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OZET

Irak'ta Aynah Sazanlarda (Cyprinus Carpio L) Septisemiye Neden Olan Aeromonas
Hydrophila Bakterisinin Deneysel Enfeksiyonun Patolojik ve Onleyici Olarak
Incelenmesine Yonelik Bir Calisma

Bu tezde Cyprinus carpio adi sazan baliginda Aeromonas hydrophila’nin korunmasinda
Doksisiklinin roliiniin arastirilmast amaglanmistir. Calisma, enfekte baliklardan A.hydrophila’nin
izolasyonunu igermektedir. Bu ¢aligma, Bagdat’in giineyindeki Zafaraniya’da bulunan Bilim ve
Teknoloji Bakanligi, Tarimsal Arastirma Dairesi, Hayvan ve Balik¢ilik Merkezi, Balik Boliimii, Balik
Besleme Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Geleneksel bakteri karakterizasyonu koloni sekli,
mikroskopi ve biyokimyasal yontemlerle saglanmistir.

Deney Nisan 2023 ile Eyliil 2023 arasindaki dénem i¢inde gerceklestirilmistir. Bu amagla,
ortalama 250 £+ 5 g agirh@inda 96 adi sazan 6rnegi toplanmigtir. Aeromonas hydrophila’nin ortalama
dldiiriicii doz LD50’sini belirlemek i¢in 36 balik kullanildi. LD50 15 giin boyunca 1,57 x 108 (CFU /
ml) idi ve 60 balik rastgele ii¢ tedavi grubuna dagitildi. Pozitif kontrol grubu, negatif kontrol grubu ve
birbirini izleyen bes giin boyunca 20mg/kg/besin Doksisiklin verilen tedavi grubu. Negatif grup
disindaki tiim gruplara 15 giin boyunca 0,1 ml LD50 enjekte edilmistir.

Adi sazanda A. hydrophila enfeksiyonunun klinik semptomlar1 arasinda pul kaybi, kanama,
deride koyulagma ve iilserasyon yer almaktaydi. Ayrica, i¢ organlarda karaciger soluk renkte, bitylimiis
ve bobreklerde nekrotik odaklar ile hemorajiler gozlendi.

In vitro olarak A. hydrophila tarafindan gelistirilen inhibisyon zonu farkli antibiyotiklere karsi
farkli tepkiler gostermis, gentamisin, siprofloksasin, amikasin ve doksisikline karsi sirasiyla 42,44,
41,74, 39,00 ve 35,30 mm’lik inhibisyon zonuyla duyarli iken, trimetoprim ve ampisiline kars1 direng
gostermistir. Bunun yam sira, A. hydrophila’nin farkli konsantrasyonlarda antibiyotik Doksisiklin ile
kargilagtiginda MIC degeri 1,56 pg/mL olarak bulunmustur.

Hematolojik parametreler (kirmizi kan hiicreleri, % dolu hiicre hacmi ve hemoglobin) kontrol
negatif grup ve tedavi edilen grupla karsilastirildiginda (G2) da anlamli (P<0,05) bir diisiis gostermistir.
Ayrica, sonuglar kontrol pozitif grupta (G2) tedavi edilen ve kontrol negatif gruplara kiyasla beyaz kan
hiicrelerinde anlaml1 bir artis (P<0,05) oldugunu géstermistir.

Karaciger enzimleri (AST, ALT ve ALP) i¢in sonuglar sirasiyla G3 ve G1 gruplariyla
karsilagtirildiginda G2’de anlamli (P< 0,05) artis oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, G1 grubu ile
karsilagtirildiginda G3’te anlamli bir artig (P< 0,05) oldugu goriilmiistiir. Ayrica, albumin seviyelerinin
sonuglar1 G1 grubunda sirasiyla G3 ve G2 gruplarina kiyasla anlamli (P< 0,05) artig géstermistir. Buna
ek olarak, total protein seviyeleri G1 grubunda sirasiyla G3 ve G2 gruplarina kiyasla anlamli (P< 0,05)
bir artig gosterirken, G3 grubunda G2 grubuna kiyasla anlamli (P< 0,05) bir artis goriilmiistiir. G2 ve
G3 gruplarinda plazma kolesterol seviyeleri kontrol negatif grubuna (G1) kiyasla onemli 6lciide
(P<0,05) artarken, glukoz seviyeleri kontrol negatif grubuna (G1) kiyasla sirasiyla G2 ve G3 gruplarinda
onemli 6l¢iide (P <0,05) artig gostermistir. Sonug olarak, bu ¢aligma doksisiklinin adi sazan baliklarinda
A. hydrophila enfeksiyonuna kars1 etkili olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Aeromonas hydrophila, Balik, Cyprinus carpio, Doksisiklin, Septisemi



SUMMARY

A Study On Pathological and Preventive Examination of Experimental Infection of
Aeromonas Hydrophila Bacteria Causing Septicaemia in Mirror Carp (Cyprinus Carpio
L) in Iraq

The study aimed to know the role of Doxycycline in the protective of Aeromonas hydrophila
in carp fish Cyprinus carpio. The study included the isolation of A.hydrophila from infected fish This
study was carried out in the Fish Nutrition Laboratory, Fish Department, Animal and Fisheries Center,
Agricultural Research Department, Ministry of Science and Technology in Zafaraniya south of
Baghdad. Conventional bacterial characterization was achieved by colony shape, microscopy and
biochemical methods.

The experiment was carried out for the period between April 2023 to September 2023. For this
purpose, 96 samples of common carp were collected at average weight of 250 + 5 g. Where 36 fish were
used to determine the median lethal dose LDso of Aeromonas hydrophila, the LDsy was 1.57 x 10°
(CFU/mI) for 15 days, and 60 fish were randomly distributed to three treatment groups. As follows: a
negative control group, a positive control group and treatment group given 20mg/kg/diet of Doxycycline
for five consecutive days. All groups except the negative group were injected with 0.1 ml LD50 for 15
days in all treatments.

Clinical symptoms of A. hydrophila infection in common carp included Loss of scales,
hemorrhage and darkening of the skin and ulceration. Furthermore, internally the liver was enlarged
with pale color and there was congestion in the internal organs, and the kidneys showed hemorrhagic
with necrotic patches.

In vitro, the zone of inhibition developed by A. hydrophila presented various responses for
different antibiotics, it was sensitive to Gentamicin, Ciprofloxacin, Amikacin and Doxycycline with a
zone of inhibition (42.44, 41.74, 39.00 and 35.30 mm) respectively, while it was resistance to
Trimethoprim and Ampicillin. As well as, the MIC of A. hydrophila when challenged with different
concentrations of antibiotic Doxycycline was found 1.56pug/mL

Hematological parameters (red blood cells, % of packed cell volume and hemoglobin) showed
a significant (P<0.05) decrease in (G2) as compared to the control negative group and treated group.
Moreover, the results indicated a significant increased (P<0.05) in white blood cells in control positive
group (G2) as compared to treated and control negative groups.

For liver enzymes (AST, ALT and ALP) the results revealed significant (P< 0.05) increase in
G2 as compared with G3 and G1 groups, respectively. In addition, it was noticed a significant increases
(P< 0.05) in G3 when compared with G1 group. Furthermore, the results of Albumin levels showed
significant (P< 0.05) increase in G1 group as compared with G3 and G2 groups respectively. In addition,
total protein levels significantly increased (P< 0.05) in G1 as compared to G3 and G2 respectively as
well as there was a significant (P< 0.05) increase in G3 as compared with G2 group. The results of
plasma cholesterol levels in G2 and G3 groups increased significantly (P<0.05) as compared to the
control negative group (G1) the results of glucose levels revealed that there were a significant (P <0.05)
increase in G2 and G3 groups respectively as compared with control negative group (G1). In conclusion,
the present study showed that Doxycycline could be used as an effective treatment against A. hydrophila
infection in common carp fish.

Keywords: Aeromonas hydrophila, Cyprinus carpio, Doxycycline, Fish, Septicemia
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ONSOZ

Bu ¢aligmada sazan balig1 Cyprinus carpio’da Aeromonas hydrophila enfeksiyonuna
kars1 Doksisiklinin koruyucu rolii degerlendirilmistir. Bu calisma, Bagdat’in giineyindeki
Zafaraniya’da bulunan Bilim ve Teknoloji Bakanligi, Tarimsal Arastirma Dairesi, Hayvan ve
Balike¢ilik Merkezi, Balik Boliimii, Balik Besleme Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.
Enfekte baliklardan alinan 6rneklerden bakteri izolasyonu, ardindan koloni sekli, mikroskopi
ve biyokimyasal yontemlerin yani sira antibiyotik duyarlilik testi ve Doksisiklin i¢in MIC ile
geleneksel bakteri karakterizasyonu saglanmistir. Bu Tez c¢aligmasinda, Aeromonas
hydrophila’nin in vivo ortalama oldiriicii doz (LD50)’si belirlenmistir. Ayrica, mevcut
calisma deney gruplari arasinda kan ve biyokimyasal parametrelerdeki (RBC, Hb, PCV%,
WBC, ALP, AST, ALT, Total protein, Albumin, Kolesterol ve Glikoz) farkliliklart

gostermistir.

Yiksek Lisans egitimim boyunca bilgi ve tecriibeleriyle bana her zaman yol gosteren,
tez konusunu segerken de isteklerimi dikkate alip bana yardimci olan danigmanlarima tesekkiir
ederim. Bu siire¢ boyunca tiim sorularima igtenlikle cevap veren, yardimlarini ve bilgilerini
esirgemeyen ilk danismanim Dog. Dr. H. Kaan MUSTAK ’a tesekkiirlerimi sunarim. Ankara
Universitesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyeleri ve arastirma gorevlilerine, Irak’tan
Al-Qasim Green Universitesi’nden Dr. Ali IBRAHIM’e tavsiyeleri icin ve is arkadasim Dr.
Haider Salih’e tesekkiir ederim. Ayrica ¢alismalarimi tamamlamam i¢in bana maddi destek
saglayan Irak Hikiimetine de tesekkiir ederim. Son olarak, en biyiik tesekkiir ve
minnettarligimi ilk ve daimi destek¢im olan esim Luay ALARAJI’ye, ¢cocuklarim Ahmed,
Ameer ve Zahraa’ya, ¢ocuklarimin eslerine (Maryam ve Sara), kiz ve erkek kardeslerime
sunarim. Cabalarimin meyvesini ilk 6gretmenim, Allah’in Elgisi Muhammed’e, babamin,

annemin ve kardesim sehit Maytham’in ruhuna ithaf ediyorum.
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1. GIRIS

Su tiriinleri teknikleri kapsaml1 ve uzun bir gegmise sahiptir, ancak sektoriin bir besin
kaynag1 olarak kullanimi kiiresel dlcekte nispeten yenidir. FAO’ya (2016) gore, su iiriinlerine
atfedilebilecek kiiresel balik iiretiminin oranmi giderek artmigtir. Su iiriinleri yetistiriciligi su
anda diinyadaki toplam balik iiretiminin 80 milyon tonunu olusturmaktadir (FAO, 2018) ve
insan protein tiiketimindeki ylizdesinin artacagi tahmin edilmektedir (Bostock vd.,2010). Su
iiriinleri yetistiriciliginin son yirmi yilda muazzam bir sekilde genislemesiyle birlikte, bulagici

hastaliklar da hizla yayilmistir (Leung ve Bates, 2013).

Diinyada oldugu gibi Irak’ta da giderek gelisen balik iiretimi, Irak’ta balik
yetistiriciliginin tarihi gegen yiizyilin ortalarina kadar uzanmaktadir (Abid ve Al-Hamdani,
2016). Irak’taki balik ¢iftliklerinde bulunan baslica balik tiirleri, ot sazani1 (Ctenopharyngodon
idella) adi sazan (Cyprinus carpio L.) ve glimiis sazan (Hypophthalmichthys molitrix) ile
Barbus xanthopterus, Barbus grypus ve Barbus sharpeyi gibi yerel balik tiirleridir (Abid ve
Al-Hamdani, 2016).

Su iirlinleri yetistiriciligi, 6zellikle yiiksek besin degerine sahip hayvansal protein
saglamasi, dogal kaynak stoklarini korumasi, gili¢lendirmesi ve ¢evreyi korumasi agisindan,
tilkelerin gida giivenligini saglamak igin giivenilebilecek birincil kaynak olarak onemlidir.
(FAO, 2016). Su triinleri yetistiriciligi su anda diinyanin en hizl biiyliyen gida sektoriidiir
(Sudheesh vd., 2012) ve 2019 yilinda kiiresel tiretimi 85,3 milyon tondur. Diinya ¢apinda
birka¢ milyon insanin ge¢imini saglarken, 6zellikle gida gilivensizliginin en yiiksek oldugu

bolgelerde beslenme ve gida giivenligine 6nemli 6l¢iide katkida bulunmaktadir.

2018 yilinda su iiriinleri yetistiriciligi kiiresel balik iiretiminin %46’sma katkida
bulunmustur, Asya ise miktar ve ekonomik deger bakimindan kiiresel su {iriinleri yetistiriciligi
{iretiminin %80’ine hakim olmustur. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), 2050
yilinda insan niifusundaki artsa paralel olarak diinyaki gida ve yem arzinda tahmini %70’lik
bir artisin olacagim éngdrmektedir. insan niifusunun artmasi ve Asya-Pasifik bdlgesindeki
insanlarin giderek zenginlesen yasam tarzinin bir sonucu olarak, su iirlinleri yetistiriciligine

olan talebin 2030 yilina kadar %30 oraninda artmasi beklenmektedir (De Bruijn vd.,2018).



Baliklarda salginlara yol agan enfeksiyonlar, yiiksek bulagsma ve 6limler sebebiyle
ciddi ekonomik zararlara neden olabileceginden su iiriinleri yetistiriciligi sektorii i¢in biyiik
bir problemdir. Yogun balik yetistiriciligi nedeniyle patojen mikroorganizmalarin bulagmasi
ve yayilmasi daha kolaydir. Genellikle bu tiir yikici salgilarin birincil nedenidir (Rohani vd.,
2022). Bazi balik enfeksiyonlari epidemiyolojik olarak 6nem arz etmekte ve zoonotik
hastaliklar olarak insanlara aktarilabimektedir (Woertz, 2017). A. hydrophila, bir¢ok balik
tiriinde kutanoz iilserasyona, hemorajik septisemiye ve akut vakalarda %80’e varan yliksek

6liim oranina neden olan 6nemli bir bakteriyel hastaliktir (Janda ve Abbott, 2010).

Cevre, konak¢i ve patojen arasindaki siki iligki hastaliginin ortaya ¢ikmasi ve
ilerlemesi saglar. Popiilasyon yogunlugu, su sicakligindaki degisimi ve oksijensizlik gibi
stresli kosullar, patojenik bakterilerin yayilmasimi hizlandirabilir ve biiyilk hastalik
salginlarina neden olabilir (Hamed vd., 2018). Aeromonas tiirleri, Aeromonas septisemi de
(Thirumalaikumar vd., 2021) dahil olmak tizere bir ¢ok semptoma neden olmaktadir.
Aeromonas tiirleri, balik tiirlerindeki cesitli bakteriyel enfeksiyonlar, tathh su ve tropikal
ortamlarda meydana gelen ve kiiltiir baliklarinda bakteriyel kanamaya neden olan ¢ok sayida

balik tiiriinde en yaygin bakteriyel patojen tiirleri arasindadir (Ramesh vd., 2018).

Aeromonas hydrophila daha c¢ok tatli su kiiltiir balik¢iliginda salginlara sebep olarak
kiiresel bazda gida problemleri ve ekenomik kayiplara neden olmaktadir. (Mzula vd., 2019).
A. Hydrophila; Japon balig1, adi sazan, yayin baligi, tilapiabaliklar1 ve yilan baliklar1 gibi farkl
yiizgeclere sahip balik tiirlerini etkiler. Bu baliklarda hemorajik septisemi, hemorajik enterit,
epizootik tilseratif sendrom (EUS) ve kirmizi cisim hastaligi gibi ¢esitli semptomlarla kendini
belli eder (Thirumalaikumar vd., 2021).

