 25 ve 37 °C
arasindaki sicakliklarda motil olan gram-negatif bakterilerin genis ve dogal bir
gurubudur. Oksidaz negatif, fakiiltatif aneorobik solunum ve fermantatif metabolizma
tipine sahip olan bakterilerdir. E. tarda, Hoshina (1962) yilinda tarafindan Japonya’da ilk
kez yilan baliklarindan izole edilmis bir patojendir ve Paracolobactrum
anguillimortiferum (P. anguillimortiferum) olarak isimlendirilmistir. Daha sonraki
arastirmalarda Wakabayashi and Egusa (1973) ve Robert (1989) tarafindan E. tarda
olarak tanimlanmistir. Ayni zamanda bu patojen Amerika’da kanal kedi baliklarinda

Meyer and Bullock (1973) tarafindan da identifiye edilmistir.

E. tarda Amerika’da kedi baliklarinin ve Japonya’da yilan baliklarnin 6nemli bir
patojenidir. Ayrica kefallerde, kiiltiir ¢ipurasinda ve tilapialarda epidemilerle birlikte
seyretmektedir (Robert 1989). E. tarda omurgasiz hayvanlarda, amfibilerde Wyatt et al
(1979), siiringenlerde Sakazaki (1965), Iveson (1971) sigirlarda, domuzlarda, kopeklerde
izole edilmistir (Ewing et al. 1965; Tacal and Menez 1969; Van Damme and Vandepitte
1984).

E. tarda siklikla organik yonde Kirli olan sularda bulunur. Dogal rezarvuarini hayvanlarin
bagirsaklar1 olusturmaktadir ve evcil hayvanlardan, ratlarda, kuslarda, kaplumbagalarda

izole edilebilir. Ayrica saglikli baliklardan da izole edilmistir (Robert 1989).



Enterobacteriaceae familyasina ait Edwardsiella cinsinde yer alan gram-negatif, bazilari
peritrik flagellayla aktif hareketli, sporsuz ve kisa ¢omakgiklar bigiminde bir bakteri olan
E. tarda 6zellikle 1lik sularda yasayan ¢esitli balik tiirlerinde septisemilere yol agan acrob

veya fakiiltatif anaerob bir bakteridir (Mohanty and Sahoo 2007; Seong et al. 2012).

Yapilan iki farkli ¢alismada gram-negatif bir bakteri olan E. tarda kullanilarak,
immersiyon yontemiyle bir giinliik zebra baligi embriyolarinda bakteriyel enfeksiyon
olusturulmus, bu durum birgok balik tiiriinde de gozlenen genel septisemik karekterler ile

seyreden edwarsiellosise sebep olmustur (Pressley et al. 2005; Phelan et al. 2005).

2.2. Deneysel Olarak Edwarsiella tarda Enfeksiyon Olusturma Yollari

Cesitli patojen mikroorganizmalar ile zebra baliklar1 arasindaki iligkinin incelendigi

arastirmalara rastlanilmaktadir.

Bir aragtirmada; 5 saat siire boyunca E.tarda ile immersiyona maruz birakilmis zebra
baligi embriyolarinda, kiimiilatif mortalitenin kontrol grubu baliklarina gore %31
oraninda arttig1 tespit edilmistir. Aymi1 bakteri ile 2 ve 4 saat maruz birakilmalari
durumunda ise timor nekrozis faktdor (TNF) ve interlokin 1 (IL-1B) saliniminda
artiglarin oldugu bildirilmistir. Yetiskin zebra baliklarinda ise E. tarda’nin, dermal
abrazyon ile enfeksiyon olusturabilecegi gosterilmistir (Crawford et al. 2008; McGrath
and Li 2008).

Ayrica zebra baligi embriyolari, bakteriyel enfeksiyonlara yanitta, timér nekrozis faktor-
a (TNF-a), IL-1p ve interlokin-8 (IL-8) gibi sitokinler ve semokinlerin salinimiyla
korundugu ortaya konmustur (Pressley et al. 2005; Stockhammer et al. 2009; Veneman
and Stockhammer 2013).

2.3. Edwardsiella tarda’min Patogenezisi
Bakteriler konak¢min disinda baska golet, su ve ¢amur i¢inde yasama Yetenegine

sahiptirler. Bakterilerde su sicakligina ve sudaki organik madde oranina baglh olarak artis

gozlenir. Memeliler, kugslar, siirlingenler amfibilerin gibi organizmalar ve sucul



omurgasizlar tagiyict durumdadir. Bakteriler olumsuz kosullarda canli kalabilmektedirler

(Du et al. 2007).

Gram-negatif, ¢omak seklinde ve peritrik tip flegellaya sahip Edwardsiella tiirii

bakteriler; hasta baliklarin i¢ organlarinda, bagirsaklarda ve beyinde izole edilmistir
(Timur ve Timur 2003; Hekimoglu 2009).

Patojenlerin  patojenitesini anlamak i¢in virlilens faktoriin idenfikasyonu ve
karekterizasyonu bilmek gerekir (Whatson and White 1979; Janda and Abbott 1993;
Chen et al. 1996). E. tarda bakterisinin patogenesisi ¢ok faktorlii oldugundan bu
bakterinin patojenitesi hala tam olarak anlasilamamistir (Seong et al. 2012). E. tarda
organizmanin bagirsaklari ve asinmig deri ylizeyi bilinen penetrasyon alanlaridir. E. tarda
uygun epitel hiicrelerine niifuz edebildigi ¢cok sayida aragtirmaci tarafindan bildirilmistir

(Janda et al. 1991, Strauss et al. 1997; Ling et al. 2000).

Hastalik yapan bazi potansiyel faktorler diger bazi bakterilerde olugu gibi E. tarda da

hiicre yapigmasi faktorleri ve hiicre ici istilasi aktivitesi olarak iki tipte tarif edilmistir

(Whatson and White 1979; Janda and Abbott 1993; Chen et al. 1996).

E. tarda ile zebra baliklarinin embriyo ve erginlerinde hastalikla iliskili immun cevap ve
patolojisi Pressley et al. (2005) koruyucu amagli as1 aragtirmalar1 Seong et al. (2012) ve
mikrobiyolojik olarak etkenin molekiiler identifikasyonu Ibrahem et al. (2011) ile ilgili

caligmalar yapilmistir.

