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MARMARA BOLGESI KULTUR GOKKUSAGI

ALABALIKLARINDA (Oncorhynchus mykiss, L.)

LACTOCOCCOSIS’ IN BAKTERIYOLOJIK VE
HISTOPATOLOJIK METODLARLA TESHISI

Giilsen TIMUR,' R. Eda YARDIMCI!, Cigdem URKU', Ozgiir CANAK'

OZET

Marmara Bolgesindeki kiiltlir gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus
mykiss) yliksek mortaliteye neden olan Lactococcus garvieae epizootigi
ilk kez bu calisma ile tespit edilmistir. Hasta alabaliklarda (150- 180 g)
genel olarak gozlerde tek veya cift tarafli ekzoftalmus, hemoraji, korneada
opaklagsma veya goz kaybi yani sira viseral organlarda ve viseral yag
dokuda hiperemi ile karin boslugunda hafif kanli s1v1 birikimi gibi bulgular
tespit edilmistir. Bobrek, dalak ve karacigerden yapilan bakteriyolojik
ekimlerin 22 °C’ de 72 saat inkiibasyonun ardindan beyaz renkli, yuvarlak
sekilli koloniler izole edilmistir. Hiicre morfolojileri, Gram, hareket ve
biyokimyasal 6zelliklerine gore bu izolatlar Lactococcus garvieae olarak
identifiye edilmistir. Histopatolojik olarak genellikle karaciger, bobrek
ve dalak dokularinda multifokal liquefactive nekroz yami sira, bobrekte
interrenal hemopoietik dokuda bosalma, bobrek tiibiillerinin parankim
epitel hiicrelerinde dejenerasyon ve nekroz, periglomerular 6dem ve
melanomakrofaj ve hemorajik odaklar, bagirsak liimenini orten epitel
hiicrelerinde nekroz ve dokiilme gozlenmistir. Doku Grami ile boyanan
histolojik kesitlerde; karaciger parankim hiicrelerinde, bagirsak duvarinin
lamina propriasinda ve géz dokusunda Gram pozitif bakterilerin varligi
tespit edilmistir.
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ABSTRACT
DIAGNOSIS OF LACTOCOCCOSIS BY BACTERIOLOGICAL
AND HISTOPATHOLOGICAL METHODS IN FARMED
RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss, L) AT THE
MARMARA REGION

A Lactococcus garvieae epizootic which induced high mortalities in
cultured rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) in Marmara region was first
detected in this study. Generally affected fish (150-180 g) showed uni or
bilateral exophthalmia, hemorrhages and opacification of the cornea or
loss of eyes and in addition, hyperemia of the visceral organs and visceral
fatty tissue and a little hemorrhagic ascites in the abdomen. White coloured
round colonies were isolated from the visceral organs of kidney, spleen and
liver swabs after following incubation at 22 °C at 72 h. According to the
cell morphology, Gram characteristics, motility and biochemical features
of the isolates, these bacteria were identified as Lactococcus garvieae.
Histopathologically, multifocal liquefactive necrosis in the liver, kidney and
spleen tissues were observed. In addition to this findings depletion of the
interrenal haemopoietic tissue, degeneration and necrosis of the parenchyma
epithelial cells of the kidney tubules, oedema and melanomacrophage and
hemorrhagic centers in the kidney, necrosis and sloughing of the epithelial
cells of the intestinal mucosa to the lumen were also observed. The presence
of Gram-positive bacteria was detected in the parenchyma cells of the liver,
in the lamina propria of the intestine wall and in the eye tissue in the tissue
Gram stained sections.

Keywords: Lactococcosis, Lactococcus garvieae, rainbow trout,
histopathology.

GIRiS

Tirkiye’de 1970’11 yillarda kamu ve 6zel girisimciler tarafindan
baslatilmis olan gokkusagi alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) tiretimi 6nceleri
kiigiik isletmeler tarafindan gerceklestirilirken, 1990’11 yillardan itibaren
entegre tliretim tesislerinde gergeklestirilmeye baslamistir (Celikkale, 1988;
Celikkale ve dig., 1999; Alpbaz, 2005). Gliniimiizde ise 75,657 tona ulagsmis
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olan alabalik iiretimi toplam i¢ su baliklar iretimimizin tamamina yakinini
olusturmaktadir (TUIK, 2010).

Marmara Bolgesinde yetistirilen alabaliklarda furunkulosis (Timur ve
dig., 2000), fry mortalite sendromu (Korun ve Timur, 2001), pseudomonad
enfeksiyonu (Akayli ve Timur, 2004) ve vibriosis (Timur ve Korun, 2004)
gibi bakteriyel hastaliklarin goriildiigii bildirilmistir.