1.1. Tarihge

Hastaligin ilk raporlanmasi 1891’e dayanmakta olup, Sanarelli (1891) tarafindan ilk
izolatlar Bacillus hydrophilus fuscus (simdi Aeromonas hydrophila) olarak adlandirilmustir.
Organizma Aeromonadaceae familyasina aittir ve Aeromonas cinsi ilk olarak Almanya’da
Chemnitz’in igme suyu kaynagindan bakteri ¢ikarmak i¢in jelatin agar kullanan Zimmermann
(1890) tarafindan tanimlanmustir. Organizmaya verilen isim “Bacillus punctatus” olmustur.

Sanarelli (1891) kurbaga kani ve lenfinden benzer bir bakteri tanimlamig ve buna “Bacillus



hydrophilus fuscus” adimi vermistir, ancak Chester 1901°de bu adi “hydrophilium” olarak

degistirmeyi dnermistir.

Fakat, Bergey’s Manuel’in ilk baskisinda bu tiir, yanliglikla “Proteus hydrophilus”
olarak adlandirilmigtir. Aeromonas cinsi, kurbagalardaki septisemilerden ve hasta baliklardan
ilk izolasyonundan bu yana bir hayvan patojeni olarak kabul edilmektedir (Beaz-Hidalgo vd.,
2010) Onemli balik patojeni tiirleri A. salmonicida ve A. hydrophila olup, &6zellikle
salmonidleri etkileyerek iilser, kanama, frunkuloz ve septisemilere neden olmaktadir (Beaz-
Hidalgo vd., 2009). Bu hastaliklar su tiriinleri yetistiriciliginde ciddi ekonomik kayiplara sebep
olmaktadir (Rasmussen-lvey vd., 2016;Vincent vd., 2019) A. hydrophila nin hiperviriilan bir
susunu sicak su baliklarinda diinya genelinde salginlara neden olan bir ajan olarak

tanimlamuistir.

Aeromonas hydrophila, gida kaynakli bir patojen olarak zoonotik hastaliklara neden
olmaktadir (Guz ve Kozinska, 2004). Konak dokuda tizerinde lokalize patolojik problemlere
neden olabilir. Konakta doku dejenerasyonu, doku proliferasyonu ve inflamasyon goriilebilir.
(Stratev vd., 2015). A. hydrophila yalnizca siiriingenler, baliklar ve amfibiler igin degil, ayni
zamanda memeli hayvanlar ve insanlar i¢in de patojenik bir ajan olabilir (Hanson, 2011;
Stratev vd., 2015; Trott, 2006). A. hydrophila tathh ve tuzlu su baliklarindan izole
edilebilmektedir (Dias vd., 2016; Janda ve Abbott, 2010; Trott, 2006). Ozellikle yiiksek
organik yiike sahip tatli su ortamlart A. hydrophila’nin dogal yasam alanlar1 olarak kabul
edilmektedir. ABD ve Japonya’da yapilan son ¢alismalar ise baliklarin bagirsak florasinin bir
pargasi olabilecegini gostermektedir (Sreedharan vd., 2012). Hareketli Aeromonas septisemisi
kronik olarak haftalarca goriilebilir. Bu siirecte mortalitede kademeli olarak bir artig

sekillenebilir (Plumb ve Hanson, 2010; Zhang vd., 2020).
1.2. Etiyoloji
1.2.1. Siniflandirma
Mevcut taksonomiye gore, Aeromonas su anda 30’dan fazla cins spesifik olarak
siiflandirilmaktadir (Erdem vd., 2011). A. hydrophila comak seklinde, gram-negatif,

heterotrofik, serbest yasayan, 1,3-3,5 um arasinda ¢apa ve 1,0-3,5 um arasinda uzunluga sahip

bir bakteridir. Zaman zaman deniz suyunda izole edilmesine ragmen, bu bakteri en sik tatl



suda bulunmustur. Ozellikle devir daim suyu olan sistemlerde en yaygin balik hastaliklari
arasindadir (Laith ve Najiah, 2014).

Bakterilerdeki antibiyotik direnci diinya ¢capinda bir saglik sorunu haline gelmektedir.
A. hydrophila mikroorganizmasi su, toprak ve gida dahil olmak tizere ¢ok c¢esitli dogal
ortamlarda tespit edilmistir. Aeromonadaceae ailesi, Aeromonas tiirleri olarak bilinen gram
negatif, fakiiltatif anaerobik bakterileri icerir. Aeromonas, Oceanimonas ve Tolumonas
Aeromonad’larin hepsi Gammaproteobacteria cinsi Aeromonas tiirleridir (Janda ve Abbott,
2010). Aeromonaslar; simf olarak Gammaproteobacterias smifina, takim olarak

Aeromonadales takimina ve ve familya olarak ise Aeromonadaceae familyasina aittir.

Aeromonas, yeralti sulari, goller, igme suyu ve atik sular dahil olmak {izere suda
yasayan bir bakteri cinsidir. Bu organizma, ¢esitli beslenme ve su kaynaklarinin yani sira suda
rekreasyon yoluyla insanlara bulasir (Mailafia, 2021). Aeromonas cinsi, yiiksek riskli bir
patojen tastyicisi olarak tanimlanmistir (Reshma vd., 2015). Ayni1 zamanda dogal olarak birgok
hayvanin flora bakterisi olarak da bulunur. ikincil bir biyolojik ajan olarak bu firsatc1 bakteri,

balik hastaliklarinin baglamasina ve ilerlemesine katkida bulunur (FAO, 2016).

Aeromonas suslari, diger viriilans faktorlerinin yani sira enterotoksinler, hemolizinler
ve sitotoksinler tiretebilir (Kumar vd., 2015). Su ortaminda 10 bakterinin yaygin varligi ve
yogun iiremenin neden oldugu stres, hastalik icin risk faktorleridir. Bu bakteri su iiriinlerinde
hizli bir sekilde yayilir ve predispozan bir stres faktdrii mevcut oldugunda 6nemli kayiplara
neden olabilir (Plumb ve Hanson, 2010). Cesitli balik tiirlerinde deri iilserasyonuna, hemorajik
septisemiye ve akut vakalarda %80’e varan yiiksek 6liim oranina neden olur (Janda ve Abbott,
2010).

1.2.2. Morfoloji ve Boyama

A. hydrophila, 1,0-3,5 pm uzunlugunda, sporsuz, anaerobik, gram-negatif, oksidaz-
pozitif filamentli bir bakteridir. (Martin-Carnahan ve Joseph, 2005). Viriilans faktorlerinin iki
kategorisi hiicreyle iliskili yapilar ve hiicre dist iiriinlerdir. Flagella, dig membran proteinleri,
lipopolisakkaritler ve kapsiiller kilcal hiicrelerle iligkili yapilardan bazilaridir. Sitotoksik ve
hemolitik proteinlerin yani sira enterotoksik proteinler en onemli hiicre dis1 triinlerdir

(Washington, 2006).



Bakteriler, 20-25°C’de 24-48 saat inkiibasyondan sonra Nutrient agar veya Triptik
soya agar (TSA) gibi segici olmayan besiyerlerinde veya Rimler-Shott’s besiyeri gibi secici
besiyerlerinde bobrek siirlintiilerinden in vitro olarak izole edilmistir (Austin vd., 2007). A.
hydrophila’yr 28°C’de 18-24 saat boyunca TSA iizerinde koloniler olusturmaktadir.
Aeromonas izolatlarinin biyotiplendirilmesi veya tanimlanmasinda biyokimyasal testler
kullanilmaktadir. Genetik yaklagimlar kullanilarak soylarin yalmizca yilizde 28,5’1 dogru bir
sekilde tanimlanabilmektedir (Castro-Escarpulli vd., 2003).

1.2.3. Koloni Morfolojisi

Rimler Shotts besiyerinde A. hydrophila, sar1 renkli koloniler olusturur. Organizmalar
RS besiyerine ekildiginde, dort farkl tiirde koloni elde edilmistir. Ilk izole edilen koloni sar1
renkte olup ve maltoz kullaninu pozitifti. Ikinci koloni sar1 ve siyah renkli bir merkeze sahip
olup, maltoz fermantasyonu ve H,S pozitiftir. Ugiincii tiir koloni, lizin veya ornitin
dekarboksilasyonuna ya da her ikisine isaret eden yesilimsi saridan yesile kadar donebilen
tonlar ile karakterizedir. Dérdiincii izole edilen koloni ise merkezi siyah renkli yesil karakterde
olup igiincii izole edilen koloni ile ayni reaksiyonlart gostermektedir. Ayrica HoS pozitiftir
(Semwal vd., 2023).

RS agarda A. hydrophila’nin (CAHH14 susu) kiigiik, kiiresel, piiriizsiiz, disbiikey ve
sarimsi koloniler olusturmaktadir (Sahu vd., 2011). A. hydrophila’nin ¢esitli suslar1 test edilen
6 besiyerinin hepsinde tremistir. mA, McT, PXAm ve DNTA agarlarinda 48 saat sonra bir
sus geligsmistir. Ancak, hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterilerin gelismesini
O6nemli oranda azaltma yetenekleri nedeniyle, bu dort besiyeri en se¢ici olanlardir. (Aeromonas
ve Plesiomonas tiirleri disinda) mA agar yiiksek bir 6zgiilliige sahiptir; A. hydrophila olarak
tanimlanan koloniler %75°ten fazladir ve bu besiyerindeki kolonilerin yalnizca %3’ii yanlis

negatif sonug vermistir (Arcos vd., 1988; Semwal vd., 2023).

1.2.4. Biyokimyasal ozellikleri

Izole edilen kolonilerde; indol, katalaz testi, oksidaz testi, Voges prosakauar, sitrat
kullanimi, Karbonhidrat kullanimi laktoz, glukoz, trehaloz, nisasta, jelatin hidrolizi ve tiglii
seker demir agar besiyeri gibi biyokimyasal testler pozitiftir. izole edilen kolonilerin iireaz

testi ve metil kirmizis1 negatif olarak gézlenmistir. Eosin metilen blue (EMB) agarda, izolat



yesil metalik bir parlaklikla trer, bu durum da bakterinin laktozu kullandigini gostermektedir
(Jayavignesh vd., 2011).

1.2.5. Fiziksel ve Kimyasal Faktorlere Kars1 Duyarhhk

Sucul ortamlardaki mikroorganizmalar siklikla ¢esitli stresli kosullara maruz
kalmaktadir. Potansiyel stresler arasinda besin sinirlamasi, biyolojik etkilesimler, UV 1sinlari,
agir metaller, dezenfektanlar ve asiri sicaklik, pH ve tuz bulunmaktadir (McFeters ve Singh,
1991). Mikroorganizmalar ¢evresel strese belirli protein setlerini indiikleyerek yanit verir ve
bir strese yanit verme yetenegi genellikle ayn strese diisiitk dozda dnceden maruz birakilarak
artirilir (Michel ve Starka, 1986; Parvis vd., 1996). Bazi durumlarda, ayni strese onceden
maruz kalmak ya ¢apraz korumaya ya da farkli bir strese kars1 duyarliligin artmasina yol

agabilir.

Deniz ve nehir agzi sularinda 500 Mm’a kadar c¢ikabilen yiiksek tuz
konsantrasyonlarina ve enfekte konagin diisiik mide pH’1na maruz kalabildikleri i¢cin pH ve
NaCl stresine yanit enterik patojenler i¢in 6zellikle dnemlidir. Jayavignesh vd., (2011) A.
hydrophila izolatinin biiylimesi {izerinde pH ve sicakligin etkisini arastirmis ve etkenin
optimum tireme sicakligi olan 37°C’de iyi bir sekilde tireyebildigini, ayn1 zamanda 4°C’de de

iireme yetenegine sahip oldugunu bildirmistir.

Nispeten daha yiiksek olan 41°C sicaklikta iiremenin diger sicaklik derecelerine
kiyasla az oldugu goriilmiistiir. Etken optimal olarak pH 9’da iyi bir sekilde iiremektedir.
Ancak pH 5 gibi diisiik pH’larda az da olsa iireyebildigi bilinmektedir. Etken, izolat, 50°C’lik
bir sicaklikta ireme yetenegine sahip degildir (Jayavignesh vd., 2011).

1.2.6. Antijenik Yap

Aeromonas’in patojenitesini hangi faktorlerin diizenledigini belirlemedeki zorluklar,
oldukca karmasik bir taksonomiden (en az 11 farkli genetik grup) ve viriilansla iligkili
ozelliklerin gogunun tiire 6zgii olmay1p susa 6zgii olmasindan kaynaklanmaktadir. insanlarda
Aeromonas kaynakli gastroenterit vakalarinda, ishal semptomlu hastalik sendromunu aslina
uygun olarak yeniden iretebilecek uygun hayvan modelinin bulunmamasi, bu organizmanin
etiyolojik bir ajan olarak kesin bir sekilde belirlenmesinin Oniindeki engel olarak

goriilmektedir (Janda ve Duffey, 1988).



Bu fenotipin belirli bir alt grubunun iiyeleri, ortak bir somatik antijen (serogrup O:11)
ve fare patojenite calismalariyla belirlendigi, hayvanlar i¢in gelismis viriilans dahil olmak
tizere birka¢ ek ozelligi goriilmektedir. Bugiline kadar, enfekte insanlardan elde edilen
fenotipik olarak iligkili bu O:11 suslarinin ¢ogu bakteriyemi ve peritonit vakalarindan izole
edilmistir (Janda vd., 1987). Bu alt grubun bir diger baglantili 6zelligi de hiicre duvarinin
periferinde yer alan S tabakasi seklinde kristal bir ylizey dizi proteininin (SAP) varligidir
(Paula vd., 1988); diger oto-agliitinasyon fenotipleri bu baglantili &zelliklerden yoksundur

(sero grup 0:11, fare patojenitesi ve S tabakast).

Dooley ve arkadaslart (Dooley vd., 1988) baliklarda (alabalik) agik patojeniteden
sorumlu olan ve S tabakasi pozitif olan benzer olmasa da benzer bir grup A. hydrophila
susu tamimlamistir. Bu suslar calismamizdaki suslarimizla ayni antijenik 6zellikleri
gostermektedir (serogrup 0:11). Bu A. hydrophila izolatlarindan birinin (TF7 susu) S tabakasi
Dooley ve meslektaglari tarafindan kapsamli bir sekilde karakterize edilmis (Dooley vd., 1988)
ve yaklasik 52,000 molekiil agirliginda bir protein oldugu ve %41°i hidrofobik olan 520 amino
asitten olustugu bulunmustur. Bu diziler bakteri veya viriilans faktorleri gibi gérinmektedir
(Dooley vd., 1988; Kokka vd., 1992).

1.2.7. Viriilens Faktorleri

1.2.7.1. Tip 11 Sekresyon Sistemi ve Efektor Proteinleri

Korunan tip 1l sekresyon sistemi (T2SS) A. hydrophila’nin bilinen tiim {iyelerinde
mevcuttur ve aerolizin, amilazlar, DNazlar ve proteazlar dahil olmak iizere ¢ok cesitli viriilans
faktorlerinin hiicre dis1 salgilanmasinda rol oynar (Pang vd., 2015; Peabody vd., 2003;
Sandkvist, 2001; Tseng vd., 2009;). A. dhakensis SSU’da, T2SS tahmini en giiglii viriilans
faktorii olan aerolizin ile iliskili olan sitotoksik enterotoksin Act’i salgilar (Galindo vd., 2004).
Bununla ve T2SS ile etkilesime giren diger viriilans faktorleri i¢in genler A
hydrophila’nin mevcut tiyelerinde bulunsa da, bu sistemin viriilansa katkisi heniiz tam olarak

aydinlatilmamustir (Cianciotto, 2005).