2.4. Edwardsiella tarda Enfeksiyonundaki Makroskobik Bulgular

E. tarda’nin neden oldugu hastaligin baslica bulgulari, kas dokuya kadar ilerleyebilen
kiiclik deri lezyonlar ile hizli gelisen progresif fibrinli peritonitis ve bobrek ve karaciger
dokusunun nekrozudur. Kuyruk sap1 ve lateral bolgedeki kas doku iginde apseler gelisir.
Apseler biiylidiikce olusan biiyiik bosluklar ¢ok kotii kokan gaz ile dolar (Schlotfeldt et
al. 1995; Hekimoglu 2009). Kotii kokulu hava kabarciklar siklikla karaciger ve bobregin

yapist igerisinde fibrindz eksudat ile ¢evrili bir bi¢imde bulunur. Histolojik olarak



lezyonlar hemopoietik dokuda, karaciger parankiminde, karin duvarini perfore edecek
kadar ilerleyebilen fokal nekrozlarla karakterizedir (Robert 1989; Schlotfeldt et al. 1995).

Edwardsillosis ile siddetli enfeksiyon durumlarinda baliklar, burgu seklinde yada dairesel
hareketler ile yiizmekte yada su yiizeyinde hareketsizlik gozlenir. Mayer and Bullock
(1973), Miyazaki and Kaige (1985), Hekimoglu (2009) agiz ve operkulum gevresinde
kizariklar, anemiye bagli olarak oksijen yetersizligi gelisir. Baligin cildinde erozyon
(pigmentasyon kaybi1) Miyazaki and Kaige (1985) ve asir1 mukus salgilama, soluk
solungaglar, gozlerde seffafligin kaybolmasi, ayrica iilser gibi biiylik lezyonlar
goriilebilir. Karin ylizeyinde sisme ve aniis bolgesinde kizariklik ve yiizgeclerde ve ciltte
petesiyal kanama 6nemli bulgulardir. Perakut durumlarda ¢ogunlukla karin bolgesinde i¢
yiizeyinde, bobrek, dalakta kanli asites, karacigerde tikanmalar goriiliir (Tacal and Menez
1969; Mayer and Bullock 1973; Miyazaki and Kaige 1985; Patros et al. 2006).

Enfekte zebra baligi embriyolarinda gogiis ve kuyruk yiizgeglerinde epidermal tabakada
tomurcuk seklinde sislikler ile sinir ve kas dokuda bozulma gozlenmektedir (Pressley et
al. 2005).

Solungaglarda kiigiikk beyaz nodiiller bulunabilir. Deride infekte bolgede pigment
olusumu durur. Disar1 ¢ikik hemorajik (prolapseli) aniis ve gozlerde opaklasma, disa

dogru ¢ikik gozler (eksoftalmus) olusabilir (Bruno et al. 1995; Hekimoglu 2009).

2.5. Edwardsiella tarda Enfeksiyonunda Goézlenen Histopatolojik Bulgular

Edwardsiellosis, histopatalojik olarak intersitisyel nephritis, irin olusmasi ve irinli
karaciger ve dalak iltihab1 karakteristiktir (Miyazaki and Egusa 1976; Miyazaki and
Kaige 1985). Cesitli caplarda apseler ve bakteri kolonileri, nétrofil infiltrasyonu,
karaciger, dalak ve bobreklerde makrofajlar gozlenmektedir (Miyazaki and Kaige 1985).

Zebra balig1 embriyolarinda gogiis yiizgeci ve kuyruk boliimlerinde epidermal tabakanin
proliferasyonu ve sislik, ayrica enfekte embriyolarda siddetli sinir ve kas dokusunda

dejenerasyon gozlenmistir (Pressley et al. 2005).



10

Enfekte embriyolarin kan damarlarinda bakteri i¢eren ¢ok sayida inflamatuar hiicreler ile

septisemi tablosu tespit edilmistir (Pressley et al. 2005).

2.6. Edwardsiella tarda Enfeksiyonunda Teshis Tedavi ve Korunma Yollari

Hastaligin tipik semptomlar1 olmasina ragmen kesin tani i¢in bakterinin izolasyonu ve
identifikasyonu gereklidir. TSA (Triptik Soy Agar) veya BHIA (Brain Heart Infusion
Agar) ortamlarinda 35 °C de iyi biiyiir. 25 °C de 2-4 giin sonra kiigiik kahverengi seffaf
koloniler olusur. Antibiyogram ile yaklasik 1 haftalik tani siiresi olmalidir. Ancak
mortalite ¢ok yiiksek degildir (%5). Eger hizli sonug istenirse ELISA gibi testlere
bagvurulabilir (Cengizler 2006).

Hastaligin nasil tasindigi kesin olarak bilinmemektedir. Etken, havuzlarda, suda ve
camurda yaygin olarak bulunmaktadir. Ayrica balifin yiizeyinde de normal flora
icerisinde yer alir, ancak baliklar1 enfekte etmez. Ciinkii E. tarda firsatg1 bir bakteridir
(Xiaohong et al. 2014). Bu nedenle yogun stok oranindan ve stresten kaginmali, su
kalitesi uygun olmali, havuzlarin temizligine dikkat edilmelidir. Heniiz bilinen ticari bir
asis1 yoktur. Yapilan aragtirmalarda sazanlarda glukan verilmesi direnci biraz arttirmistir
(Cengizler 2006).



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Hayvani

Calismada, ticari bir isletmeden temin edilen 100 adet 1 aylik dogal tip (wildtype) "Danio
rerio" irki (erkek ve disi) zebra balig1 kullanildi. Calisma siiresince baliklar 10x20x40 cm
(enxboyxyiikseklik) boyutlarinda polietilen karbon akvaryumlara ve her grupta 20 balik
(n=20) olacak sekilde birakildi. Deney ve kontrol grubu baliklar ticari akvaryum balik

yemi ile beslenildi.

3.2. Deneysel Ortam

Calismanm deneysel asamasi Bingdl Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksek
Okulu Patoloji Laboratuari’nda akvaryum diizenegi kurulan ¢alisma ortaminda yapildi.
Zebra baligr ile yapilacak deneyler igin polietilen karbon akvaryumlar kuruldu.
Akvaryumlardaki suyun sicakligi 28+1 °C’ olacak sekilde sabitlendi ve siirekli hava
motorlari ile oksijenlendirildi. Yemleme giinde 2-3 kez yapildi. Akvaryumun bulundugu
ortam fotoperiyodu saglamak icin 14 saat aydinlik, 10 saat karanlik olacak sekilde
isiklandirildi. Ortamin sicaklik, hidrojen iyon konsatrasyonu (pH) ve oksijen diizeyleri
izlenerek kontrol altinda tutuldu (Hallare et al. 2004).

3.3. Beslenme

Caligmada baliklar, ticari tropikal pul balik yemi (Sera Vipan Large Flakes 500 ml) ile
deneysel siire¢ boyunca giinde iki kez beslendi ve baliklarin yem alimi tamamlandiktan
sonra, artan yemler bir balik kepgesi vasitasiyla toplandi (Sahin 1999; Hekimoglu 2009).