1988 yilinda Ispanya’da bir alabalik isletmesinde ortaya ¢iktig1 bildirilen
lactococosisin (Palacios ve dig., 1993) 1988 yilindan sonra Avusturya,
Giiney Afrika (Carson ve dig., 1993), Italya (Ghittino ve Prearo, 1992),
Bulgaristan, Fransa, Israil (Eyngor ve dig., 2004), Yunanistan (Savvidis ve
dig., 2007), Ingiltere (Bark ve McGregor, 2001), Iran (Soltani ve dig., 2008)
Kore (Baeck ve dig., 2006), Tayvan (Chen ve dig., 2002), ABD (Evans
ve dig., 2009) gibi diinyanin bir ¢ok iilkesinde goriildiigi rapor edilmis
ve kiiltiir baliklarinda ekonomik kayiplara neden oldugu bildirilmistir. Bu
hastaligin etkeni Lactococcus garvieae Tiirkiye’de ilk olarak Diler ve dig.
tarafindan 2002 y1linda Ege Bolgesi’ndeki bir alabalik isletmesindeki 100-
150 gr agirhigindaki hasta gokkusag: alabaliklarindan izole ve identifiye
edilmis ve gokkusagi alabaliklarinda lactococcosis goriildiigii bildirilmistir.
Daha sonraki yillarda bu hastalik Konya ve ¢evresi (Kav ve Erganis, 2007),
Akdeniz Bolgesi (Ozer ve dig., 2008; Tanrikul ve Giiltepe, 2011), Karadeniz
Bolgesi (Tiire ve Savas, 2010) ve Ege Bolgesinde (Altun ve dig., 2005; Avci
ve dig., 2010) alabalik isletmelerindeki gokkusag: alabaliklarinda ytiksek
mortalite nedeni ile agir ekonomik kayiplara neden olmustur.

Tatl1 su ve deniz baliklarinda hemorajik septisemi ile karakterize edilen
lactococcosisin etkeni olan, Streptococcaceae familyasinin Lactococcus
genusu icinde yer alan L. garvieae, fakiiltatif anaerob, hareketsiz, 0. 7-1. 4
um ¢apinda, ovoid, s1vi besiyerlerinde kisa zincirler olusturan, Gram pozitif
bakteri olup TSA (Tryptic Soy Agar) ve BHIA (Brain Heart Infusion Agar)
gibi besiyerlerinde 20-25 °C sicaklikta 48-72 saat inkiibe edildiginde, 1
mm c¢apinda gri veya beyaz renkli yuvarlak koloniler meydana getirdigi
bildirilmistir (Holt ve dig., 1994; Buller, 2004).

Bircok balik tiiriinde denge kayb1 ve diizensiz ylizme gibi davranissal
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bozukluklarin yani sira intraokiiler hemoraji, goziin bulutlanmasi ile birlikte
tek veya cift tarafli ekzoftalmus veya g6z kaybinin oldugu rapor edilmistir
(Carson ve dig., 1993; Altun ve dig., 2005; Savvidis ve dig., 2007; Soltani
ve dig., 2008). Ayrica hasta baliklarda istahsizlik, letarji, renkte koyulagsma
ve operkulum ile aniis etrafinda hemorajilerin goriildiigii bildirilmistir (Chen
ve dig., 2002). Internal olarak viseral organlarin hiperemik ve hemorajik
oldugu, abdominal boslukta ve bagirsak liimeninde kanli s1v1 toplanmasi,
solgun karaciger ve splenomegali rapor edilmistir (Carson ve dig., 1993;
Soltani ve dig., 2008).

Alabaliklarda bobrekte interrenal hemopoietik dokuda bosalma, bobrek
tiibiillerinin epitel hiicrelerinde dejenerasyon ve nekroz, periglomerular
o0dem, karaciger ve dalakta liquefactive nekroz, bagirsak mukoza epitelinde
nekroz ve liimene dokiilme gibi histopatolojik bulgular (Urkii, 2011) yan1
sira solungaclarda epiteliyal hipertrofi ve solungac lamellalarinda erime
(Altun ve dig., 2005) gibi histopatolojik bulgular bildirilmistir.

Bu calisma Marmara Bolgesi’ndeki bir isletmede kiiltiirii yapilan
gokkusagi alabaliklarinda yiiksek oranda 6liime neden olan hastaligin etkenini
ve histopatolojik bulgularini ortaya ¢ikarmak amaciyla yiiriitiilmiistiir.

MATERYAL VE YONTEM

Hasta Baliklarin temini

Bu ¢alismada yiiksek mortalitenin goriildiigii Marmara Bolgesindeki
bir isletmeden Haziran 2010 tarihinde 150- 180 gram agirligindaki 5 adet
hasta gokkusagi alabaligi canli olarak temin edilmistir. Hasta gdkkusagi
alabaliklarina parazitolojik, bakteriyolojik ve histopatolojik muayene
yontemleri uygulanmistir (Timur ve Timur, 2003; Whitman, 2004).