1.2.7.2. Tip 111 Sekresyon Sistemi ve Efektor Proteinler

Klinik izolatlarda sucul izolatlardan daha yiiksek siklikta bulunan (Aguilera-Arreola
vd., 2005; Pang vd., 2015) tip IIT sekresyon sistemi (T3SS), efektor toksinleri konak hiicrelere



enjekte eden molekiiler bir igne islevi goriir (Galan ve Collmer, 1999; Sha vd., 2002; Sierra
vd., 2010). A. hydrophila’nin kamuya agik genomik verilere sahip iiyelerinde herhangi bir
caligma yapilmamis olmasina ragmen, T3SS’nin Aeromonas tiirlerinde konak hiicrelerle
temas, sitotoksik enterotoksin Act, DNA adenin metiltransferaz, flagella, lipopolisakkaritler,
DNA metilasyonu, sicaklik, kalsiyum/magnezyum seviyeleri ve quorum sensing ile birlikte
diizenlendigi ve efektorlerin uygun salgilama sinyaline sahip olmasini gerektirdigi
gosterilmistir (Braun vd., 2002; Burr vd., 2003; Ebanks vd., 2006; Erova vd., 2006; Vilches
vd., 2009).

A. hydrophila i¢in yapilan bir ¢ok ¢alismada T3SS ve efektor proteinlerini viriilans ile
iligkilendirmistir. Halka agik niikleotid verilerine sahip bir mavi gurami (Trichopodus
trichopterus) izolat1 olan A. hydrophila AH-1"de (tiim genom mevcut degildir), aopB (T3SS
translokatoril) ve aopD’nin (integral T3SS transmembran bileseni) insersiyonel mutajenezi
sitotoksisitede azalmaya ve fagositozda artisa neden olur ¢iinkii T3SS artik efektor proteinleri

transloke edemez (Yu vd., 2004).

Yapilan bagka bir ¢alismada A. hydrophila’nin klinik izolatlar ile g¢evresel izolatlar
karsilagtirilmus, bu karsilastirma sonrasinda T3SS yapisal genleri aopB ve ascV’nin A.
hydrophila hastalik izolatlarinda en sik goriilen genler oldugunu belirlenmistir (Carvalho-
Castro vd., 2010). Bu durum da A. piscicola AH-3 ascV mutantlarinda viriilansin zayiflamasi

sonucunda desteklenen viriilansla bir baglantidir (Vilches vd., 2004).

Ancak patojenik A. hydrophila izolatlarinin genomik analizleri, ¢iftlik baliklarini
enfekte eden hiperviriilent A. hydrophila izolatlarinin T3SS ¢ekirdek bilesenlerinden yoksun
oldugu goz oniine alindiginda, alternatif sekresyon mekanizmalariin da patogenez igin kritik

olabilecegini gostermektedir (Hossain vd., 2013; Pang vd., 2015).

1.2.7.3. Tip VI Sekresyon Sistemi ve Efektor Proteinler

Tip VI sekresyon sistemi (T6SS) bir faj kuyruguna benzer sekilde islev goriir. Boylece
viriillans faktorlerinin valin glisin tekrar G (VrgG) proteinleri ve salgilandiginda
antimikrobiyal gozenek olusturan bir protein veya yapisal bir protein olarak islev gdren
hemolizin regiile eden protein (Hep) araciligiyla konakg1 hiicrelere enjekte edilmesini saglar
(Bingle ve ark, 2008). Yeni tanimlanan hiperviriilant A. hydrophila patotipinin bazi iiyeleri

tatli su baliklarinda tam bir T6SS’ye sahipken, digerleri yalnizca 4/13 ¢ekirdek bilesenini



muhafaza etmektedir (Pang vd., 2015; Rasmussen-Ivey vd., 2016). GenBank’ta A. hydrophila
olarak listeye giren 37 susun 26 tanesinde dagilim gdsteren T6SS’nin viriilanstaki rolii, tam
bir T6SS igeren bakterilerin ¢ok daha fazla antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir.

1.2.7.4. Biyofilm Olusumu

Biyofilmler, bakterilerin hem antimikrobiyal ajanlara ve hem de konakgi
savunmalarina kars1 direng saglar (Costerton vd., 1995; Lynch vd., 2002). Aeromonas tiirleri
viriilans faktdrlerinin {iretimi ile yakin iligkili olan biyofilm olusumu i¢in ¢oklu diizenleyici
mekanizmalara sahiptir. Yeniden siniflandirilan A.piscicola Al (eski adiyla A.hydrophila)
izolatinin bakteriler arasi iletisimin yanit diizenleyicisi ahyRI, LuxRI homologlari, N-
(butanoyl)-L-homoserine lactones (BHL) ve N-hexanoyl-L-homoserine lactones (AHL)

tiretir; hiicre boliinmesini diizenleyen otoindiiktorlerdir (Swift vd., 1997).

Yakin zamanda karakterize edilen otoregiilator iki bilesenli sinyal iletim sistemi
QseBC, A. hydrophila iginde yaygin olarak korunan bir sistemdir ve ilk olarak A. dhakensis
SSU’da tamimlanmustir, ¢linkil inaktif bir yanit diizenleyicisine (QseB) sahip mutantlar yiizme
ve sirii hareketliligini azaltir, daha kalin biyofilmler olusturur ve daha az viriilans faktori
salgilar, bu da viriilansin zayiflamasina neden olur. 1gseB mutantlarinda aha 0701h geni asir1
eksprese edildiginde, muhtemelen fleN (flagellar sayisini diizenler) ve vpsT (transkripsiyonel
yanit diizenleyici) genlerinin diizensizligi nedeniyle biyofilm olusumu azalir (Khajanchi vd.,

2012; Kozlova vd., 2012).

1.2.7.5. Flagella ve Pilus

A hydrophila izolatlari; lateral flagellayi yiizey hareketi/isinma i¢in ve polar flagellay1
ise slispansiyonda hareket i¢in iiretir. Polar flagella tiretimi A. piscicola AH-3 i¢in incelenmis,
flaAB, flaH, fliA, fliM, mafl ve flrC’deki mutasyonlarin polar flagella tiretimini yok ederek
yapigma ve biyofilm olusumunun azalmasina sebep olmustur (Canals vd., 2006). Flagellar
glikozilasyonun Hep-2 hiicrelerine yapismanin yani sira biyofilm olusturma kabiliyetiyle de
baglantili oldugu g6z 6éniinde bulunduruldugunda, Aeromonas tiirleri arasinda ciddi farkliliklar
oldugunu bilmek gerekmektedir. A. hydrophila AH-‘del iki tane lateral flagellin bulunur ve
yalnizca polar flagellum glikozillenmistir. Bu sebeple, glikozilasyon negatif A. hydrophila

AH-1 mutantlarinda lateral flagellanin tiretiminde bir aksama yoktur (Fulton vd., 2015).



1.2.7.6. Yapusal Proteinler, Fosfolipidler ve Polisakkaridler

Konak savunmasindan kagmak igin Kapsiiller, O-antijenler ve S-tabakasi proteinleri
mekanizmalar saglar. Aeromonas tiirlerinde kapsiiller ayn1 zamanda anti-fagositik aktiviteye
sahip olmasinin yaninda kompleman sistemine karsi direnci ve aderansi artirir (Martinez vd.,
1995; Merino vd., 1997). O-antijenler, yapisal olarak ¢esitli lipopolisakkaritlerden olusan

kolonizasyon faktorleri olarak islev géren bir siiftir.

1.2.7.7. Hemolizinler

Hemolizinler, A. hydrophila patogenezinde rol oynayan ve enzimlerden olusan bir
gruptur (Asao vd., 1984; Wadstrom vd., 1976). Bu enzimlerin islevleri ¢ok fazladir. Hiicre disi
1stya dayanikli hemolizin (AHH1), yaygin olarak dagilmis birka¢ hemolizinin (AerA, AHHI,
AhyA ve Asal) en bol olamidir ve en sitotoksik genotip aerA ve ahhl’in sinerjik bir
kombinasyonudur (Hirono ve Aoki, 1991; Wang vd., 2003). A. media A6’da (eski adiyla A.
hydrophila) Hemolysin A (hlyA) ve Aerolysin A (aerA), viriilansin hem hlyA hem de aerA
aktivitesi yok edildiginde zayiflayan baska bir bilesenli hemolitik sistem olusturur (Wong vd.,
1998).

1.2.7.8. Kollajenaz, Serin Proteaz, Metalloproteaz, Enolaz ve Lipaz

A. hydrophila tiirleri elastaz, kollajenaz, lipaz, metaloproteaz, enolaz, ve serin proteaz
dahil olmak iizere viriilansa katkis1 olacak ¢ok cesitli enzimleri eksprese eder. A. piscicola
AH-3, A. hydrophila ATCC 7966T ’nin agik okuma ¢ercevesi AHA 0517 sekans benzerligine
sahip bir kollajenaz igerir ve Vero hiicreleri igin sitotoksik oldugu gosterilmistir. Bu enzimin
kaybi hiicrelerin canliliginda %35-15’lik bir artisa neden olur; bununla birlikte, bu durum

mutasyon sitotoksisitenin tamamen yok olmasina neden olmaz (Duarte vd., 2015).

A. hydrophila AG2’nin ahpAB genleri (genomik verilere ulagilamiyor) giiglii viriilans
faktorleri tretir: viriilans igin gerekli olmayan, ancak en viriilan patotiplerde
(AerA+Alt+Ahpt) bulunan bir hiicre dis1 proteaz, gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus
mykiss) test edildiginde AhpB- mutantlarindan 100 kat daha viriilant bir LD50 ile iliskili
kazeinolitik ve elastolitik aktiviteye sahiptir (Cascon vd., 2000; Li vd., 2011; Rivero vd.,
1991). Baska bir hiicre dis1 proteaz (epr) su kaplumbaga izolat1 A. hydrophila AH1’de
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kesfedilmis ve hastalik goriilen baliklarda en yaygin patotipte bulundugu goriilmiistiir (Chang
vd., 1997; Hu vd., 2012).

1.2.7.9. Diger Viriilans Faktorleri

A. hydrophila tarafindan kodlanan viriilans faktorleri, ortama bagl olarak degisik
sekillerde ifade edilen katalizorleri, yapisma proteinlerini, toksinleri ve niikleazlari
icermektedir. Adhezin minD’nin viriilanstaki en 6nemli rolii, mukozal yapismaya aracilik
yapma, biyofilm olusumunun artmasini saglama, hareketliligi kolaylastirma ve hiicre
boliinmesini kolaylastirma yetenegidir (Huang vd., 2015). Konak¢idan kagmanin bir bagka
unsuru da A. hydrophila J-1’in ahn geni tarafindan kodlanan niikleazdir. Bu niikleaz, in vitro
hemolitik aktivite veya bitylimede 6nemli bir degisiklik gostermez; fakat A ahn mutantlari fare
ve balik modellerine sokuldugunda viriilans1 zayiflar (Ji vd., 2015). A. hydrophila’nin yalnizca
A. dhakensis SSU’da karakterize edilen bir diger korunmus geni, RNase R’yi kodlayan
vacB’dir; 4°C’de biiyiimeye izin vermeyi (soguk sok proteini) ve hareketliligi desteklemeyi
igeren ¢oklu islevlere sahip bir ekzoriboniikleazdir. RNase R’nin izojenik mutantlari viriilansta

%70’lik bir zayiflama gostermektedir (Erova vd., 2008).

1.3. Patogenez ve Epidemiyoloji

1.3.1. Klinik Bulgular

A. hydrophila, insanlarda ve diger canlilarda sistemik enfeksiyonlar, gastroenterit ve
bakteriyel endokardit sekillendirebilmektedir. Ayrica etkenin siiriingenlerde, amfibilerde ve
baliklarda nekrotik septisemik ve iilseratif bozukluklara neden oldugu bilinmektedir (Austin
vd., 2007). Homeotermik ve poikilotermik konaklarda firsatg1 bir patojen olarak kabul
edilmektedir (Thomas vd., 2009). A. hydrophila baliklarda Hemorajik septisemi, Motil
Aeromonas Septisemi (MAS), Kirmizi yara hastaligi veya iilser hastaligina neden olmaktadir
(Swann ve White, 1991). Bakteriyel enfeksiyonlar hem tatli su kiiltiir baliklarinda hem de
yabani baliklarda ciddi 6liimlere neden olmaktadir. Baliklarda en sik goriilen etkenler A

hydrophila, A. sobria ve A. Caviae 'dir (Rehulka, 2002).
Taylor (2003)’a gore baliklarda ve diger su canlilarinda A. hydrophila ve A. sobria,

Motil Aeromonas septisemisine (MAS) neden olan patojenlerdir. Suyun kalitesi bozuldugunda

baliklar strese girer ve bu da Aeromonas tiirleri gibi firsat¢1 patojenlerden kaynaklanan
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enfeksiyonlara karst duyarhiliklarini artirir (Karvonen vd., 2010; Tam vd., 2011). A.
hydrophila’dan levrek tiirleri, yayin baliklari, tropikal siis baliklar1 ve tatli su baliklar
etkilenmektedir.

A. hydrophila baliklarda karin bélgesinde siskinlik, agizda kirmizimsi lezyonlar, dis
yiizeyde ve anal pul ¢cevresinde kanama ve septisemi ile karakterize enfeksiyonlara neden olur
(Rashid vd., 2013). Zaif durumdaki baliklara kas i¢i enjekte edilen etken, denge kaybina,
anormal hareketlere, yiizge¢ tabanlarinda ve anal bolgede kirmizimsi lezyonlara ve kuyruk
yiizgecine kadar uzanan grimsi beyaz bir lezyona sebebiyet verir. Yeni 6lmiis baliklarin
diseksiyonundan sonra karacigerin genislemis, piliriizsiiz olmayan ve diizensiz oldugu

goriilmiistiir (Ali vd., 2014).

Etkenin ayn1 zamanda Epizootik Ulseratif Sendroma (EUS) ve 6liimciil Hemorajik
septisemiye de neden oldugu diisiiniilmektedir. (Rahman vd., 2007). A. hydrophila
Meghalaya’da damla enfeksiyonu gegiren adi sazan baliklarindan (C. carpio) izole edilmis ve
biiylik 6liimlere neden olmustur (Sahu vd., 2011). A. Hydrophila, Giineydogu Asya balik
yetistiriciliginde ciddi oliimlere neden oldugundan o6nemli ekonomik kayiplar biiyiik

olmaktadir (Thampuran vd., 1995).

Deri anormallikleri fronkiiloza benzemekte olup, yirtildiginda kanamali olarak
degismis kaslar1 ortaya cikaran berrak eksiida ile dolu ¢ok biiyiik, géze ¢arpan sigkinlikler
seklini almistir. Deri lezyonlari, iilser olusumuyla birlikte hiperemik bir bolge ile cevrili
depigmente yamalar seklinde baglamistir. Bazi baliklarda ekzoftalmus, gogiis yiizgecleri
etrafinda iltihaplanma, yiizme kesesi duvarinda hiperemi ve karacigerde petesiyal kanamalar
goriilmiistiir. Diisiik eritrosit sayilari, diisik hematokrit ve hemoglobin seviyeleri siddetli

anemiyi tanimlamak i¢in kullanilmistir (Semwal vd., 2023).

Hasta baliklarin  biyokimyasal incelemelerinde kolesterol, toplam protein,
triasilgliserol ve toplam kalsiyum seviyelerinde diisiisiin yani sira lirede artig tespit edilmistir.
Incelenen enzim ve izoenzimler arasinda laktat dehidrojenaz, alanin aminotransferaz, o-
hidroksibiitiril dehidrojenaz ve y-glutamil transferaz degerlerinde artis gozlenmektedir
(Rehulka, 2002).
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Hayvandaki belirtiler, organizmanin viriilansina, septiseminin var olup olmadigina,
baligin immun sistemine Ve stres faktorlerine bagh olarak degisir. Hastalik teshisini yalnizca

semptomlara bakilarak yapmak yanilticidir (Swann ve White, 1991).