Baliklarin her tiirli bakim, temizlik ve besleme islemleri diizenli sekilde yapildi.
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3.4. Referans Sus ve Kiiltiir Sartlar:

Zebra baliklarinda deneysel enfeksiyon olusturmak amaci ile E. tarda ATCC (American
Type Culture Collection) 23704 referans susu kullanildi. Referans E.tarda susu, triptik
soy broth (TSB) (MERCK, 1.05459) ve TSA (MERCK, 1.05458) besi yerlerine ekildi ve
30 °C sicaklikta 24 saat siireyle inkubasyona birakilarak ¢ogaltild:. E. tarda susunun 10
CFU/mP’lik dozu spektrofotmetre cihazi kullanilarak 600 nanometre (nm) absorbans
degerinde dlgiilerek hesaplandi. Calismada kullanilan diger doz oranlari, 10'CFU/mI' lik

dozun 1/10 oraninda fizyolojik tuzlu su ile sulandirilmasiyla elde edildi.

Calismada kullanilan E. tarda bakterisinin enjeksiyon ve banyo dozlar1 Pressley et al.

(2005) zebra baliklarinda uygulamis olduklari dozlar referans alinarak belirlendi.

3.5. Calisma Takvimi ve Deneysel Gruplandirma

Calismada 21 giin boyunca her grupta 20 adet 1 aylik dogal tip "Danio rerio" irki (erkek
ve disi) olmak iizere toplamda 100 adet zebra balig1 kullanildi. Bu baliklar rastgele her
grupta yirmiger balik olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Olusturulan 5 ¢alisma grubu ve
baliklara yapilan uygulamalar asagidaki sekilde belirlendi.

3.5.1. Grup 1 (Kontrol grubu)

Bu gruptaki baliklara tricaine anestezisi altinda iken 0. giinde 0,1 M steril fosfat buffer
solisyonu (PBS), (P5244, SIGMA, German) ip olarak insiilin enjektorii yardimiyla 0,1
ml dozda uygulandi.

3.5.2. Grup 2 (Deney grubu-10* CFU/mI Intraperitoneal)
Bu gruptaki baliklara, kontrol grubunda oldugu gibi tricaine anestezisi altinda iken O.

giinde 0,1 ml 10* CFU/mI dozda E. tarda igeren soliisyon ip olarak 28,5 numarali insiilin

enjektorlii yardimiyla uygulandi.
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3.5.3. Grup 3 (Deney grubu-10°> CFU/ml Intraperitoneal)

Bu gruptaki baliklara da kontrol grubu ve deney grubu-10* CFU/ml intraperitoneal
oldugu gibi tricaine anestezisi altinda iken 0. giinde 0,1 ml 10° CFU/ml dozda E. tarda

igeren soliisyon ip olarak 28,5 numarali insiilin enjektorii yardimiyla uygulandi.

3.5.4. Grup 4 (Deney grubu-10° CFU/m| immersiyon)

Bu gruptaki baliklar, 0. giinde 10° CFU/mI dozda E. tarda igeren 1 litrelik (L) plastik bir

kap igerisine konularak, statik immersiyon yontemi ile 5 saat boyunca bekletildi.

3.5.5. Grup 5 (Deney grubu - 10’ CFU/ml immersiyon)

Bu gruptaki baliklar da deney grubu-10°® CFU/mI immersiyonda oldugu gibi 0. giinde 10’
CFU/ml dozda E. tarda iceren 1 L’lik plastik bir kap igerisine konularak, statik

immersiyon yontemi ile 5 saat boyunca bekletildi.

Bakterilerin enjeksiyon ve banyo tarzinda uygulamasindan sonra akvaryumlarina alinan
baliklar 21 giin boyunca takip edildi ve klinik bulgular kayit altina alindi. Deneme
stiresince veya deneme sonunda Olen tiim baliklarin makroskobik muayeneleri ve
sistemik nekropsileri yapildi. Nekropsi sonrasi baliklar tespit islemi icin %10’luk
tamponlu formalin salin soliisyonu igerisinde tutuldu. Tespit islemi tamamlanan balik

dokularina rutin doku takibi islemi uygulandiktan sonra parafin bloklar hazirlandi.

3.6. Anestezi, Otenazi, Nekropsi ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

Uygulamalar1 takiben 21. giinlin sonunda tiim baliklardan rahat ve agrisiz bir sekilde
doku orneklerinin alinabilmesi amaciyla, dncelikle baliklara TMS olarak bilinen tricaine
methane sulfonate, Tricaine-S® (Western Chemical, Inc., Ferndale, U.S.A) 0,168 mg/ml
dozda uygulanarak baliklarin anestezileri saglandi. Bu amagcla baliklar 1 L’lik plastik
kaplara alinarak immersiyon yontemiyle anestezi altina alindi. Baliklar heniiz anestezi
altinda iken formaldehit ile otenazi edilerek nekropsileri yapildi. Nekropside tiim

hayvanlarin sol karin duvar1 bir makas yardimiyla pektoral ylizgecten baslayarak galsama
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kapagina kadar kesilerek tiim i¢ organlarin makroskobik goriintiilenmesi ve sistemik
incelenmesi yapilarak, baliklar biitiin halinde %10’luk tamponlu formaldehit igerisine

konuldu.

3.7. Doku Orneklerinin Islenmesi

Almman dokular % 10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda tespit edildi. 48 saatlik
tespit islemini takiben, degisik derecelerde (%70, 80, 90, 100) alkol, ksilol ve parafin
serisi iceren ototeknikon cihazina (TP 1020, Leica, German) alindi. Graniillii parafinle
bloklanan dokular mikrotom ile (RM 2155, Leica, German) 5 mikrometre (pm)
kalinliginda kesildi. Balik dokular1 histopatolojik agidan degerlendirilmek {izere, H-E ile
boyandi. Boyanan dokular, goriintiileme sistemli, binokiiler stereo 11k mikroskobunda
(DM 2500, Leica, German) degerlendirildi.

3.8. Hematoksilen-Eosin Boyama Protokolii

1. Hazirlanan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in ksilollere alind1 (3x3 dakika)

2. Hidrasyon islemi i¢in kesitler dereceli alkollerden gegirilerek distile suya alindi (4x3
dakika).

3. Harris Hematoksilen soliisyonunda 10 dakika bekletildikten sonra 5 dakika akarsuda
yikandi.

4. Fazla boyanin alinmasi i¢in asit alkolden gegirilen kesitler amonyakli suya alindi.

5. Eosinde 1 dakika bekletilen kesitler akarsuda 2 dakika yikandi. Dereceli alkollere
alinan kesitler (4x3 dakika) kurutularak daha sonra ksilollere alind1 (3x3 dakika).