Daskalov (2006)’a gore A. hydrophila patojenitesi ve gastroenterit ile ilgili bilegsenleri
iiretme kabiliyetine baglidir. Bunlara 6rnek olarak ekzotoksinler, sideroforlar, endotoksinler,
adhezinler, invazinler, sitotoksinler, S-katmanlar ve flagella verilebilir. Enolaz, lipaz, elastaz,
metaloproteaz, kolajenaz ve serin proteaz A. hydrophila tiirlerinde bulunan ve viriilansa
katkida bulunabilen enzimler arasinda yer almaktadir (Barnett vd., 1997). A. hydrophila’nin
viriilans faktorleri arasinda slime olusumu, proteolitik aktivite, hemolizin, enterotoksin,
lipolitik aktivite, antimikrobiyal peptitler, aerolizin, sitozin ve jelatinaz gelmektedir. Bu
unsurlar etken tarafindan , hayatta kalma, bir savunma ve patojenite olusturma mekanizmasi
olarak kullanilmaktadir (Asmat ve Gires, 2002). Patojeniteyi etkileyen baslica viriilans
faktorleri arasinda yapisal 6zellikler (pilli, S-tabakasi ve lipopolisakkarit), hiicre dis1 toksinler
(hemolizin, enterotoksin ve proteaz), invazyon ve adezyon gelmektedir (Janda ve Abbott,
2010). Soguk ortamlarda Aeromonas tiirleri gelisebilir ve toksin iiretebilir, bu durum

sogutmanin enfeksiyonu kontrol etmede yetersiz kalacagini gostermektedir (Donlan, 2001).

1.3.2. Patolojik Bulgular

A. hydrophila ile deneysel olarak enfekte edilen sazanlarda patolojik bulgularla ilgili
daha 6nce yapilan bir ¢calismada (Erer, 1981; Yardimci ve Aydin, 2011), intraperitoneal olarak
enjekte edilen baliklarda daha ¢ok visseral organlarda patolojik degisiklikler goriiliirken,
intramuskiiler olarak enjekte edilen baliklarda ise daha ¢ok deri ve kaslarda degisiklikler
goriilmiistir. Ayrica, kiiltlir sazanlarinda (Carassus autarus) A. hydrophila enfeksiyonu ile
ilgili bir calismada (Miyazaki ve Kaige, 1986), intraperitoneal olarak enjekte edilen baliklarda
bakteriyel virulansin intramiiskiiler olarak enjekte edilen baliklardan daha yiiksek oldugu

gbzlenmistir.

Yardimct ve Aydin (2011) intraperitoneal enjeksiyon grubunda virulansin kas i¢i
enjeksiyon grubuna goére daha yiiksek olmasinin nedeninin, intraperitoneal enjeksiyonun
bakterinin i¢ organlarla dogrudan temasini saglayan daha hizli ve daha yiiksek morbidite orani
oldugu; ayrica, intraperitoneal enjeksiyonlar1 takiben, lezyonlarin hem makroskopik hem de
mikroskopik diizeyde bobrek, karaciger ve kalp gibi i¢ organlarda odaklanmasi teorisini

dogrulamaktadir.
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Afifi vd. (2000) tarafindan yapilan bir caligmada, dalakta melano-makrofaj
merkezlerinin fagositik aktivitesi ile iligkili onemli splenomegali oldugu bildirilmistir.
Huizinga ve arkadaglart (1979), akut vakalarda kalp ve dalakta herhangi bir lezyon
gozlenmedigini fakat karaciger ve bobreklerde yaygin doku nekrozunun oldugunu bildirmistir.
Yardimer ve Aydin (2011), yaptiklart ¢alismada karaciger, bobrek ve kalpte mikroskobik
olarak en oOnemli bulgularin goézlendigini kaydetmislerdir. Karacigerde siniizoidlerin
genisledigi ve Remak kordonlarimin ayristigi, hepatositlerde ve pankreas hiicrelerinde fokal
nekrozun gozlendigi ve hepatosit sitoplazmalarinda keskin sekilli yag wvakuollerinin

bulundugu belirtilmistir.

Grizzle ve Kiryu (1993), sadece deri enfeksiyonu olan baliklarda karaciger ve dalakta
lipofuscin ve hemosiderin miktarlarinda artis dahil olmak {izere gesitli gizli lezyonlar
olabilecegini; ancak i¢ organlarin ¢ogunun nekrotik olmadigini bildirmistir. Yardime1 ve
Aydin (2011), yaptiklar1 ¢alismada higbir vakada hemosiderin, lipofuscin ve hematoidin gibi
pigmentleri higbir vakanin karaciger ve dalaginda gozlenmedigini bildirmistir. Karacigerde;
kapsiil alti, perivaskiiler ve peripakreatik lenfosit infiltrasyonunun saptanmasi
literatiirdekilerle uyumludur. Bobreklerde; subkapsiiler ve interstisyel hemoraji, parankim
dejenerasyonu ve sitoplazmik vakuol olusumu, fokal lenfosit infiltrasyonu ile tiibiiler epitel
nekrozu Onceki c¢aligmalarla paralel olarak interstisyel nefrit ile iliskili olarak
degerlendirilmistir (Roberts, 2012). Hem makroskopik hem de mikroskopik diizeyde
incelendiginde bobrek, karaciger ve kalpte yaygin kanama ve lenfosit infiltrasyonunun

gozlenmesi viseral hemorajik septisemiyi gostermektedir.

1.4. Teshis

A. hydrophila’nin tamimlanmasi, koloni morfolojisi, biyokimyasal testler, Api20E
sistemi ve tet-E geni i¢in molekiiler teshise baghidir. A. hydrophila kolonileri siikroz
fermentasyonuna bagli olarak tiyosiilfat sitrat safra tuzlar1 siikkroz (TCBS) agarda sar1-yesil
renkte olup caplar1 2-3 mm arasinda degismektedir. Buna ek olarak, koloniler MacConkey
agarda soluk sekilli veya renksiz iiremektedir. Bu durum A. hydrophila’nin laktoz sekerini
fermente edemedigini gostermektedir. Ancak kanl agarda diizgiin, digbiikey, yuvarlak S tipli
ve hemolitik koloniler tireterek ve soluk beyazdan griye degisen renkte lireme gostermektedir

(Abbott vd., 2003; Jayavignesh vd., 2011).
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Diger taraftan, A. hydrophila’y1 izole etmek igin selektif besiyeri olarak Rimler Shotts
agar kullamlmistir (HiMedia). Ekim sonrasinda agarlar 37 °C ’de 28 saat boyunca inkiibe
edilmigtir. Otomatik mikrobiyal analiz cihazi kullanilarak tiim izolatlar tiir diizeyinde
tanimlanmustir (Biolog, ABD). Daha fazla karkterizasyon i¢in, secilen A. hydrophila kolonileri

Tryptic Soy Broth (Difco) i¢inde alt kiiltiire alinmistir

API20E sistemi, ¢ok sayida kiiltiir ortamina ihtiyag duymadan bakterilerin hizl1 bir
sekilde tespit edilmesinin yani sira kiiltiirel kontaminasyonu azaltmasi ile karakterize edilir ve
tanimlanmasini dogrulamak i¢in kullanilir (Naharro vd., 2009). Kullanilan teknikler arasinda
dot blot (blotlama teknikleri), enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA), western blot ve
immiinohistokimya (IHC), tam hiicre agliitinasyon, Immune-India miirekkep teknigi lateks
agliitinasyon, ve floresan antikor teknikleri (FAT ve IFAT) yer almaktadir. Fakat bu
bahsedilen yontemler, numunedeki bakteari konsantrasyonunun azliginda bakteriyi tespit

etmekte yetersiz kalmaktadir (Adams ve Thompson, 2011).

Geleneksel yontemlerin bu siirlamalari, daha yiiksek 6zgiilliik ve hassasiyetlerine
bagli olarak molekiiler tekniklerin kullaniminin yayginlasmasina neden olmustur. Polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR), balik patojeni bakterilerin hizli ve giivenilir bir sekilde tespiti
acisindan siklikla ve giivenle kullanilmaktadir. Diger PCR tabanli tani testleri, ¢esitli heterojen
patojenik bakterilerin eszamanli ve kantitatif tespiti i¢in uygulanan ger¢cek zamanli (RT) PCR,

yuvalanmig PCR, ters transkripsiyon PCR ve multipleks PCR’dir (Austin 2019; Cai vd., 2014).

Bununla birlikte, PCR tekniginin en 6nemli dezavantaji, bu ydontemin genetik tipleme
icin bakteri kiiltiirine bagli olmasidir. (Narayana vd., 2018). Misir’da, ¢izgili kefal Mugil
cephalus’ta A. hydrophila ve V. parahaemolyticus koenfeksiyonunu tanimlamak igin PCR
kullanilmigtir (El-Son vd., 2021). Multiplex PCR teknigi bir ¢ok bakterinin ayni anda
arastirlmasina olanak saglamaktadir. Bu amagla yapilan bir ¢aligmalarda {i¢ farkli patojenik
bakterinin (A. hydrophila, F. columnare ve E. ictaluri), bir diger ¢alismada ise bes farkli
patojenik bakterinin (Y. ruckeri, A. salmonicida subsp. salmonicida, A. hydrophila, R.
salmoninarum ve F. columnare) es zamanl tanimlanmasi i¢in uygulanmstir (Farzadnia ve
Naeemipour, 2020). Misir’da yapilan bir ¢alismada Real time PCR teknigiyle Nil tilapisini

enfekte eden farkli Aeromonas tiirleri tespit edilmistir (Nicholson vd., 2017).

DNA mikro dizileri ayrica balik giftliklerinde normalde karsilasilan sekiz farkli

patojenin, yani A. hydrophila, E. tarda, F. columnare, L. garvieae, P. damselae, Ps.
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anguilliseptica, S. iniae ve V. anguillarum’un eszamanli olarak tanimlanmasi i¢in de
kullanilmistir (Chang vd., 2012). Bu yontem ayni zamanda kiiltiir baliklarin1 enfekte eden V.
harveyi, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. cholerae, V. anguillarum, A. hydrophila, S.
iniae ve Nocardia seriolae gibi farkli bakteriyel patojen tiirlerini ayirt etmek igin de
kullanilmistir (Shi vd., 2012).

1.5. Tedavi Stratejileri

Su {driinlerinde baliklart sagliklarim1  korumak igin ¢esitli kimyasal ajanlar
kullanilmaktadir. Su iriinlerinde kullanilan kimyasallar arasinda; kemoterapdtik ajanlar,
dezenfektanlar, antibiyotikler veya antimikrobiyaller, hormonlar ve anestezikler gelmektedir
(Asean, 2013). A. hydrophila enfeksiyonunda siklikla oksitetrasiklin (OTC), siilfadimetoksin
ve ormetoprim gibi antibiyotikler kullanilmakta ve basarili sonuglar alinmaktadir (Agnew ve
Barnes, 2007). A. hydrophila firsat¢1 bir patojen oldugundan, biyogiivenlik tedbirlerini siki
sekilde yapmak ve hastaliga zemin hazirlayan faktorlerden kaginmak dnemlidir. Boylelikle

hastaliktan etkilenme minimum seviyeye inecektir (Stratev ve Odeyemi, 2017).

Bakteriyel hastaliklar1 6nlemek ve diizenlemek i¢in kemoterapi ilaglarinin kullanimi
artmistir. En sik kullanilanlar topikal dezenfektanlar, antimikrobiyaller ve probiyotiklerdir.
yetistiriciler tarafindan kullanilan ¢ok ¢esitli topikal dezenfektanlar bulunmaktadir. Bunlardan
en sik kullanilanlar1 akriflavin, malasit yesili, formalin, hipoklorit, benzalkonyum kloriir ve
polivinilpirolidondur. Bu dezenfektanlardan akriflavin ve malasit yesili yalnizca
kulugkahanelerde kullanilirken, digerleri hem kuluckahanelerde hem de havuzlarda
kullanilmaktadir (Mohamed vd., 2000).

Antibiyotiklerin agir1 kullanimi1 nedeniyle, ilaca direngli suslar hizla artmaktadir.
Ayrica, bakterilerin olusturdugu biyofilmler antibiyotiklerin etkisini azaltmaktadir (Liu vd.,
2020). Aeromonas, Enterobacter, Comamonas, Acinetobacter ve Edwadsiella gibi bakterilere
kars1 antibiyotik direnci artmigtir. Baliklarin yetistirildigi havuzlardan ve sedimentten izole
edilen A. hydrophila norfloksasin, seftazidime ve piperasilin kars1 direng gelistigi goriilmustiir
(Kathleen vd., 2016).

Kuala Terengganu, Terengganu ve Malezya’daki bir akvaryum diikkanindan toplanan

hastalikl tath su siis baliklarindan izole edilen A. hydrophila izolatlar1 i¢in bir antibiyotik

duyarhilik testi yapilmistir. Sekiz siis baligindan ekimler yapilmisi ve toplam on bes A.
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hydrophila izole edilmistir. Bu izolatlarin antibiyotik direncine bakmak i¢in yedi farkli
antibiyotik kullanilmistir. Sonuglara bakildiginda tiim suslarin siilfametoksazole direngli
oldugunu goériilmiistiir. Suslarin 13 tanesinde oksitetrasikline ve 8 tanesinde nalidiksik aside
direng goriilmiistiir. Alt1 sus furazolidona, iki sus kloramfenikole ve bir sus eritromisine direng

bulunmustur. Tiim suslarin kanamisine kars1 duyarli oldugu tespit edilmistir (Musa vd., 2008).

Antibiyotik direnciyle ilgili bu sorun, tiim hayvancilik endiistrisinde oldugu gibi su
uriinleri yetistiriciligi endiistrisinde 6nem arz etmektedir. Bu durum balik hastaliklariyla
miicadele etmek i¢cin dogal kaynaklardan yeni antibakteriyel ajanlarin aranmasini tesvik
etmektedir. (Razak vd., 2019). Fitoterapdtik ajanlar olarak bilinen tibbi bitkiler, ¢ok eski
zamanlardan beri hem insanlarda hem de hayvanlarda hastaliklar1 tedavi etmek i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ayni zamanada baliklardaki bakteriyel hastaliklar i¢in de
kullanilmaktadir. (Stratev ve Odeyemi, 2017).

Yapilan birgok arastirma, su triinleri yetistiriciliginde bitkilerin alternatif biyotip
olarak antimikrobiyal potansiyeline isaret etmektedir (Citarasu 2010; Syahidah vd., 2019 ).
Bitkilerin alkaloidler, terpenoidler, tanenler, saponinler, gliserol, flavonoidler, steroidler veya
ucucu yaglar icermesi nedeniyle bitki 6ziitlerinin balik ve karides yetistiriciliginde anti-stres,
biiylime performansi arttirici, istah uyarict ve anti-patojen olarak hareket ettigi bildirilmistir.
Bazi bitki gruplar1 basta bakteriyel olmak {izere Viral ve parazitik balik hastaliklar1 {izerinde
etkili olan ikincil metabolitler ve fitokimyasallar agisindan zengindir. En 6nemli avantaji dogal
kokenli olmasi ve insanlara, baliklara ve ¢cevreye zarar vermemesidir. Bitki 6zleri kullanilarak
bakteriyel enfeksiyonlarin 6nlenmesi, ¢evreye zarar verebilecek antibiyotiklere kiyasla diisiik
maliyeti ve belirli bakterilere kars1 yiiksek etkinligi nedeniyle talep gérmektedir (Stratev vd.,
2018).

Bir ¢ok antibiyotigin kullanimi su {irtinleri yetistiriciliginde yasaklanmustir. Bu
nedenle, spesifik olmayan bagisiklik sisteminin uyarilmasi, kiiltiir tiirlerinin bagisikligini ve
biiylime performansini artirmak i¢in mevcut akilli bir se¢imdir (Jana vd., 2018; Vinarukwong
vd., 2018)ri.

Hastaligin ilerleyisini ve besin zinciri yoluyla insanlara ulagmasini takip etmek,
hastaliga neden olan ajanin neden oldugu klinik semptomlar ve patolojik lezyonlar hakkinda
bilgi edinmek. Kan ve enzimatik durum iizerindeki etkilerini ve baliklarin bulunduklari

ortamdaki fizyolojik ve yasam durumlar1 hakkinda bilgi edinme.
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2.1. Gereg

2. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda , asagidaki tablolarda gosterildigi gibi, g¢esitli cihazlar,

kimyasallar ve kiiltiir ortamlar1 besiyerleri kullanilmigtir (Cizelge 2.1, 2,3).

Cizelge 2.1. Bu calismada kullanilan cihazlar

No Cihazlar Mensei
1 Otoklav Wiseclave (Almanya)
2 Santrifiij Griffenkamp (Ingiltere)
3 Soguk santrifiij P-selecta high speed (ispanya)
4 Bilesen mikroskopu Olympus (Japonya)
5 EDTA Urdiin
6 Jel tiipii Urdiin
7 Cam akvaryum (40x40x70) cm Irak
8 Hemositometre haznesi Neubauer (Cin)
9 Tank i¢in 1siticilar Cin
10 Baca Ingiltere
11 Inkiibator Memmert(Almanya)
12 Manyetik karistirict Sicak Plaka Sartorius (Almanya)
13 Mikrohematokrit santrifiij Japonya
14 Mikroskopik slayt Blue star (Ingiltere)
15 Mikro kapak lami1 Blue star (ingiltere)
16 Mikro hematokrit tlipii Cin
17 Milipor filtre kagid1 ABD
18 Mikropipet Witey (Almanya)
19 Oksijen olger Cin
20 Oksijen motoru Cin
21 PCV okuyucu Cin
22 PH metre lovibond (Almanya)
23 Hassas terazi Cin
24 Spektrofotometre Mettle (Japonya)
25 Termometre Cin

18



Cizelge 2.2. Mevcut ¢alismada kullanilan kimyasallar

No Kimyasal Mensei

1 Doksisiklin hidrat (Vibramycin®, kapsiil) Pfizer (ABD)

2 Etanol %70 Arege (U.E)

3 Etanol %99 Arege (U.E)

4 Eosin HIMDIA (Hindistan)
5 Gram boyama ket Ingiltere

6 Gliserin B.D.H (BK)

7 Hidrojen peroksit (H202) Irak

8 Kovacs indol Alpha Chemika

9 Normal salin ¢6zeltisi (NSS) Irak

Cizelge 2.3. Mevcut ¢aligmada kullanilan kiiltiir besiyerleri

No Kimyasal Mensei
1 Koyun kanli agar1 HiMedia (Hindistan)
2 MacConkey Agari HiMedia (Hindistan)
3 Beyin-kalp infiizyonu agari Oxoid (BK)
4 Tripton soya agari Oxoid (BK)
5 Muller Hinton besiyeri Bio-Merieux, Fransa)
2.2. Yontem

2.2.1. Kullanilan A. hydrophila Susu

A. hydrophila izolati Tarim Bakanligi / Al-Nahda Merkez Veteriner Laboratuvarlari
aracilifiyla saglanmistir. Bu izolat, baliklar enfekte edildikten ve baliklarin solungag, bobrek
ve deri drnekleri alindiktan sonra yeniden izole edilmis ve dogrulanmistir. Ornekler Triptik
soya agar (TSA), Beyin kalp infiizyon agar (BHIA), %5 Koyun kanli agar ve MacConkey
agara ekilmis ve aerobik kosullarda 28°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra saf hemolitik sar1 koloniler olugsmaya baslamis ve koloni sekli, gram boyama ve

bakterinin biyokimyasal 6zelliklerine dayanarak A. hydrophila olarak belirlenmistir.
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2.2.2. Izolasyon ve Karakterizasyon
2.2.2.1. Gram Boyama

Tek bir bakteri kolonisinden alinan 6rnek, lam iizerinde, kristal viyole soliisyonu
kullanilarak bir dakika siireyle Gram boyama yapildi ve ardindan bir dakika siireyle iyot
soliisyonu eklenerek %95°lik etil alkol ile 20-30 sn. ve safranin ile 2 dakika dekolorize edildi.
Bir sonraki asamaya gecmeden once lam akan su ile iyice temizlendi. Slayt goériintiilerini

(X100) bitytitmede analiz etmek i¢in bir 151k mikroskobu kullanildi.
2.2.2.2. Mikroskopik morfoloji

Tripton soya agari (TSA) veya Beyin-Kalp Infiizyonu agar (BHIA) Kiiltiirleri,
bakterileri 28°C’de 24-48 saat boyunca kiiltiirlemek i¢in kullanildi ve koloni olusumu, sekil,
renk, boyut ve doku agisindan gorsel olarak incelendi.

2.2.2.3. Hareket Muayenesi

Bakterinin hareketliligini gormek igin, etken yar1 kat1 besiyerinde (SIM agar) 28 °C’de
24-48 saat inkiibe edildi (Shields ve Cathcart, 2011).

2.2.3. Biyokimyasal Ozellikler
2.2.3.1. Oksidaz Testi

Bu test, mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve intraselliiler olan oksidase
enziminin (sitokrom C oksidase) varligim1 ortaya koymada kullanmilir. TSA’da firetilen
bakteriden bir miktar alinir. Bactident oksidaz test stripleri iizerine bakteriler siiriiliir. 20-30

sn bekledikten sonra rengim mavi-mora dénmesi pozitif olarak, rengin donmemesi ise

negative olarak degerlendirilir.
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2.2.3.2. Katalaz Testi

Katalaz testi, BHI agardan alinan bir miktar bakteri kolonisinin bir mikro lam iizerine
yerlestirilmesi ve 5 saniye iginde pozitif yanit veren %3 hidrojen peroksit (v/v) eklenmesiyle

gerceklestirilmistir (Quinn ve Gauss, 2004).
2.2.3.3. Hemolitik Aktivite

%S5 koyun kanli agarda 28°C’de inkiibe edilen bakteriler giinliik olarak kontrol
edilmistir. Kolonileri gevreleyen berrak bir bolgenin ortaya ¢ikmasi veya opak yesilimsi bir

bolgenin varligi hemoliz belirtisi olarak degerlendirilmistir (goriiniim 48-72 saat).
2.2.3.4. Jelatin Sivilastirma Testi

Jelatin besiyerinde bakteri kolonileri igne uglu 6ze ile ekilmis ve daha sonra 28 °C’de
24 saat bekletilmistir. Siire sonunda jelatinin sivilagmasi pozitif olarak degerlendirilmektedir.
Tekrar 4 °C’de bekletildikten 10 dakika sonra jelatinin katilagmamasi iyi bir sonugtur (Tille,
2015).

2.2.3.5. Laktoz Testi

Bakterinin laktozu fermente edip etmedigini anlamak i¢in lireyen koloniden bir miktar
alinarak Mac Conkey agara ekim yapilir. 28 °C’de 24-48 saat inkiibasyon sonrasinda pembe
koloni olugmasi pozitif olarak degerlendirilir. Rengin seffaf olmasi negatif olarak

degerlendirilmektedir.
2.2.3.6. Uclii Sekerli Demir (TSI) Agarlarinda Reaksiyonlar

TSI agarda ti¢ farkli karbonhidrat (%0,1 glikoz, %1 laktoz ve %1 sukroz) ve ek olarak
demir bulunmaktadir. Bu karbonhidratlar fermente edildiginde, olusan asit iiretimi fenol
kirmizisi indikatorii ile saptanir. Olusan renk degisimleri asit liretimi igin sar1 renkte olup
alkalinizasyon i¢in kirmizi renktedir. Normal besi yerinin rengi kirmizidir. Rengin sartya
donmesi sekeri fermente ettigini, kirmizida kalmasi ise fermente etmedigini gosterir. Ayrica

siyah rengin olusmasi, bakterinin demiri kullandiginin gostergesidir.
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2.2.4. . Rimler ve Shotts Ortami

R-S agar, hareketli aeromonaslarin segici izolasyonu igin bir ortam olusturmak
amaciyla 1 litre hacminde bir ¢6zelti olusturmak iizere asagidaki bilesenler distile su ile
birlestirilmistir: maltoz (3,5 g), sodyum tiyosiilfat (6,8 g), bromotimol mavisi (0,03 g), ferrik
amonyum sitrat (0,8 g), sodyum deoksikolat (1,0 g) ve novobiosin (0,005 g) (13,5 g). Cozelti
kaynama noktasina kadar isitildi, bir dakika boyunca siirekli karistirildt ve pH’1 7.0’a
yiikseltildi. Besiyeri 45°C’ye sogutulduktan ve steril petri kaplarina yerlestirildikten sonra,
ihtiyag duyulana kadar plastik kiliflar iginde buzdolabinda saklanabilir. Rimler-Shotts agar
inkiibasyon periyodundan sonra, A. hydrophila karakteristik sar1 koloni gelisimine sahiptir
(Shotts ve Rimler, 1973). Miimkiin olan en iyi bakteriyel farklilasmay1 saglamak i¢in R-S agar
enjekte edilmis ve 28 °C’de 24 ila 48 saat inkiibe edilmistir. Hareketli aeromonad kolonileri
sar1 renkteyken Escherichia, Enterobacter ve Pseudomonas kolonileri yesil renkteydi. R-S
agarda, Proteus vulgaris ve bazi Citrobacter kolonileri de ayni sekilde sariydi, ancak bu
kolonilerin siyah ¢ekirdekleri vardi, bu da bu bakterilerin hidrojen siilfiir gaz1 irettigini

gosteriyordu. Buna karsilik, Edwardsiella kolonileri yesil ve siyah merkezliydi
2.2.5. Kanh Agar

Aeromonas tiirlerinin oludugu gibi birgok bakterinin genel besi yeri olarak
kullanilmaktadir. Ekim yapildiktan sonra 28 °C’de 24 ila 48 saat inkiibe edilir ve inkiibasyon

sonrasinda kenarari diizgiin, grimsi ve hemolitik koloniler sekillenir.

2.2.6. MacConkey Agar

MacConkey agar laktoz fermente eden ve etmeyen enterik bakterilerin izolasyonu ve

ayrimi i¢in kullanilmstir.
2.2.7. Ortalama Oliimciil Dozun Saptanmasi (LD50)

Bakteriyel patojeniteyi arttirmak amaciyla, bakteri izolat1 saglikli baliklara iki kez
gecirilmistir. Bir balik enfekte oldugunda, bakteri izole edilmis ve onu enfekte etmek igin
kullanilmigtir. TSA’da 28°C’de 24 saatlik iiremenin ardindan plakalardaki bakteriler
sayilarak (yayma yontemi). C. carpio (ortalama agirligi 250 +5 g) kullanilarak, patojenlerin

%350’sinin  6ldiirticti dozu (LD50) bulunmustur. Baliklar rastgele ornekleme prosediirii
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kullanilarak alt1 grupta incelenmistir. Her gruptan alt1 baliga (10, 10°, 10%, 107 ve 10%) canli
hiicre/balik iceren 0,1 ml hacminde taze iretilmis (A. hydrophila) bakteri siispansiyonu
intraperitoneal (IP) olarak e njekte edilmistir. Kontrol grubuna 0,1 ml steril tuzlu su enjekte
edilmis ve tiim gruplar 15 giin boyunca gozlemlenmis ve 6li baliklar iizerinde standart
patolojik ve mikrobiyolojik incelemeler yapilmistir. LD50 degerini belirlemek igin bu
calismada Plumb ve Bowser (2010) tarafindan teyit edilen Reed ve Muench (1938) yaklagimi
kullanilmistir. Enjekte edilen A. hydrophila bakterisini enfekte baliklarin bobreginden yeniden
izole etmek icin TSA kullanilmis ve kimligini dogrulamak i¢in karakterizasyon testleri
kullanilmistir. kullanilmig ve kimligini dogrulamak i¢in karakterizasyon testleri kullanilmistir
.Log LD50 = ,5+ log en yiiksek konsantrasyon— toplam %mortalite.L D50 =10° Nihai bakteri
konsantrasyonu, seri seyreltmeden sonra 0,1 ml (1,57 x 10%) CFU/ml baliga ayarlandi ve bu

da optimum LD50 konsantrasyonunu temsil ediyordu ve satasma dozu olarak kullanildi.

2.2.8. Yayma Yontemi ile Bakteri Sayim

Kiiltlir stispansiyonunun on kat seri diliisyonuyla bakteri sayimi yapilmistir. Bu
amagla bakterinin 10 kath diliisyonlar1 ( 10%. 10° CFU/ml) yapilmstir. Diliisyonlardan 0,1 ml
almarak Plate count agara (PCA) ekimler yapilmis ve 28°C’de 24 saat inkiibasyona

birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda kolonile sayilmis ve asagidaki gibi formiile edilmistir.

Bakteri yogunlugunu hesaplamak icin asagidaki formiil kullanmilmigtir:1/VS x (NB)
10*VS = yayilma hacmi (ml), NB = bakteri sayis1 (CFU), 100x = gdzlemlenen plakanin
seyreltilmesi (Cruickshank, 1974) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Yayma yontemi ile bakteri kolonilerinin sayimiu.
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2.2.9. Doksisilinin Minimum Inhibe Edici Konsantrasyonu

Minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) tayini baliklardan izole edilen A
hydrophila’ya karst DOX’un MIK degeri, Klinik ve Biyolojik Arastirmalar Merkezi
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) broth makro-diliisyon yontemi (CSLI, 2008)
tarafindan {i¢ kopya halinde gerceklestirilmistir. Kisaca, 1 mL 9%0,1 DOX, 1 mL taze
hazirlanmis Mueller Hinton Broth (MHB) besiyeri iginde tiip 1’de ¢oziilmiistiir. Daha tiip
1’den alinan 1 mL, i¢cinde 1 mL MHB besiyeri igeren tiip 2’ye aktarilmistir. serisi toplam 12
tiip igin gergeklestirilmistir. Ardindan, 20 pL (1,57 x 108 CFU/mL) (Xu, 2013) A. hydrophila
slispansiyonu, 2 kontrol tiipiiyle birlikte 12 test tiipiiniin hepsine ayr1 ayr1 agilanmis ve 30°C’lik
(A. hydrophila susunun optimum biiyiime sicakligi) inkiibatérde 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Bakteriyel biiyiime gdstermeyen tiipler arasindaki en diisiik ilag konsantrasyonu

ilacin MIC degeri olarak belirlenmistir.
2.2.10. Antibiyotik Duyarhhlik Testi

Bakteriyel duyarlilik testi, Kirby-Bauer disk-difiizyon yontemine (Bauer, 1966)'a gore
yapilmistir. Miiller Hinton Broth agarda iiretilen bakteriden Mc Farland 0,5 (108
mikroorganizma / ml)'e gore ayarlanarak standart bir bulaniklik olusturuldu. Bu
stispansiyondan 0,1 ml alinan 6rnekler Mueller-Hinton agar yiizeyine inokiile edildi. Steril bir
drigalski spatiilii ile iyive agar yiizeyine yayildi. Takiben farkli antibiyotikleri igeren diskler
steril bir pens yardimiyla esit araliklar ile agar yilizeyine yerlestirildi. Daha sonra besiyerleri
18-24 saat siireyle 28°C'de inkiibe edildi ve olusan inhibisyon zonlari mm cinsinden 6lgiildii (
GLSI guideline 2020 )’a gore

2.3. Kullanilan Baliklar

Bu c¢alisma, Bagdat’in giineyindeki Zafaraniya’da bulunan Bilim ve Teknoloji
Bakanlig1, Tarimsal Arastirma Dairesi, Hayvan ve Balik¢ilik Merkezi, Balik Boliimii, Balik
Besleme Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir (Sekil 2.2). Mevcut ¢alismada yaklasik 250 £ 5
g agirliginda toplam 60 adet saglikli C. carpio baligi kullanilmistir. Baliklar Irak’in Babil
Vilayeti’ndeki Al-Musayyib’e yakin bir ¢iftlikten temin edilmistir. Mevcut olabilecek olasi
dis parazitlerden kurtulmak igin, baliklar stres belirtileri géstermeye baslayana kadar %3
NaCl iginde yikandi. Baliklar, ¢aligma 6ncesinde diizenli yemleme yapilirken iki haftalik

alistirma asamasindan gegirilmistir. Toplam boyutlar1 70’e 40’a 40 c¢m olan iki tank
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akvaryumuna baliklar yerlestirilmistir. Daha sonra, 12 kiivet rastgele segilen baliklarla
doldurulmustur. Baliklar (n-60). Adi sazanlar {i¢ gruba ayrilmistir: negatif kontrol, pozitif
kontrol tedavi edilmemis (A. hydrophilia ile miicadele edilmis) ve ii¢ tedavi edilmis (A.
hydrophilia ile miicadele edilmis ve bes ardisik giin boyunca yemde 20mg/kg Doksisiklin ile
tedavi edilmis). Her tank 50 L su ile doldurulmustur. Sicaklik (22+2) °C, pH (7£1) ve
¢ozlinmils oksijen konsantrasyonu gibi fiziko-kimyasal 6zellikler 6,25 +1 mg/l idi. Uygun
oksijen ile saglikli bir ortam saglamak i¢in, baliklar ¢alisma siiresi boyunca giinde iki kez

viicut kiitlesinin %2’si oraninda beslendi.