6. Boyanmis olan preparatlar entellan® ve lamelle kapatildi (Mayer 1896; Lillie 1965;
Lynch et al. 1969).

3.9. Preparatlarin incelenmesi

H-E ile boyanmis preparatlar goriintiileme sistemli, binokuler stereo 11k mikroskobunda
(DM 2500, Leica, German) iki kisi tarafindan degerlendirildi.



4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

4.1.1. Grup 1 (Kontrol grubu)

0. Giinde 0,1 molarlik (M) PBS, (P5244, SIGMA, German) ip olarak insiilin enjektorii
yardimiyla 0,1 ml dozda uygulan bu gruptaki baliklarda herhangi bir klinik bulguya

rastlanilmadi.

4.1.2. Grup 2 (Deney grubu-10* CFU/ml Intraperitoneal)

Anestezi altinda iken ip olarak 28,5 numarali insiilin enjektorii yardimiyla 0,1 ml dozda
E. tarda igeren soliisyon uygulanan bu gruptaki baliklarda, enjeksiyon uygulamasinin ilk
12. saatinde higbir degisiklik gozlemlenmez iken, 24. saatten itibaren bireylerde
istahsizlik ve yiizmede durgunluk gozlendi. Bu durumun bazi bireylerde 48. saatten sonra
normale dondiigii goriiliirken, bazi bireylerde ise digki uzamasi goriildii. Bu gruptaki

baliklarda 6liim gézlenmedi.

4.1.3. Grup 3 (Deney grubu-10° CFU/ml Intraperitoneal)

Anestezi altinda iken ip olarak 28,5 numaral: insiilin enjektorii yardimiyla 0,1 ml dozda
E. tarda igeren soliisyon uygulanan bu gruptaki baliklarda, uygulamanin 12. saatinden
sonra bazi bireylerde durgunluk, akvaryum tabaninda tek basina ylizme hareketi gézlendi.
Uygulamanin 24. saatinden sonra bireysel ve normalden daha hizli yiizme hareketleri ve
yeme karsi ilgisizlik gozlenirken, 36. saatten sonra diizensiz ve bireysel ylizme hareketi
ve durgunlugun devam ettigi goriildii ve diskinin kopmamas: ile Kkarakterize diski
uzamas1 gorlildlii. Uygulamanin sonlarina dogru digki uzamasi goriilen birey sayisinda

azalma tespit edildi. Bu gruptaki baliklardan bir tanesi uygulamanin 12. giiniinde 61dii.
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4.1.4. Grup 4 (Deney grubu-10° CFU/ml immersiyon)

0. giinde 10° CFU/mI dozda E. tarda igeren 1 L’lik plastik bir kap icerisine konularak,
statik immersiyon yontemi ile 5 saat boyunca bekletilen bu gruptaki baliklarda, 5 saat
boyunca herhangi bir klinik degisim gozlenmedi. Uygulamanin 12. saatinden sonra
bireysel ve diizensiz ylizme hareketi ile yeme karsi ilginin azaldigi, 24. saatten sonra ise
normal ylizme hareketleri ve yeme Karsi ilgilerin normale dondiigii izlendi. Uygulama

siiresince bireylerde 6liim gerceklesmedi.
4.1.5. Grup 5 (Deney grubu-10" CFU/ml immersiyon)

0. Giinde 10’ CFU/mI dozda E. tarda igeren 1 L’lik plastik bir kap igerisine konularak,
statik immersiyon yontemi ile 5 saat boyunca bekletilen bu gruptaki baliklarda, 5 saat
boyunca herhangi bir klinik bulguya rastlanmadi. Bu gruptaki bireylerin bazilarinda
uygulamanin 24. saatinden sonra durgunluk ve istahsizlik gézlenirken, 48. saatten sonra

bireylerde, bu davraniglarin normale dondiigl goriildii.

4.2. Makroskobik Bulgular

4.2.1. Grup 1 (Kontrol grubu)

0. Giinde 0,1 M’lik PBS, (P5244, SIGMA, German) ip olarak insiilin enjektorii

yardimiyla 0,1 ml dozda uygulan bu gruptaki baliklarda herhangi bir makroskobik
bulguya rastlanilmadi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Deneme sonunda kontrol grubu baliklarin makroskobik gériinimii
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4.2.2. Grup 2 (Deney grubu-10* CFU/ml Intraperitoneal)

Bu gruptaki baliklarin nekropsileri esnasinda karin boslugu acildiginda enjeksiyon
yapilan alanda, peritonda hafif kalinlasmanin oldugu ve karin duvari ile periton arasinda
hafif yapigmalar goriildii. Baliklarin tiimiiniin karacigerlerinin rolatif olarak hafifce
biiyiidiigii ve koyu kirmizi renkli alanlarin varligr dikkati ¢cekti. Bobreklerde, yer yer koyu
kirmizi renkli fokal odaklar gbzlendi. Bazi baliklarin bagirsak duvarlarinda, serozaya

yakin olarak yer yer petesiyal kanamalara rastlandi.

Sekil 4.2. 10* CFU/ml intraperiton grubu baliklarin makroskobik gériiniimii
4.2.3. Grup 3 (Deney grubu-10°> CFU/ml Intraperitoneal)

Bu gruptaki baliklarin nekropsileri esnasinda karin boslugu agildiginda enjeksiyon
yapilan alanda, peritonda yaygin kalinlagmalar ile karin duvari ve periton arasinda fibrinli
tarzda yapigmalarin oldugu goriildii. Bir balikta karacigere kadar uzanan bir alanda
fibrinli peritonitis tablosu hakimdi. Yangisal reaksiyonun karacigerin kenar kisimlarini da
kapsayacak sekilde karin boslugu ve hava kesesi duvari ile baglantili oldugu tespit
gozlendi. Diger baliklarin nekropsisinde peritonda degisen derecelerde petesiyel
kanamalar vardi. Bazi bireylerde ise deride solgunluk (pigmentasyon eksikligi) tespit
edildi (Sekil 4.3). Bu gruplardaki baliklarin karacigerlerinin rolatif olarak hafifce
biiytidiigli ve koyu kirmizi renkli alanlarin mevcudiyeti tespit edildi. Bobreklerde, yer yer

koyu kirmizi renkli odaklar oldugu gézlendi. Bu gruptaki 5 baligin bagirsak duvarlarinda,
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serozaya yakin olarak az miktarda petesiyal kanamalara rastlandi. Bir balikta ise bobrekte

yaygin kanama alanlarina rastlandi.

Uygulamanin 12. giiniinde bu grupta Olen baligin yapilan nekropsisi sonucunda,
enjeksiyon yapilan bolgede, pektoral ylizgeclerin kaidelerinde ve i¢ organlarda

hemorajilere rastlandi.