Sekil 2.2. Mevcut ¢aligmanin agamalari
2.4. Besinlerin Uretimi

Besinler, (Cizelge 2.4)te gosterildigi gibi yerel pazarda bulunan yem
malzemelerinden yapildigr i¢in deney sahasinda yerel olarak tiretilmistir. Besinler her bir

maddenin yiizdesine gore yapilmigtir. Materyal daha sonra yerel bir iiretim makinesi ile 6

mm’lik bir pelet haline getirilmis, 12 saat boyunca giineste birakilmig, daha sonra 50 kg’lik
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0zel torbalarda paketlenmis ve kullanilana kadar kuru bir yerde saklanmistir. Baliklar, giinde

iki 6glin dagitilan balik canli kiitlesinin %5°1 ile beslenmistir.

Cizelge 2.4. Deneyde kullanilan besinlerin igerikleri

Icindekiler Toplam oran Protein oram Toplam protein %’si
Hayvan proteini %22 50 %11

Soya fasulyesi %35 45 %15,7

Sar1 misir %13 9,5 %1,24
Bugday kepegi %14 5 %1,61
Bugday unu %15 15 %2,25
Mineraller + vitaminler %1

2.5. Calisma Plani

Baliklar (n=60) rastgele 6rnekleme yontemi ile her biri 20°1ik 3 esit gruba dagitilmigtir

(Sekil 2.3), Grupl (G1) (enfekte olmamis, tedavi edilmemis): kontrol negatif olarak

tutulmustur,

Grup 2 (G2) (enfekte): Baliklar kontrol pozitif grup olarak A. hydrophila (1.57x% 106

CFU/mL) ile intraperitoneal (IP) olarak inokiile edilmistir.

Grup 3 (G3) (enfekte - tedavi edilmis): Bu gruptaki baliklar A. hydrophila ile enfekte
edildi ve yemde 5 giin tist tiste Doksisiklin (20 mg/ Kg BW) (Al vd., 2011; Ibrahim vd., 2020)

ile tedavi edildi.
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A. hydrophilia'nin izolasyonu ve biyokimyasal
karakterizasyonu

Antibiyotik

i i Doks. MI geri
hassasiyet testi oks. MIC degeri

60 adi sazan balig
G1 grubu (enfekte olmayan, tedavi G2 grubu (kontrol pozitif grup olarak
edilmemis): kontrol negatif olarak tutuldu A. hydrophila (1.57x 106 CFU/mL) ile
intraperitoneal (IP) inokiile edilmistir.

A. hydrophila ile enfekte edilmis ve Dox ile tedavi edilen G3 grubu. (20 mg /
Kg BW) ile 5 giin boyunca yemde.

/

Kan 6rnegi alma

|

1- Hematolojik analiz (RBC, WBC sayisi, PCV% ve Hb Hematolojik (RBC, WBC sayisi, PCV% ve
Hb).
2- Biyokimyasal analiz (Karaciger enzimleri, Total protein, Albumin, kolesterol ve glukoz).

Karaciger enzimleri (ALT, AST ve ALP)

I Istatistiksel analizi I

Sekil 2.3. Arastirmanin tiim asamalarin1 gosteren bir diyagram

27



2.6. Kan Alma

Kan, anestezi kullanilmadan 3 mL (1,5x21 6l¢iilerinde) plastik bir siringa kullanilarak
kaudal venlerden toplanmistir (Val vd., 1998). Bekletme siiresi 1 dakikadan azdi ve stres

etkisini azaltmak i¢in masaya konuldu.0

Kanin ilk kismi, hematolojik 6zellikleri 6lgmek i¢in de kullanilan bir an tikoagiilan
olan lityum heparin ile kapli bir tiipe konmustur. ikinci kisim ikiye boliinerek jelatin dolu
Eppendorf tiiplerine konmus ve iki saat boyunca pihtilagmaya birakilmistir. Karaciger
enzimleri, toplam protein, albumin ve diger biyokimyasal parametreler dondurulmus (-20°C)

olarak saklanan santrifiijlenmis serum kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

2.7. Hemaolojik Parametreler

2.7.1. Toplam Kirmuz1 Kan Hiicresi (Eritrosit veya RBC) Sayimlari

Toplam RBC saymimini gergeklestirmek icin Al-Dohail vd., (2011), yaptigi
calismadaki protokol takip edilmistir. RBC sayis1 milimetre kiip basina milyonlarca hiicre
olarak kaydedilmistir. Yirmi pl taze alinmig kan 0,98 ml Dacies s1vis1 100 ml %40 formaldehit,
31,3 g trisodyum sitrat ve 1 g parlak kristal mavisi ile kanstirilarak 1 litre distile suda

seyreltilmis ve 0,45 m siringa filtresinden gegirilmistir.

Hemositometreye bir damla damlatilmis ve kirmizi kan hiicrelerinin sayisi bes kare
kullanilarak sayilmistir (Dacie ve Lewis, 1984). Toplam RBC’yi belirlemede kullanilan

formiil asagida gosterilmistir:
RBC (mm3) = (N x 5 x 10 x 200)
Burada N bes karedeki toplam hiicre sayisi, 5 bir mm’deki hiicre sayisini tireten

carpma faktorii, 10 bélmenin derinligini 0,1’den bir mm’ye ¢ikaran ¢arpma faktori ve 200

seyreltme faktoriidiir.
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2.7.2. Toplam Beyaz Kan Hiicresi (WBC) Sayim

WBC sayimi Thrall vd., (2006)’na uygun olarak gerceklestirilmistir. Kan 6rnegi, 1:20
seyreltme aralig1 olusturmak i¢in 6zel bir hemositometre pipeti kullanilarak 0,5 isaretine kadar
alinmig ve Dacies sivisi (formaldehit 10 ml + trisodyum sitrat 31,3 g + parlak kresil mavisi 1,0
g + distal su 1L) ile 11 isaretine kadar seyreltilerek iyice karistirilmis ve 5 dakika

bekletilmistir.

WBC’ler, doldurulduktan ve yaklasik bes dakika bekletildikten sonra sayim odasinin
her iki tarafindaki dort kose karede sayillmistir. WBC’ler daha sonra asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmistir:

Toplam WBC sayimi1 =n/ 4x20x10 hiicre/mm?3. Burada:( N: dort biiyiik karedeki toplam hiicre
sayisidir), (Seyreltme faktorii 20), (,10 derinlik bileseni).

2.7.3. Kan Hiicresi Degerinin Belirlenmesi

Mikro hematokrit kapiler tiipler uzunluklarinin iist kismina kadar kanla doldurulmus,
tiiplerin diger ucu kil ile tikanmis ve tiipler 2000 rpm/dak hizda 5 dakika boyunca mikro

hematokrit santrifiijiine yerlestirilmistir.

Tipler daha sonra Acharya ve Mohanty (2018) tarafindan agiklanan yonteme uygun

olarak bir mikro hematokrit okuyucu kullanilarak okunmustur.
2.7.4. Hemoglobin (Hb) I¢erigi

Drabkins soliisyon kiti yaklasimi 200 mg potasyum ferrisiyaniir, 50 mg potasyum
siyaniir, 140 mg potasyum dihidrojen fosfat, 1 ml iyonik olmayan deterjan ve 1000 ml distal
su) kullanilarak gesitli kimyasallarin konsantrasyonlar1 artirilir. Hemoglobin, 20 mikrolitre
kan 5 mL Drabkin ile birlestirilerek hesaplanir. Hemoglobin hesaplama formiilii (bos, standart

ve numune) i¢in 450 nm’de okumak {izere bir spektrofotometre kullanin.

Hemoglobin konsantrasyonu (g/dl) numune miktar1 ile standart hacim

konsantrasyonunun ¢arpimina esittir. Prosediirler saglanmistir.
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2.8. Biyokimyasal Parametreler

2.8.1. Karaciger Enzimleri (ALT, AST ve ALP)

Alanin aminotransferaz (ALT) ve serum aspartat aminotransferaz (AST) Reitman ve
Frankel (1957)’e gore spesifik kitler (Elab science, Cin) kullanilarak spektrofotometre
(Spectronic 20 D, Milton Roy Company) ile kalorimetrik olarak dl¢iilmiistiir.

2.8.2. Toplam Proteinler

Test, Siwicki vd., (1994) tarafindan bildirildigi gibi Biuret teknigi kullanilarak Bio
(Fransa) kolorimetrik test kiti kullanilarak gercgeklestirilmistir.Hesaplama olacak:Toplam
protein = O.D.Numune/O.D.Standartx n ,G/dl: n=5, gm/’/l: n=50,0D= Optik yogunluk.

2.8.3. Albumin

Dumas ve Biggs (1972)’e gore, albumin serum 6rneklerinde 550 Mm (milimolar)
dalga boyunda BCG teknigi kullanilarak olgiilmiistiir. Bio (Fransa) firmasinin bir kitini
kullanan bu yaklasim, bir asit ortaminda bromokresol yesili ile bir albumin reaksiyonunun

spektrofotometri ile tespit edilebilecek bir renk iirettigi teorisi lizerine ¢aligmistir.

2.9. istatistiksel Analiz

Cesitli faktorlerin arastirma parametreleri {izerindeki etkisi SAS (2012) yazilimi
(Muenchen, 2012) veya Istatistiksel Analiz Sistemi kullanilarak belirlenmistir. Bu tezde,
ortalamalar1 anlamli bir sekilde karsilastirmak icin en kiiglik anlamli fark (LSD) testi
(ANOVA) kullanilmugtir. Istatistiksel olarak P degerinin (0,05) altinda olmas1 anlamli kabul

edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. A. hydrophila’min C. carpio’dan izolasyonu
3.1.1. Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikler

Izolatlar birincil karakterizasyon testlerinde Aeromonas olarak Gram negatif,
hareketli, fermentatif, oksidaz pozitif, katalaz pozitif (Sekil 3.1), laktoz negatif, glukoz
pozitif, maltoz pozitif, lire negatif, jelatin pozitif HoS {iretimi negatif, skor pozitif, a
hemoliz ve f hemoliz olarak 7 giin boyunca kanl1 agarda ve MacConkey agarda kolonileri
soluk laktozsuz fermentdr olarak gosterilmistir (Sekil 3.2) Ayrica A. hydrophila

izolatlarinin biyokimyasal 6zelliklerinden biri de sitrat kullanimi agisindan negatif, indol

ve mannitol testleri agisindan ise pozitif olmasidir (Sekil 3.3, Cizelge 3.1).

Sekil 3.2. Kanli agarda (A) A.hydrophila kolonilerinin karakteristigi; MacConkey agarda (B) soluk
(laktoz fermentorii olmayan) koloniler
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Cizelge 3.1. A. hydrophila nin biyokimyasal ve morfolojik 6zellikleri

No. Ozellikler Reaksiyon
1 Koloni morfolojisi: renk Kremsi/sar1
2 Boyut 3-4 pn capinda
3 Sekil Konik
4 Tekstiir Viskoz
5 Gram boyama (-) ve
6 Cubuklar (+) ve
7 Mortalite (+) ve
8 Kapsiiler materyal (-) ve
9 Oksidaz (+) ve
10 Katalaz (+) ve
11 Maltoz (+) ve
12 Glukoz (+) ve
13 Laktoz (-) ve
14 Mannoz (+) ve
15 H2S iiretimi (-) ve
16 o hemolizi (+) ve

*(+) ve pozitif, (-) ve negatif

Sekil 3.3. A.hydrophila izolatlarimin biyokimyasal 6zellikleri: (1): Sitrat kullanimi i¢in negatif sonug.

(2): indol testi igin pozitif sonug. (3): Manitol testi igin pozitif sonu
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3.1.2. A. hydrophila’nin LD50 Degerinin Saptanmasi

Cizelge 3.2 gesitli A. hydrophila konsantrasyonlarinda C. carpio 6lim
sonuglarini gostermektedir. LD50 tam olarak 0,1 ml konsantrasyonda 1,57 x 10°

CFU/ml baliga esittir.

0,1 ml 1,57 x10* CFU/balik konsantrasyonunda 15 giinde 6liim gériilmezken,
0,1 ml 1,57 x108 CFU/mI’de %100 6liim goriilmiistiir.

Cizelge 3.2. A. hydrophila ’nin LD50 sonuglart

Konsantrasyon Bakteriyel | Bakteriyel | Mortalite | Oliim | Hayatta Mortalite%o
icin balik sayis1 Diliisyon diliisyon orani kalan (D)/(D+S)x100
CFU/0.1ml

6 108 10-t 6/6 6 0 100

6 107 10-? 4/6 4 2 60

6 108 10-3 3/6 3 3 50

6 10° 10-4 1/6 1 5 20

6 10* 10-° 0/6 0 6

6 Kontrol Salin 0/6 0 6

LD50=0,1 ml 1,57 x 10® CFU/ml.

3.2. Tedavi Oncesi Klinik Belirtiler

Enfekte baliklar 2-3 giin i¢inde etkilenirken, liimler enjeksiyonu takip eden
liclincli glinde baslamistir. Pullarda dokiilme, anormal gozler, pektoral yiizgecte
ciirtime, deride kanama ve koyulagma, iilserasyon, opasite, ekzoftalmiye ilerleyen tek
veya ¢ift tarafli orbital kanama ve her iki gz etkilendiginde goz kiiresini yuvadan

digar1 iten patlama dis belirtiler arasindaydi (Sekil 3.4A).

I¢c organlarda ise, karaciger biiyiimiis, rengi soluk ve bdbrekler nekrotik

kanamalar ile hemorajik goriintimdeydi (Sekil 3.4B).
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Sekil 3.4. Patolojik degisiklik A derisi ilizerinde kii¢iik capli hemorajiler ve iilserler goriildii B: i¢

organlarin hemorajik oldugunu gosteren balik

3.3. A.hydrophilia’min Antibiyotik Duyarhlik Bulgular

A. hydrophila tarafindan gelistirilen inhibisyon zonu farkli antibiyotikler i¢in

cesitli yamitlar vermistir (Cizelge 3.3 ve Sekil 3.5). Sonuglar A.hydrophilia’nin

gentamisin, ciprofloxacin, amikacin ve doksisiklin’e kars1 sirasiyla 42, 44, 41,74,

39,00 ve 35,30 mm’lik inhibisyon zonuyla duyarli oldugunu, trimethoprim ve

ampicillin’e kars1 ise direngli oldugunu gostermistir. doksisiklin A.hydrophilia’ya

kars1 iyi bir inhibisyon gdstermistir.

Cizelge 3.3. Secilen antibiyotiklere karst A. Hydrophila 'nin hassasiyeti

No. fisg inhibisyon zonu (mm)
Ortalama £+ S.E
1 Doksisilin 35,30+0,51
2 Trimetoprim 26,81+0,32
3 Ampisilin 16,62+0,03
4 Siprofloksasin 41,74+1,01
5 Amikasin 39,00+0,32
6 Gentamisin 42,44+1,81
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Sekil 3.5. A. hydrophila’nn farkli antibiyotiklerinin inhibisyon zonu
3.4.  Doksisiklinin  A.hydrophilia’ya  karst  minimum inhibe edici
konsantrasyonu (MIC)

A.hydrophila’nin farkli konsantrasyonlarda antibiyotik Doksisiklin ile
karsilastiginda MIC degeri 1,56 pg/mL olarak bulunmustur Cizelge (3.3)

3.5. Hematolojik Parametreler

Enfekte ve tedavi edilen gruplar i¢cin hematolojik parametrelerin sonuglari

Cizelge 3.4’te gosterilmistir.

3.5.1. Kirmizi1 Kan Hiicreleri (RBC) Sayimm

Ortalama eritrosit sayist degerleri G2 ve G1 gruplarinda sirasiyla 0,85 ila 1,23
arasinda degismektedir Cizelge (3.4) A. hydrophila ile enfekte olan G2 grubunun
kirmizi kan hiicresi sayim1 (RBC) sonuglari, sirasiyla 0,97 ve 0,85 x10° /mm3 olan G3
ve G2 ile karsilastirildiginda 0,85 x10° /mm3’e ulasan énemli bir diisiis (P<0,05)

gostermistir.
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20 mg Doksisiklin ile 5 giinliik tedaviden sonra, RBC sayis1 sonuglari tedavi
grubunda (G3), tedavi uygulanmayan enfekte gruba (G2) kiyasla 0,97 x10%/mm?3

ulasan 6nemli bir artis (P<0,05) gostermistir.
3.5.2. Beyaz Kan Hiicreleri Sayimi

WBC sonuglari, kontrol pozitif grup G2’de kontrol negatif grup G1’e kiyasla
anlaml bir artis (P<0,05) oldugunu gostermistir. Bunun yani sira, art arda bes giin
boyunca 20 mg/kg doksisiklin ile tedavi edilen G3 grubu ile karsilastirildiginda kontrol
pozitif grup G2’de anlamlr artig (P<0,05) goriilmiistiir Cizelge( 3.4)

3.5.3. Kan Hiicresi Oran1 (PCV %)

Cizelge( 3.4 ) PCV% degerinin tiim deney gruplarinda 21,67% ila 29,50%
arasinda degistigini gostermektedir. A. hydrophila ile enfeksiyondan sonra PCV (%)
sonuclar1 asagidaki gibi kaydedilmistir, Cizelgete (3.4) gosterildigi gibi kontrol negatif
grupta (G1) sirastyla 21,67% ve 25,32% olan G2 ve G3 ile karsilastirildiginda
29,50%’lik 6nemli bir artis (P<0,05) olmustur. Beslenmede 20mg/kg Doksisiklin alan
G3 grubundaki baliklar, kontrol pozitif grupla (G2) karsilastirildiginda 6nemli bir artig
(P<0,05) gostermistir.

3.5.4. Hemoglobin i¢erigi (Hb g/dl)

Hb igerigi sonuglari, G2’de (kontrol pozitif grup) kaydedilen en diisiik ortalama
degerin 5,20 g/dI’ye ulastigin1 gosterirken, G1°de (kontrol negatif grup) fark edilen en
yiiksek deger 10,63 g/dlI’ye ulagsmistir (Cizelge 3.4 )Ayrica, sonuglar deney siiresinin
sonunda G3’te (Doksisiklin grubu) 7,63 g/dlI’ye ulasan onemli bir artig (P<0,05)

gostermistir.
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Cizelge 3.4. Doksisiklin (20mg/kg/besin) ile tedavi edilen A.hydrophilia ile enfekte C. carpio’nun bazi
hematolojik parametrelerinin degerleri (Ortalama + SE)

Gruplar RBC WBC PCV Hb
Hiicre/mm3 Hiicre/mm3 % g/di
N=20 (X*1076) (X*1073)
Ortalama =+ S.
Ortalama = S. E. Ortalama = S. E. Ortalama £ S. E. E.

G1 1,23 £ 0,03A 8,47 +0,38B 29,50+ 1,15 A 10,63 + 0,38A
G2 0,85+ 0,09C 13,08 £ 0,54 A 21,67 +1,76C 5,20+ 0,59C
G3 0,97 +0,02B 9,67+ 0,27B 25,32+ 1,15B 7,63 +0,38B

LSD 0,19 1,43 4,80 1,58

G1: kontrol ngatif, G2: kontrol pozitif, G3: 20 mg Doksisiklin ile tedavi.
Biiyiik harfler gruplar arasindaki anlamli farkliliklar1 (P<0 ,05) gostermektedir.

3.5. Karaciger Hasar1 Enzimleri (ALT, AST ve ALP)

Yiiklemeden bes giin sonra, ALT seviyeleri kontrol pozitif ve tedavi edilen
grupta (G2 ve G3) sirasiyla (8,.03 ve 43,81U/L), kontrol negatif grup 24,33 U/L’ye
kiyasla 6nemli 6lgiide artmustir (P< 0,05) (Cizelge 3.5), sonuglar ¢alismanin tiim
gruplar1 arasinda énemli farkliliklar oldugunu ve kontrol pozitif G2 grubuna kiyasla

besinde 20 mg Doksisiklin alan G3 grubunda terapdtik yanit oldugunu gostermistir.

A.hydrphilia ile enfekte baliklarda AST enzimi igin, Cizelge (3.5)’teki sonuglar
kontrol grubu (G1) (143,00 U/L) ile karsilastirildiginda G2 ve G3’te sirasiyla (197,67
ve 175 U/L) 6nemli (P< 0,05) bir artis oldugunu ortaya koymustur.

Ayrica, G1 grubu ile karsilastirildiginda G3’te anlamli bir artis (P< 0,05)
oldugu goriilmiistiir. Ayrica, deney gruplarinin ALP enzimi seviyeleri kontrol pozitif
ve tedavi edilen gruplarda (G2 ve G3) kontrol negatif grupla (G1) (23,60 U/L)
karsilastirildiginda (41,85 ve 34,03 U/L) 6nemli bir artis (P< 0,05) gostermistir.
Ayrica, G1 grubu ile karsilastirildiginda G3’te anlamli bir artig (P< 0,05) oldugu

gorilmistir.
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Cizelge 3.5. Doksisiklin (20mg/kg/besin) ile tedavi edilen A. hydrophilia ile enfekte C. carpio’nun
karaciger enzimlerinin degerleri (Ortalama + SE)

Gruplar ALT/ UL AST U/L ALP [u/l
N=20 Ortalama + S.E. Ortalama + S.E. Ortalama + S.E.
Gl 33 +£5,4524 143,00 + 9,53 23,60 + 5,62
C C C
G2 82,03 + 8,45 197,67 +21,88 41,85 +4,88
A A A
G3 81 +6,1543 175,00 + 13,53 34,03 +5,01
B B B
LSD 7,71 14,66 6,95

G1: kontrol negatif, G2: kontrol pozitif, G3: 20 mg Doksisiklin ile tedavi.
Biiyiik harfler gruplar arasindaki anlaml farkliliklar1 (P< 0,05) gdstermektedir.

3.6. Toplam protein, Albumin, Glukoz ve Kolesterol

Deneyin sonunda, (Cizelge 3.6)’da gosterilen Albumin seviyelerinin sonuglart,
sirastyla (1,18 ve 0,97 g/dl) olan G3 ve G2 gruplarina kiyasla (2,13 g/dl) olan G1
grubunda (enfekte olmayan balik) 6nemli (P< 0,05) bir artis gostermistir. Buna ek
olarak, toplam protein seviyeleri G1’de (6,23 mg/dl) sirasiyla (4,68 ve 2,31) olan G3
ve G2’ye kiyasla dnemli 6l¢tide artmistir (P<0,05) ve G3’te G2 grubuna kiyasla 6nemli
(P<0,05) bir artis olmustur (Cizelge 3.6).

Enfekte balik (G2 ve G3) gruplarindaki plazma kolesterol seviyelerinin
sonuglar1 (10,51 ve 7,47 mg/dl), (6,30 mg/dl) olan kontrol negatif gruba (G1) kiyasla
onemli dlgiide (P < 0,05) artmustir. Ote yandan, Cizelge (3-6)’teki glikoz seviyelerinin
sonuglari, kontrol negatif gruptaki (G1) enfekte olmayan baliklarla karsilastirildiginda,
G2 ve G3 gruplarindaki enfekte baliklarda sirasiyla (116,67 ve 99,36 mg/dl) 6nemli
(P <0,05) bir artis oldugunu ortaya koymustur.
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Cizelge 3.6. Doksisiklin (20mg/kg/besin) ile tedavi edilen A.hydrophilia ile
biyokimyasal parametrelerinin seviyeleri (Ortalama + SE).

enfekte C. carpio’nun

Albumin Total protein Kolesterol Glukoz
Gruplar mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
N=20 Ortalama + S. Ortalama % S. Ortalama % S. S A T
E. E. E.
Gl 2,13 £0,15A 6,23+0,44A 6,30+ 0,35C 79,42 +0,76 C
G2 0,97 +0,50B 2,31+0,52C 10,51+0,50 A 116,67 = 0,93A
G3 1,18+ 0,26B 4,68+0,42B 7,47 +0,78B 99,36 +1,21B
LSD 0,91 1,17 1,98 12,40

G1: kontrol negatif, G2: kontrol pozitif, G3: 20 mg Doksisiklin ile tedavi.
Biiyiik harfler gruplar arasindaki anlamli farkliliklar1 (P< 0,05) gostermektedir.
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4. TARTISMA

A. hydrophila, hem yabani hem de ¢iftlik baliklarinda kuyruk ¢iiriimesi ve Epizootik
Ulseratif Sendrom gibi hastaliklara neden olan Gram-negatif bir bakteridir. Bu hastaliklar su
iriinlerinin genislemesinin dniinde 6énemli bir engeldir ve kayiplar %45’°e kadar ¢cikmaktadir
(Murray ve Peeler, 2012). A. Hydrophilia enfeksiyonunun risk faktorii, basta C. carpio olmak
iizere tiim balik tiirlerinde artti. Havuzlarda yetistirme yogunluklar: arttiginda, bu durum daha

genis yerlere de tasinmalidir.

Bakterilerin konak¢inin mukozal epiteline yapismasi hastaligin ilerlemesinde gerekli
bir adimdir (Benhamed vd., 2014). Hidrofobiklik, yiizey yiiki, yiizey piirtzliligi, yiizey
mikro-topografisi, su akisi, ylizey bilesenleri, ortamin pH’1, viskozite ve diger parametrelerin
timi bakteri hiicrelerinin ylizey mukusuna ilk tutunmasinda rol oynar (Cortes vd., 2022). Bu
caligmadaki bulgular, Doksisiklin tedavisinin A. hydrophila’nin saglikli C. carpio mukusuna
kemotaktik reaksiyonunu biiyiik oOlgiide azalttigini ortaya koymustur. A. hydrophila
hiicrelerinin saglikli C. carpio’ya yapisma kapasitesi de benzer sekilde doksisiklin (DOX)

tarafindan 6nemli 6l¢iide engellenmistir.

Bunun yanisira, genis spektrumlari ve diger antimikrobiyallere kiyasla diisiik fiyatlari
nedeniyle tetrasiklin ilaclar1 balik yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilmaktadir, ancak bazi
bakteriyel balik patojenleri birinci nesil tetrasiklinlere kars1 direng gostermistir (Ibrahim vd.,
2020; Kim vd.,2011). Balik hastaliklarinin tedavisinde etkili olan ikinci nesil tetrasiklinlerden
biri doksisiklindir (Ding vd., 2012).

Bu tez ¢alismasindaki 6liim oranlar1 107, 108 ve 10° CFU/ml’de sirastyla %60, 50 ve
20°dir. Selvaraj vd. (2009) adi sazanda A. hydrophila’nin LD50 degerini 6l¢miis ve 2,94 x107
CFU/ml olarak bulmustur. Her iki yavru grubu i¢in, Sajid vd. (2021) intraperitoneal olarak 0,3
- 1,5 x 10° CFU/ml kullanirken, Hamouda vd. (2019) 1,5x108 CFU/ml kullanmistir. Elwafai
vd. (2020), siprinid gopra baligi A. hydrophila ile intraperitoneal olarak enjekte ederken,
LD50’nin 2,3 x 106 CFU/ml oldugunu bulmuslardir. A. hydrophila genellikle sucul bir
habitatta izole edildiginden, asir1 stoklama ve kotii su kalitesi gibi akut stres faktorlerinin C.
carpio’nun toplu 6liimiine neden oldugu sonucuna varmak miimkiindiir. Yiiksek 6liim orani
(%60), mikroorganizma tarafindan salgilanan endotoksine baglanabilir (Ibrahim vd.,2020;
Galindo vd., 2004; Vazquez-Juarez vd., 2003).
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Bu tezde art arda 5 giin boyunca yemde 20 mg /kg BW dozunda DOX uygulamasi
etkili olmus ve A. hydrophila ile enfekte baliklarin hayatta kalma oraninin artmasina neden
olurken, oliimler enfekte olmayan grupta % 60’tan DOX ile tedavi edilen grupta % 20’ye
diismistiir. Baliklarin A. hydrophila ile enfeksiyonundan sonra beslenme rejiminde DOX
kullanimi hastalik belirtilerinin temizlenmesine yardimci olmus ve baliklarin iyi durumda
kalmasin1 saglamistir. Benzer sekilde Nasr (2014) oksitetrasiklin ile tedaviden sonra A.

hydrophila ile enfekte Nil tilapisinin 6liim oraninin %20’ye diistligiinii kaydetmistir.

Sazan, Irak’in 6nemli gida kaynaklarindan biridir ve diinyadaki diger bir¢ok tilkede
oldugu gibi Irak’ta da su iiriinleri yetistiriciliginin 6niinde engeller bulunmaktadir; bunlardan
biri de bakteriyel hastaliklarin neden oldugu saglik sorunlaridir (Muslem vd., 2021). A
hydrophila, baliklar, kuslar, insanlar, siirtingenler ve ¢ok sayida memeli de dahil olmak tizere
cesitli hayvanlarda septisemi, gastroenterit ve nekrotizan fasiite neden olan anaerobik kemo
organ heterotrofik bir bakteridir. Ayrica A. hydrophila, diger viriilans faktorlerinin yani sira
biyofilmler, sitotoksinler, adezyonlar, lipazlar, hemolizinler ve proteazlar {iretebilir

(Rasmussen-lvey vd., 2016).

Mevcut tez ¢alismasindaki bulgular, A. hydrophila toksinlerinin neden oldugu mide,
karaciger, solungag epiteli, bobrek hematopoetik dokusunda enterit ve kanama ile dalak kilifi

ve bobreklerde nekroz tespit eden Badawi ve Bawazir (2019)’in bulgulartyla tutarhidir.

Bu tezde C. carpio’nun 6limiine agik¢a A. hydrophila neden olmustur. Enfeksiyonun
pato-fizyolojisini anlamak amaciyla, A. hydrophila’dan tiiretilen bir dizi viriilans faktorii

Onerilmistir (Rasmussen-lvey vd., 2016).

Bircok Aeromonas tiirii hemolitik, sitotoksik ve enterotoksin ozelliklerine sahip
toksinler igerir (Chacén vd., 2003). Bu bakteriyel enfeksiyonun patolojisi ya septisemi ya da
toksemidir (Kingombe vd., 2010; Zhang vd., 2020).

Aeromonas tiirleri tath su baliklarinda ve kiiltiir baliklarinda hemorajik deri

lezyonlarina neden oldugu bazi arastirmacilar tarafindan fark edilmistir (Beaz-Hidalgo ve

Figueras, 2013; Gao vd., 2016; Li vd., 2019; Skwor vd., 2014).
Azzam-Sayuti vd. (2021) ve Saharia vd. (2018) tarafindan Nil tilapisi O. niloticus ve

Hint biiyiik sazan1 Labeo rohita’da tanimlanan Aeromonas enfeksiyonunun tipik semptomlari

ve, lezyonlari, Nil tilapisi O. niloticus ve Hint biiylik sazan1 Labeo rohita’da (Saharia vd.,
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2018) yapilan asagidaki aragtirmalarinda sergilenmistir. Bakteri konsantrasyonlar: arttikca,
daha fazla toksin iiretildigi ve potansiyel olarak baliklarin i¢ organlarina zarar verdigi icin
olim oran1 da artmistir (Dong vd., 2017). Aeromonas tiirleri baliklarda akut ve kronik
enfeksiyona neden olma kapasitesine sahiptir.