Sekil 4.3. Deride solgunluk (OKk)

4.2.4. Grup 4 (Deney grubu-10° CFU/mI immersiyon)

Bu gruptaki baliklarda herhangi bir makroskobik bulguya rastlanilmadi (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Deney grubu-4, 10" CFU/ml immersiyon makroskobik gériiniimii
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4.2.5. Grup 5 (Deney grubu-10" CFU/ml immersiyon)

Bu gruptaki baliklarda herhangi bir makroskobik bulguya rastlanilmadi.

Sekil 4.5. Deney grubu-5, 10’ CFU/ml immersiyon bazi baliklarin makroskobik gériiniimii

4.3. Mikroskobik Bulgular
4.3.1. Grup 1 (Kontrol grubu)

Bu gruptaki baliklarda yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda herhangi bir

mikroskobik bulguya rastlanilmadi.
4.3.2. Grup 2 (Deney grubu-10* CFU/ml Intraperitoneal)

Calismanin 21. giiniin sonunda tiim gruplardaki baliklar TMS® ile anestezi edildikten
sonra oOtenazi edildi ve nekropsileri yapildi. Bu baliklarin makroskobik bulgular
degerlendirildikten sonra doku ve organ pargalari alinarak rutin histolojik teknikler
kullanilarak organ ve dokulardan hazirlanan preparatlar 151k mikroskobu altinda
histopatolojik olarak degerlendirildi. Bu degerlendirmeler sonucunda 10° CFU/mI ip
grubunda baliklarin solungag dokularinda primer lamellerde mononiiklear hiicre

infiltrasyonu ile kalinlastig1, damarlarin ileri derecede konjesyone oldugu goriildii.
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Ayrica yer yer sekonder lamellerde mononiiklear infiltrasyonun bulundugu alanlarda pilar

hiicrelerde dejenerasyon ve nekrozlar goriildii (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Solungaglarda primer lamellerde mononiiklear hiicre infiltrasyonu ve Kalinlasma (Ok) H-E x1000

Kalp dokusunun histopatolojik incelemesinde iki balikta sinus venosum duvarinda fokal

mononiiklear hiicre infiltrasyonu saptandi (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Sinus venosum duvarinda fokal mononiiklear hiicre infiltrasyonu H-E x 200

Bu gruptaki baliklarin karaciger parankim dokusunda venasentraliste trombiis ve damar
limeni ve sinuzoidlerde fokal lenfosit infiltrasyonlar: ile hepatositlerde ileri derecede

vakuolizasyon dikkati ¢ekti (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Karacigerde vena sentraliste trombiis ve lenfosit infiltrasyonlari (Ok), sinuzoidlerde fokal lenfosit
infiltrasyon ve hepatositlerde vakoulizasyon (Okbast) H-E x2400

Bununla birlikte bir balikta karacigerde konjesyon, hepatositlerde vakuolizasyon ile fokal
koagulasyon nekrozu gorildi (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Karacigerde fokal koagiilasyon nekrozu (Ok) H-E x1000

Bu gruptaki baliklarin bobrek parankiminde kanama odaklari ile tubulus epitelinde
dokiilme ve hafif derecede dejeneratif degisiklikler tespit edildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Bobrek parankiminde kanama ile tubulus epitelinde dokiilme ve hafif siddette dejeneratif
degisiklikler (Ok) H-E x1000

Histopatolojik olarak dnemli degisiklikler bu gruptaki baliklarin kas dokusunda gozlendi.
Ozellikle kas dokusunda kas demetleri arasinda fokal mononiiklear hiicre infiltrasyonu,

fokal dejeneratif ve nekrotik degisiklikler ile yaygin kanamalar dikkati ¢eken onemli

bulgulard: (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. Kas doku igerisinde fokal nekroz ve mononiiklear hiicre infiltrasyonu (Ok) H-E x400

Ayrica kas demetleri arasinda sekillenmis olan fokal nekroz alanlarinin 3 balikta yiizeye

dogru uzanan iilserli bir gortinimde olgu tespit edildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Deride kas doku igerisine dogru iilser (OK) ve fokal nekroz ile mononiiklear hiicre
infiltrasyonlar1 (Okbasi) H-E x400

Bu gruptaki baliklarda yaygimn olarak fibrinli peritonitis tablosu hakimdi. Sekillenen
fibrinli peritonitis tablosundaki mononiiklear hiicreler kas doku igerisine dogru infiltre
olmuslard (Sekil 4.13).

MR
Aleas 2@ WS

Sekil 4.13. Yaygin fibrinli peritonitis ve kas doku igerisine dogru mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 H.E
x1000

Bu grupta bir¢ok baligin bagirsak lumeninde mavimtirak gri renkte bulutumsu

goriiniimde bakteri kiimeleri goriildii (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Bagirsak limenlerinde bulutumsu gériiniimde gri-mavimtrak renkte bakteri kiimeleri (Ok) H-E
x1000

4.3.3. Grup 3 (Deney grubu-10° CFU/ml Intraperitoneal)

Bu gruptaki zebra baliklarinda mikroskobik olarak; solungaglarda dikkati g¢eken
histopatolojik bir degisim gozlenmedi. Karaciger dokusunda, bu gruptaki baliklarin
tamaminda hepatositlerde benzer sekilde yaygin konjesyon ve kanama ile hafif derecede

vakuoler dejenerasyon tespit edildi (Sekil 4.15).

Sekil 4.15. Karaciger yaygin konjezyon ve parankimde fokal kanama odaklar1 (Oklar) H-Ex400

Bir balikta karin boslugunda karacigere kadar uzanan alanda fibrinli tarzda peritonitis
tablosu goriildii. Yangi karacigerin kenar kisimlarii kapsayacak sekilde karin boslugu ve

hava kesesi duvari ile baglantiliydi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Yaygn fibrinli peritonitis (Ok) ve karacigere dogru yayilan mononiiklear hiicre infiltrasyonlar
H-E x400

Bobreklerde fokal kanama odaklar dikkati ¢eken 6nemli mikroskobik bulgu olarak tespit
edildi. Bu gruptaki bir balikta bobrek parankiminde yaygin kanama alanlari vardi (Sekil
4.17)

Sekil 4.17. Bobrek parankiminde fokal kanama alanlar1 (Ok) H-E x1000

Kas doku igerisinde kas demetleri arasinda 10* CFU/ml ip grubundakine benzer sekilde
fokal nekroz odaklar1 ve mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 vardi. Sekillenen kas doku
nekrozlarinda kas ipliklerinin ¢izgili gériintimlerini kaybettikleri hiyalini bir gériiniim
kazandiklar1 saptandi (Sekil 4.18). Nekrotik doku ¢evresinde sekillenmis olan

mononiiklear hiicre infiltrasyonlarinin ¢evre kas demetleri arasina da yayildigi goriildii.
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Bir balikta ise bu degisimler siddetli fokal kas nekrozu ve yaygin mononiiklear hiicre

infiltrasyonu seklindeydi.

Sekil 4.18. Kas dokuda yer yer kas demetlerinde hiyalin dejenerasyonu, nekroz ve mononiiklear hiicre
infiltrasyonlar1 (Oklar) H-E x1000

Bu gruptaki baliklarda fibrinli peritonitis tablosu hakimdi, 4 balikta ise yaygin peritonitis
tablosu daha siddetli sekillenmisti (Sekil 4.19).

Sekil 4.19. Yaygin fibrinli peritonitis ve mononiiklear hiicre infiltrasyonu H-E x1000

Bu grupta da, 10* CFU/mI ip grupta oldugu gibi birgok baligm bagirsak lumeninde
mavimtirak gri renkte bulutumsu goériinimde bakteri kiimeleri (Sekil 4.20) ile peritonda

makrofajlarin sitoplazmalarinda bakteriler tespit edildi (Sekil 4.21).
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Sekil 4.20. Bagirsak liimenlerinde bulutumsu gériiniimde gri-mavimtrak renkte bakteri kiimeleri (Ok) H-E
x1000

Sekil 4.21. Peritonda makrofaj sitoplazmalarinda bakteriler (Oklar) H-E x8000

4.3.4. Grup 4 ve 5 (Deney grubu-10° CFU/ml ve Deney grubu-10" CFU/m

Immersiyon)

Bu iki gruptaki baliklarda gozlenen histopatolojik degisiklikler birbirine benzerlik
gostermekteydi. Bu gruplardaki baliklarda organlarda gozlenen histopatolojik
degisiklikler ip uygulama yapilan gruplara gore daha hafif siddete sekillenmisti.
Mikroskobik incelemelerde; Karacigerde konjesyon ve vakuolizasyon gorildi (Sekil
4.22).
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Sekil 4.22. Karacigerde hafif dereceli vakuolazisyon ve konjesyon H-E x400

Bir balikta daha belirgin olmak tizere kas demetleri igerisinde yaygin mononiiklear hiicre

infiltrasyonlar1 gézlendi (Sekil 4.23).

Sekil 4.23. Kas demetleri arasinda yaygin mononiiklear hiicre infiltrasyonlart H-Ex400

Bu grupta, ip grupta yer alan baliklara gore hafif derecede peritonitis, kanama ile

mononiiklear hiicre infiltrasyonu sekillenmisti (Sekil 4.24).



Sekil 4.24. Hafif derecede fibrinli peritonitis ve mononiiklear hiicre infiltrasyonlari, H-Ex400
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5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan literatiir taramalarinda 1 aylik geng zebra baliklarinda enjeksiyon ve banyo yolu
ile farkli dozlarda bakteri uygulamasindan sonra olusturulan E. tarda enfeksiyonunun
organ ve dokularda olusturdugu lezyonlarin karsilastirilmasi iizerine bir ¢alismanin
yapilmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle bu ¢alismada, laboratuvar kosullarinda yetistirilen
1 aylik zebra baliklari farkli dozlarda (10* ve 10° CFU/mI ip ile 10° ve 10" CFU/mI
immersiyon) E. tarda bakterisi ile enfekte edilerek bu etkenin baliklarin doku ve organlar

tizerindeki patolojik etkileri incelenmistir.

E. tarda’min immersiyon ve ip uygulama gruplarindaki uygulamalart farkli zaman
diliminde yapildi. E. tarda zebra baliklarina ip enjeksiyon ve banyo seklinde
(immersiyon) uygulanarak epriivasyon islemi sonucunda baliklarda enfeksiyon
olusturuldu. Enfeksiyon olusturulan geng zebra baliklarmin organ ve dokularinda
meydana gelen degisiklikler histolojik teknik ve boyama yontemleri kullanilarak
mikroskobik incelemeye hazir hale getirildi. Mikroskobik degerlendirme ile ip enjeksiyon
ve banyo seklinde yapilan uygulama sonucu baliklarin organ ve dokulardaki
histopatolojik lezyonlar karsilastirildi. Lezyonlarin fotograflanmasi ile birlikte gézlenen

mikroskobik bulgular kayit altina alindi.

Yapilan caligmalarda Edwardsiellosis ile enfekte olan baliklarda sarmal yiizme ve su
yiizeyinde hareket etme (Mayer and Bullock 1973, Miyazaki and Kaige 1985) gibi klinik
degisikliklerin gbzlendigi bildirilmistir. Bu c¢alismada kontrol gruptaki baliklarda
herhangi bir klinik bulgu gézlenmedi. Deneme gruplarinda ise uygulamanin 24. saatinden
itibaren baliklarda istahsizlik ve ylizmeye karst durgunluk, bireysel ylizme hareketi
dikkati ¢eken Onemli klinik bulgulardi. Bu klinik bulgularin genel olarak deneme
gruplarinda 48. saatten sonra normale dondigi gorildii. Bu ¢alismada gézlenen klinik
bulgularin yapilan diger ¢alismalardaki klinik bulgular ile benzerlik gosterdigi tespit

edilmistir.
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Bir aragtirmada, 5 saat siire boyunca E. tarda ile immersiyona maruz birakilmis zebra
balig1 embriyolarinda, kiimiilatif mortalitenin kontrol grubu baliklarina gore %31
oraninda arttig1 tespit edilmistir (Pressley et al. 2005). Bu c¢alismada ise deneme
siiresince gruplarda yer alan baliklardan sadece 10° CFU/mI ip grubundaki bir balikta
uygulamanin 12. giliniinde 6lim gdzlenirken, ¢aligma siiresince diger baliklarda oliim

gozlenmemistir.

Benzer iki farkli arastirmada Gram-negatif bir bakteri olan E. tarda kullanilarak,
immersiyon yontemiyle bir gilinliikk zebra baligi embriyolarinda bakteriyel enfeksiyon
olusturulmus bu durum bir¢ok balik tiiriinde de gozlenen genel septisemi ile seyreden
edwardsiellosise sebep olmustur (Pressley et al. 2005; Phelan et al. 2005). Bu ¢aligmada

deneme siiresince bir aylik zebra baliklarinda genel septisemi olgusu gozlenmemistir.