Kiiltiir baliklarinda enfekte olan Aeromonas tiirleri (6zellikle A. hydrophila) tedavisi
icin birgok islem vardir, bunlardan biri antimikrobiyal ilaglardir. Bu nedenle antimikrobiyal
duyarlilik testleri etkili bir tedavi i¢in 6nem arz etmektedir (Skwor vd., 2014). Bu tez
caligmasinin sonuglari, A.hydrophilia’nin sirasiyla gentamicin, ciprofloxacin, amikacin ve
doksisiklin’e duyarli oldugunu, trimethoprim ve ampicillin’e ise direngli oldugunu

gostermistir. Doksisiklin A.hydrophilia’ya karsi iyi bir inhibisyon gostermistir.

Nawaz vd. (2006); Adanir ve Turutoglu (2007) ve Hassan vd. (2017), yakin zamanda
kesfedilen 6 genin amoksisilin, penisilin ve diger antibiyotiklere karsi direncin Aeromonas

cinsindeki antibiyotik direncinden sorumlu oldugu gostermistir.

MIC, duyarlilik testleri, siirdiiriilebilir ve ulasilabilir ilag¢ seviyeleri dahil olmak iizere
bir dizi faktdre dayanmaktadir. MIC testi, tekrarlanabilirligi, hizi, etkinligi, basitligi ve
minimum maliyeti ile duyarlilik testi i¢in kabul edilebilir bir yontem olarak bilinmektedir.
(Max vd., 2011). Bu tezde sazan baligindan izole edilen A. hydrophila’ya kars1 DOX un MiK
degeri 1,56 ng/mL olarak belirlenmistir. Daha dnce belgelendigi gibi (Ibrahim vd., 2020). A.
hydrophila izolatlart DOX duyarlilig1 agisindan incelenmis ve sonuglar test edilen izolatlarin
%97,9’unun < 4 pg/mL konsantrasyonda DOX’a duyarli oldugunu ortaya koymustur Bu
bulgu, CLSI tarafindan tanimlanan MIC kirilma noktalarina uygundur (CLSI, 2008).

Hematolojik belirtecler uzun zamandir balik sagliginin belirlenmesinde yararh araglar
olarak kabul edilmektedir. Bu 6l¢iimler balik tiirii, yasi, cinsel olgunluk dongiisii ve saglik
durumu gibi gesitli faktoérlerden etkilenmektedir (Hrubec vd., 2001). Su kalitesi, sicaklik, gida
bulunabilirligi ve baliklarin fizyolojik sagligi, baliklarin kan bilesenleri iizerinde dogrudan
veya dolayli etkilere sahiptir (Igbal vd., 1997). Fizikokimyasal elementlerdeki degisiklikler
baliklarin kan parametrelerinde ortaya ¢ikabilir (Abdul vd., 2011).

Normal kosullarda kirmmzi kan hiicrelerinin sayisi sabittir. Dis faktorlerin balik kan

kompozisyonu iizerinde énemli bir etkisi olmasina ragmen, mevcut calismada G2 ve G3’teki

diisiik RBC degeri, A. hydrophila ile enfekte sazanlarda artan 16kositoz aktivitesinin bir sonucu
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olarak RBC’nin etkilendigini veya yok edildigini gosterebilir (Harikrishnan vd., 2011). Bu
bulgu, chum somonunda (Oncorhynchus keta) eritrosit sayisinda ve hemoglobin
konsantrasyonunda azalma tespit eden Haney vd. (1992) ile tutarlidir. A. hydrophila ile enfekte
olmus Carpio’da (Incyprinus Carpio) RBC’lerin artan yikimi, kaybi1 veya baskilanmasina
atfedilebilir (Jumma vd., 2022).

Bu tez caligmasinda, RBC, PCV ve Hb degerlerindeki azalma, ilerlemis hemorajik
nekrotik lezyonlarin bir sonucu olarak viicut sivilarmin kaybindan kaynaklanan
hemodiliisyona bagli olabilir. Daha az eritrosit varlig1 ve daha diisiik hematokrit yiizdesi,
eritrositlerin 16kosit aktivitesi tarafindan yok edildigini gostermektedir. RBC miktarini
artirarak Hb ve RBC’lerin azalan oksijen tasima kabiliyetini telafi etmek gibi baz1 degiskenler,
kirleticilere ve agir metallere maruz kalmanin ardindan artan RBC ve Hb iceriginden sorumlu

olabilir (Jumma vd., 2022).

Deney grubunun sonuglardaki bu azalma (RBC’ler, HB ve PCV), RBC’nin sismesinin
yan1 sira bakteri enfeksiyonu nedeniyle dalak ve diger hematopoietik organlardan
hemoglobinin zayif mobilizasyonunun bir sonucu olabilir (Yang vd., 2018). Deney siiresi
boyunca, kontrol pozitif grupta (G2), tedavi edilen ve kontrol negatif gruplara (G1 ve G3)
kiyasla WBC sayist da artmustir. Bu sonug, enfeksiyona karsi bir bagisiklik tepkisi olarak
enfekte grupta WBC sayisinin arttigini tespit eden (Sahoo ve Mukherjee, 2019) galismayla
desteklenmistir. WBC seviyeleri, patojenin biiylimesinin baskilandigimi gosteren kontrol
negatif ve tedavi edilen grup degerlerine kiyasla 6nemli 6lgiide artmistir. Bununla birlikte,
enfekte gruptaki (RBCs, HB ve PCV) seviyeleri, ¢calismadaki kontrole kiyasla 6nemli dlgiide
azalmistir. Bu degerlerin izlenmesi ve lokositlerin profilinin ¢ikarilmasi, baligin genel
bagisiklik durumu ve anemiye yol agan RBC’lerin yikimi hakkinda bilgi saglar (Nobata vd.,
2022). Bu parametrelerdeki bu diisiisiin baliklarda daha giiclii bir dogustan gelen bagisiklik
tepkisi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Wiegertjes vd., 2016).

Serum AST, ALT ve ALP hepatoseliiler hasar1 degerlendirmek icin hassas
gostergelerdir (Ibrahim vd., 2020). Adi sazanin A. hydrophila ile enfekte baliklarda ALT, AST

ve ALP’de 6nemli bir artis goriilmektedir.
Halliwell (1981) enfeksiydz ajan toksinlerinin etkisiyle olusan karaciger hasari

sonrasinda enzim aktivitelerindeki artis oldugunu belirtmistir. Wells vd. (1986) kreatinin

seviyesinin artmasini bobregin glomeriiler filtrasyon hizinin diisik oldugunun gostergesi
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oldugunu belirtmistir (Trumble vd., 2006). Bu sonuglar, A. hydrophila ile enfekte baliklarda
serum enzimatik aktivitelerinde bir artis kaydeden Ahmed (2000) ve Amer vd. (2009)
tarafindan bildirilenlerle uyumludur. Benzer sonuglar Souza vd. (2016); Dos Santos vd. (2017)
tarafindan da A. hydrophila ile enfekte baliklarda tespit edilmistir.

A. hydrophila ile enfekte baliklarin 5 giin boyunca yemde DOX (20 mg/Kg BW) ile
muamele edilmesi, tedavi sonrasi serum ALT, AST ve ALP seviyelerinde enfekte olmayanlara
kiyasla 6nemli bir iyilesmeye neden olmustur. Bu durum, kullanilan ilacin bobrek ve

karacigerdeki yikici ve toksik etkilerini sinirlayan bakteriyostatik etkisinden kaynaklaniyor
olabilir (Flower vd., 2012).

Kan serumundaki albumin ve toplam protein konsantrasyonu balik sagligi igin temel
bir belirte¢ olarak kullanilmustir (E1 Mesallamy vd., 2016) ve artan serum protein albumin
seviyelerinin baliklarda dogustan gelen yanitla baglantili oldugu varsayilmaktadir (Fatma vd.,
2020). Bu calismada, kontrol pozitif ve tedavi edilen grupla karsilagtirildiginda, kontrol
negatif grupta serum toplam protein ve albuminde 6nemli artislar olmustur. Albumine benzer
sekilde, saglikli baliklar en yiiksek seviyelere sahipken, enfekte baliklar en diisiik seviyelere
sahipti. Bu bulgular Kumar vd. (2017) ve Kumar vd. (2018) ile uyumludur.

Yang ve Chen (2013)’e gore, A.hydrophilia ile enfekte baliklarda toplam serum
proteini ve albumindeki diisiis, bliyiik miktarda kan bileseninin kaybolmasina neden olan ve

hipoproteinemi ile sonuglanan kan damari hasarindan kaynaklanmaktadir.

Deney sonucunda (G3) tedavi gruplarindaki genel protein seviyeleri G2 grubuna gore
onemli 6lgiide daha yiiksektir (P < 0,05). Albumin ve toplam proteindeki artig bu iyilesmeye
bir delil olarak goriilmektedir. Daha yiiksek toplam plazma proteini ve albuminin daha iistiin

bir dogustan gelen bagisiklik tepkisiyle baglantili oldugu diistiniilmektedir (Costas vd., 2013).

Ote yandan Albiimin sonuglari, G1 grubunda (enfekte olmayan baliklar) sirastyla G3
ve G2 gruplarina kiyasla anlamli (P< 0.05) artis gosterdi. Ek olarak, toplam protein seviyeleri
G1'de sirasiyla G3 ve G2'ye gore anlamli olarak artmis olup, (P< 0.05) ve G3'te G2 grubuna
gore anlamli (P< 0.05) bir artis olmustur. Bu, Magsood ve arkadaslari tarafindan tarif edildigi
gibi enfekte baliklarin karaciger ve bobrek hasarina bagl olabilir. (2009) dso, birgok balik
hastaliginin toplam protein konsantrasyonunu degistirdigini, enfeksiyondaki albliminin

Aeromonas hydrophila ile enfekte olmus baliklarda seviyesinin diigmesine neden oldugunu
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bildirmistir. Ayrica Osmani ve ark., (2019) Saglikli gruptaki toplam protein, albiimin ve
globulin seviyesindeki artigin, kiiltiirlenmis ortak sazanin iyi beslenme durumundan

kaynaklanabilecegini tespit etti.

Osmani vd. (2019) saglikli gruptaki aloumin, toplam protein ve globulin seviyesindeki
artigin, iyi beslenen kiiltiirii yapilan adi sazanlarin durumundan kaynaklanabilecegini tespit

etmistir.

Magnadottir  vd.  (2015) bircok hastalik durumunda toplam  protein
konsantrasyonundaki azalmanin, benzer sekilde stres ve enfeksiyonun baliklarin istahini
azaltabilecegini ve bodylece serum protein seviyesinin diigmesini ve sentez kapasitesini
etkileyebilecegini ve hemodiliisyon yoluyla emilimi veya protein kaybini azaltabilecegini

ortaya koymustur.

Yang ve Chen (2013) kan proteinlerinin hidrojen iyonu konsantrasyonunu ve ozmotik
basinci korumak ig¢in tampon gorevi gordiiglinii, bir¢ok hastalik durumunda sentez
kapasitesinin azalmasi, emilimin azalmasi veya protein kaybi nedeniyle toplam protein

konsantrasyonunun azaldigini bildirmistir.

Kolesterol igin, bu tez ¢aligmasinda kontrol ve tedavi edilen balik gruplarina (G1 ve
G3) kiyasla A. hydrophila ile enfekte baliklarda (G2) serum kolesterol seviyesinde bir artig
gozlenmistir. Yiiksek kolesterol seviyeleri lipid ve lipoprotein metabolizmasi bozukluklarina,

Ozellikle de karaciger fonksiyon bozukluguna isaret etmektedir (Mensinger vd., 2005).

Stres kosullar1 altindaki baliklarda, balik viicudunda birincil ve ikincil tepkiler olarak
kabul edilen tepkiler goriilmektedir. Birincil tepki, merkezi sinir sistemi (MSS) tarafindan
degisen bir durumun algilanmasi ve kortizol ve katekolaminler (adrenalin ve noradrenalin)
gibi stres hormonlarinin kan akisina salinmasidir (Ray ve Sinha, 2014). ikinci tepkilerin ortaya
¢ikmasi, salgilanan stres hormonunun kan ve doku kimyasinda degisikliklere yol agmasi
sonrasinda olur (Pal vd., 2015). Kortizol, katekolamin salgilayan balik ve kromaffin
hiicrelerinde glikojenoliz ve glukoneogenez siireclerini kolaylastirir, glikojenolizi daha da

artirtr ve kardiyovaskiiler ve solunum fonksiyonlarini modiile eder (Wendelaar Bonga, 1997).
Mevcut tez caligmasindaki glikoz seviyesi sonuglari, G1 grubuna kiyasla G2 ve G3

gruplarinda A.hydrophilia ile enfekte baliklarda 6nemli bir artis oldugunu ortaya koymustur.

Bulgular, tiim metabolik yolun acil bir durumda baligin talebine gore yeterli enerji iiretmek
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icin substrat seviyesini (glikoz) artirdigini bildiren Pal vd. (2015) ve Rottmann vd. (1992) ile
uyumludur.

A. hydrophila ile enfekte baliklarda kontrol baliklarina kiyasla serum glikoz
seviyesindeki onemli artisin Oncelikle bakteriyel enfeksiyonun neden oldugu akut stresten

kaynaklandig agiktir. Benzer gozlemler diger bazi baliklarda da yapilmistir (Chandran vd.,
2002).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi sonrasinda bulunan yiiksek A. hydrophila izolasyon orani, Irak’in
Bagdat ilindeki su firlinleri yetistiriciliginde etkenin yaygin bir sekilde bulundugunu
gostermektedir. Bu durum, A. hydrophila’nin Irak’taki balik ciftliklerinde birincil istilact
oldugunu gostermektedir. Bu ¢aligma sonrasinda goriilen yiiksek antibiyotik direnci 6nemlidir.
Bu enfekte baliklardan gida zincirinde beslenen insanlarda antibiyotik direngli etkenler halk
saglig1 agisindan risk olustrmaktadir. Ayrica, DOX’un yiiksek terapdtik etki ve minimum yan
etki ile Sazan baliklarindaki hareketli Aeromonas enfeksiyonunun tedavisi i¢in tercih edilen

ilaglardan biri olabilecegi sonucuna varilmustir.

Enfekte baliklarin solungag ve bébreklerinden izole edilen A. hydrophila yiiksek
vsahipti ve deneysel enfekte baliklarda deri iilseri, karin sisligi, i¢ organ kanamasi ve %80°e
varan 6liim oram gibi ¢esitli klinik tablolara neden oldu, LD50 1,57 x 10® CFU ml idi. Bu
caligmada kullanilan DOX konsantrasyonunun A. hydrophila ile. enfekte C carpio'ya karsi
faydali ve koruyucu bir etkisi oldugu kanitlanmistir. G3, A. hydrophila ile enfekte sazanlarda

daha iyi bir etkiyle baliklarda hayatta kalma oran1 gostermistir.

Elde edilen sonuglar, kontrol grubu ile karsilastirildiginda DOX uygulamalarinda RBC
sayisinda 6nemli bir artis oldugunu gostermistir. Ayrica, WBC sayis1 15 giinde dnemli bir artig
gostermistir ve sonuglar DOX uygulamasindan sonra hemoglobin igerigi ve PCV degerinde
onemli bir fark oldugunu géstermistir, bu tedavi kosullar1 altinda baliklara zararlh toksik tepkiler

ortaya ¢itkmamustir.
Tedavi edilen grubun (G3) A. hydrophila ile enfekte C. carpio’ya kars1 yararl bir etkisi
oldugu kanitlanmis olup, toplam protein, albumin, globulin, karaciger enzimleri, kolesterol ve

glikoz sonuglarina gore anlaml1 bir farklilik gostermistir..

Irak sazan baliginda Dox’un biyolojisi, kimyasi, farmakokinetik ve farmakodinamik

ozelliklerini karakterize etmek i¢in gelecekte arastirma yapilmasi gerekmektedir.

DOX programini su banyosu veya enjeksiyon seklinde kullanarak ayni balik tiiriinde

¢ok cesitli patojenlere ve antifungal ve parazitlere karsi daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.
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Sazan baliklarmin havuzda hayatta kalma ve A.hydrophila enfeksiyonuna karsi direncinin
genetik olarak arttirilmasi olasiliginin, testi ve saha verilerine dayali genetik seleksiyon

yoluyla arastirilmasi onerilmektedir.
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