Deneme sonunda nekropsileri yapilan kontrol grubu baliklarda herhangi bir makroskobik
degisiklik gozlenmemistir. Nekropsileri yapilan 10* CFU/ml ip ve 10° CFU/ml ip
baliklarda makroskobik olarak karin boslugu acildiginda enjeksiyon yapilan alan
cevresindeki peritonda kalinlasmanin oldugu ve karin duvari ile periton arasinda hafif
yapismalarin ve kanamalarin sekillendigi goriildii. Bu gruplardaki baliklarin tiimiiniin
karacigerlerinin rolatif olarak hafifce biiyiidiigii ve serozal yiizlerinde koyu kirmizi renkli
alanlarm varlig dikkati cekti. 10° CFU/mI ip grubundaki bir balikta karacigere kadar
uzanan fibrinli tarzda yaygin bir peritonitis tablosu hakimdi. Bu yangisal reaksiyonun
karacigerin kenar kisimlarin1 da kapsayacak sekilde karin boslugu ve hava kesesi duvari
ile baglantili oldugu tespit edildi. Bobreklerde, yer yer koyu kirmizi renkli fokal odaklar
gozlendi. Bazi baliklarin bagirsak duvarlarinda, serozaya yakin olarak petesiyal
kanamalara rastlandi. Uygulamanin 12. gilinlinde bu grupta &len baligin yapilan
nekropsisi sonucunda, enjeksiyon yapilan boélgede, pektoral yiizgec¢lerin kaidelerinde ve

i¢ organlarda hemorajilere rastlandi.

Grup 10° ve 10" CFU/ml immersiyon gruplarindaki baliklarm organ ve dokularmda
dikkati ¢eken dnemli bir makroskobik bulguya rastlanilmadi.

Yapilan iki farkli aragtirmada yetigkin zebra baliklarinda E. tarda’nin dermal abrazyon ile

enfeksiyon olusturabilecegi bildirilmistir (Crawford et al. 2008; McGrath and Li 2008).
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Bir aragtirmada E. tarda’nin neden oldugu hastalikta, kas dokuya kadar ilerleyebilen
kiiclik deri lezyonlar, hizli gelisen progresif fibrinli peritonitis ile bobrek ve karaciger

dokusunda nekroz ve kuyruk sapi ile lateral bolgedeki kas doku iginde apseler

bildirilmistir (Schlotfeldt et al. 1995).

Bu caligmada literatiirlerde belirtilen makroskobik bulgular ile benzer olarak 10* CFU/mI
ip ve 10° CFU/ml ip gruplarinda fibrinli peritonitis tablosu gozlenmistir. Yapilan
caligmalarda goriilen kas dokuya kadar ilerleyebilen kiiclik deri lezyonlar1 ile bobrek ve
karaciger dokusunun nekrozu ve kuyruk sap1 ve lateral bolgedeki kas doku iginde apseler
bu calismadaki hicbir deneme grubunda makroskobik olarak gozlenmemistir. Diger
caligmalarda belirtilen kuyruk sap1 ve lateral bolgedeki kas doku igindeki apselerin bu
calisgmada go6zlenmemesinin muhtemelen zebra baliklarinda dermal abrazyon

olusturulmamasi ile ilgili olabilecegini diislindlirmiistiir.

Yapilan arastirmalarda edwardsillosis de interstitial nephritis, irin olusmasi ile karaciger
ve dalakta irinli bir yangi énemli histopatolojik bulgular olarak bildirilmistir (Miyazaki
and Egusa 1976; Miyazaki and Kaige 1985). Egusa (1976) ve Miyazaki and Kaige (1985)
yaptiklar1 ¢alismalarda degisik biiytlikliiklerde apseler ve bakteri kolonileri ile karaciger,

dalak ve bobreklerde makrofaj infiltrasyonlarini rapor etmislerdir.

Bu calismada deneme sonunda histopatolojik incelemesi yapilan kontrol grubu baliklarda
herhangi bir histopatolojik degisiklik gzlenmedi. 10* CFU/mI ip grubunda baliklarin
solungac dokularinda primer lamellerin mononiiklear hiicre infiltrasyonu ile kalinlastigi,
damarlarin ileri derecede konjesyone oldugu goriildii. Ayrica yer yer sekonder lamellerde
mononiiklear hiicre infiltrasyonun bulundugu alanlarda pilar hiicrelerde dejenerasyon ve
nekrozlar tespit edildi. Kalp dokusunun incelemesinde iki balikta sinus venosum
duvarinda fokal mononiiklear hiicre infiltrasyonu saptandi. Bu gruptaki baliklarin
karaciger parankiminde, damarlarda yaygin konjesyon ve kanama ile bir balikta damarda
tromboz ve liimeninde lenfositler izlendi. Bu gruptaki tiim baliklarin karaciger
parankimindeki damarlarda yaygin konjesyon ile hepatositlerin ileri derecede
vakuolizasyonu dikkati ¢ceken 6nemli bir bulgu idi. Bobrek parankiminde korteks ve
medullada fokal kanama odaklar1 ile tubulus epitelinde dokiilme ve hafif siddette

dejeneratif degisiklikler tespit edildi. Bir baligin bobrek parankiminde grimsi mavi renkte
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bakteri kiimeleri vardi. Histopatolojik olarak dnemli degisiklikler bu gruptaki baliklarin
kas dokusunda gozlendi. Ozellikle kas dokusunda kas demetleri arasinda fokal
mononiiklear hiicre infiltrasyonu ile fokal dejeneratif ve nekrotik degisiklikler ile yaygin
kanamalar dikkati ¢eken Onemli bulgulardi. Bununla beraber kas demetleri arasinda
sekillenmis olan fokal nekroz alanlarmin 3 balikta ylizeye dogru uzanan {lserli bir
goriinimde oldugu tespit edildi. Bu grupta bir¢ok baligin bagirsak lumeninde mavimtirak

gri renkte bulutumsu goriintimde bakteri kiimeleri goriildii.

10° CFU/ml ip grubunda baliklarin karaciger dokusunda bu gruptaki baliklarin
tamaminda hepatositlerde 10° CFU/mI ip benzer sekilde vakuoler dejencrasyon ile
konjesyon, karin boslugunda karacigere kadar uzanan alanda fibrinli tarzda peritonitis
tablosu goriildii. Yangi karacigerin kenar kisimlarini kapsayacak sekilde karin boslugu ve
hava kesesi duvari ile baglantiliydi. Bobreklerde fokal kanama odaklar dikkati ¢eken
mikroskobik bulgu olarak saptandi. Bu gruptaki baliklarin kas doku igerisine dogru
yayilan kanama alanlart belirgindi. Kas doku igerisinde kas demetleri arasinda 10
CFU/ml ip grubundakine benzer sekilde fokal nekroz odaklar1 ve mononiiklear hiicre
infiltrasyonlart vardi. Sekillenen kas doku nekrozlarinda kas ipliklerinin ¢izgili
gortintimlerini kaybettikleri hiyalini bir goriinim kazandiklar1 saptandi. Nekrotik doku
cevresinde sekillenmis olan mononiiklear hiicre infiltrasyonlarinin ¢evre kas demetleri
arasina da yayildigi goriildii. Birgok baligin bagirsak lumeninde mavimtirak-gri renkte

bulutumsu goriiniimde bakteri kiimeleri goriildii.

10° CFU/mI ip dozda bakteri uygulanan zebra baliklarinda karacigerde hepatositlerde
goriilen vakuolizasyon ve konjesyon 10* CFU/ml ip dozdaki bakteri uygulanan baliklara
gore daha hafif siddetteydi. 10° CFU/ml ip dozda bakteri uygulanan gruptaki zebra
baliklarinda sekillenen peritonitis tablosu daha belirgin ve fibrinli tarzda iken 10* CFU/mlI
ip dozdaki bakteri uygulanan gruptaki baliklarda peritonitis hafif siddetteydi. 10* CFU/m
ip dozdaki bakteri uygulanan baliklarda solungaglarda hiperplazi gozlenirken, 10°
CFU/ml ip dozda bakteri uygulanan gruptaki zebra baliklarinda bu degisiklikler
gdzlenmedi. 10* CFU/mI ip ve 10° CFU/mI ip dozda bakteri uygulanan zebra baliklarinda
kas dokuda gozlenen fokal nekroz ve mononiiklear hiicre infiltrasyonu birbirine benzer

tarzdaydi.
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10" CFU/ml ip ve 10°> CFU/ml ip dozda bakteri uygulanan grubundaki zebra baliklarinda
bagirsaklarda 6nemli bir histopatolojik degisiklik gozlemlenmedi. Ancak her iki gruptaki
baliklarin bagirsak liimenlerinde benzer sekilde mavimtirak gri renkte bulutumsu

gorliniimde bakteri kiimeleri goriildii.

Yapilan iki farkli arastirmada yetiskin zebra baliklarinda ise E. tarda’nin, dermal
abrazyon ile enfeksiyon olusturabilecegi bildirilmistir (Crawford et al. 2008; McGrath
and Li 2008). Arastirmalarda bildirilen deri lezyonlar1 ve deri alti dokusundaki apselerin
bu calismada sekillenmemis olmast da zebra baliklarinda dermal abrezyon
olusturulmamasiyla ilgili olabilecegini akla getirmistir. Diger ¢aligmalarda bildirilmeyen
ancak bu calismada 10* ve 10° CFU/ml ip grubundaki baliklarda gbzlenen kas dokudaki
fokal nekroz ve mononiiklear hiicre infiltrasyonlarmin ip olarak uygulanan etkenin
peritonda olusturdugu yanginin kas doku igerisine dogru yayilmasi ile ilgili olabilecegini

distindiirmiistiir.

10° ve 10" CFU/ml immersiyon gruplarindaki zebra baliklarinda mikroskobik olarak; ip
uygulama yapilan gruptaki baliklara nazaran karacigerde hafif derecede konjesyon ve
vakuolizasyon goriildii. Bir balikta daha belirgin olmak iizere ip grubundaki baliklara
gore daha hafif siddet ve yayginlikta kas demetleri igerisinde 6bek 6bek mononiiklear
hiicre infiltrasyonlar1 tespit edildi. Yer yer kas demetleri igerisinde fokal nekroz odaklar
vardi. Bu gruplardaki zebra baliklarinda; ip gruplarda yer alan baliklara gére daha hafif
derecede peritonitis, kanama ve kas doku icerisinde mononiiklear hiicre infiltrasyonlari

saptandi.

10* ve 10° CFU/ml ip grubundaki baliklarda sekillenen peritonitis tablosunun 10° ve 10’
CFU/ml immersiyon grubundaki baliklardan daha siddetli gbzlenmesi, etkenin ip olarak
verilmesi ve bu etkenlerin periton mukozasinda daha siddetli yangisal bir reaksiyon

olusturmasi ile agiklanmustir.

Zebra baliklar1 ile yapilan diger ¢alismalarda gozlenen histopatolojik degisiklikler (Egusa
1976; Miyazaki and Egusa 1976; Miyazaki and Kaige 1985; Pressley et al. 2005; Phelan
et al. 2005) bu caligma ile karsilastirildiginda, karaciger, bobrek ve dalakta irinli bir yangi

gozlenmezken diger caligmalarda bildirilenlerden farkli olarak, karacigerde hepatositlerde
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vakuoler dejenerasyon, fibrinli peritonitis, kas dokuda nekroz ve mononiiklear hiicre

infiltrasyonlar1 géze ¢arpan 6nemli histopatolojik degisikliklerdi.

Sonug olarak E. tarda bakterisinin zebra baliginda olusturdugu enfeksiyonun doku ve
organlar lizerindeki patolojik etkileri incelenmistir. Laboratuar kosullarinda yetistirilen 1
aylik zebra baliklarmi farkli dozlarda (10* ve 10° CFU/ml ip ve 10° ve 10" CFU/m

immersiyon) E. tarda bakterisi ile enfekte edilmistir.

Bu arastirmada E. tarda zebra baliklarina ip enjeksiyon ve banyo seklinde uygulandi,
epriivasyon islemi sonucunda baliklarda enfeksiyon olusturuldu. Enfeksiyon olusturulan
geng zebra baliklarinin organ ve dokularinda meydana gelen histopatolojik degisiklikler
histolojik teknik ve boyama yontemleri kullanilarak ortaya konuldu. Calisma sonunda
klinik bulgular, makroskobik ve mikroskobik bulgular degerlendirilerek E. tarda’nin
geng zebra baliklar lizerindeki etkileri degerlendirildi. Bu sonuglar dikkate alindiginda
bu calismada 10° ve 10° CFU/ml ip deneme grubunda lezyonlar daha siddetli
seyrederken, 10° ve 10’ CFU/ml immersiyon deneme grubunda daha hafif siddette

lezyonlar sekillenmistir.

Calisma siiresince ve sonunda gozlenen klinik, makroskobik ve mikroskobik bulgular hep
birlikte degerlendirildiginde ip uygulamalarin immersiyon uygulamalarma gore
lezyonlarin olusumu bakimindan daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bu uygulamalar
neticesinde zebra baliklarinda E. tarda’nin bir takim histopatolojik lezyon olusumuna
sebep oldugu ancak calisma siiresinde bir balik disinda baliklarin 6lmedigi dikkate
alindiginda geng zebra baliklarinin ve bu etkene karsi oldukca direngli olduklar1 sonucuna

varilmistir.
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