Hasta baliklarin solungaglarindan ve goziinden doku 6rnegi alinarak
hazirlanan yas preparatlar ile dorsal yiizgeclerin dip kisimlarindaki deri
bolgesinden kazint1 alinarak hazirlanan froti 6rnekleri 151k mikroskobu
altinda parazitolojik yonden incelenmistir (Amlacher, 1970; Bullock, 1978).
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Bakteriyolojik inceleme

Bakteriyolojik muayene icin alabaliklarin karaciger, dalak ve bobrek
gibi i¢ organlarindan Tripticase soy agar (TSA) besiyerine aseptik kosullar
altinda ekimler yapilarak 22 °C’ de 48-72 saat siire ile inkiibe edilmistir. Bu
stire sonunda besiyerinde gelisen bakteri izolatlarinin koloni morfolojisi ile
koloni rengi tespit edilerek bakteri izolatina ait saf kiiltiirlere konvansiyonel
bakteriyolojik yontemlerin yani sira hizli tani kiti olan API 20 STREP kiti
(BioMerieux) uygulanmis, hasta baliklardan izole edilen bakteriler identifiye
edilmistir (Holt ve dig., 1994; Whitman, 2004; Buller, 2004).

Histopatolojik inceleme

Histopatolojik muayene i¢in hasta baliklarin karaciger, bobrek ve dalak
gibi i¢ organlarinin yani sira solungaclarindan alinan 6rnekler % 10 notralize
formalin soliisyonu icerisinde tespit edildikten sonra doku isleme prosediiriine
uygun olarak islenmistir. 4 pm kalinliginda alinan histolojik doku kesitleri
hemotoksilen- eosin ve doku Grami ile boyandiktan sonra mikroskop altinda
incelenmistir (Culling, 1963; Bullock, 1978).

BULGULAR

Klinik ve Otopsi Bulgulari

Hasta alabaliklarin dis bakisinda tek veya cift tarafli ekzoftalmus, korneada
opaklagma yani sira gézlerde hemoraji (Sekil. 1), nekroz ve goz kaybi; viseral
organlarda, viseral yag dokuda hiperemi (Sekil. 2) ve abdominal boslukta
hafif kanli bir s1v1 birikimi tespit edilmistir. Hasta gokkusagi alabaliklarinin
solungag, deri ve gozlerinden hazirlanan yas preparatlarda herhangi bir
parazite rastlanmamastir.
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Sekil. 1: Hasta gokkusagi alabalig1 gdziinde hemoraji ve korneal
opaklagma
Figure. 1: Haemorrhagie and corneal opacification of the eyes in the
diseased rainbow trout

Sekil. 2: Viseral yag doku ve karacigerde hiperemi
Figure. 2: Hyperemia in the visceral fatty tissue and liver
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Bakteriyolojik Bulgular

Hasta baliklarin karaciger, bobrek ve dalak gibi i¢ organlarindan TSA
besiyerlerine yapilan bakteriyolojik ekimler sonucunda iireyen bakterilerin
beyaz renkli yuvarlak koloniler meydana getirdigi tespit edilmistir. Izole
edilen bakterilerin hareketsiz, Gram pozitif, kisa zincirler olusturan ovoid
hiicre morfolojisine sahip oldugu (Sekil. 3), sitokrom oksidaz ve katalaz
testinde negatif reaksiyon verdigi, % 5 koyun kani igeren kanl1 agarda alfa
hemolitik aktivite gdsterdigi tespit edilmistir. izole edilen bu bakteriler
i¢cin uygulanan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal konvansiyonel test
sonuclari tablo 1” de; API 20 STREP profili ile ilgili sonuglar tablo 2’ de
verilmistir. Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal test ile API 20 STREP
kiti sonuglarina gore hasta alabaliklardan izole edilen bakteriler L. garvieae
olarak identifiye edilmistir.

Sekil. 3: Gram pozitif, kisa zincirler olusturan ovoid sekilli bakteriler
X1000

Figure. 3: Gram positive, ovoid shaped bacteria formed short chain
X1000
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Tablo. 1: Hasta gokkusagi alabaliginin viseral organlarindan izole
edilen bakterilerin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri
Table. 1: Morphological, physiologic and biochemical
characterization of bacteria isolated from visceral organs of the diseased
rainbow trout

Karakterler 1 nolu izolat 2 nolu izolat
Hareket - -
Gram + +
Koloni rengi beyaz beyaz
O/F fermentatif fermentatif
Katalaz - -
Sitokrom oksidaz - -
Kanli agarda lireme o o

?rré :111;11 dihidrolaz N N

Lizin dekarboksilaz - -

Ornitrin
dekarboksilaz

Indol tiretimi - -

Metil kirmizisi

reaksiyonu - "
Voges-Proskauer

reaisiyonu " "
37 °C’de iireme + +
45 °C’de lireme + +
%0 NaCI’de lireme + +
%6.5 NaCI’de iireme + +
Sitrat - -
Mannoz + +
Inositol - -
Sakkoroz + +
Laktoz - -

+: pozitif -: negatif a: alfa hemolitik
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Tablo 2: Hasta alabaligin viseral organlarindan izole edilen

bakterilerin API 20 STREP profili
Table 2: The API 20 Strep profile of bacteria isolated from visceral
organs of diseased trout

API 20 STREP | 1.izolat | 2.izolat | API 20 1. izolat | 2. izolat

Profil Testleri STREP Profil
Testleri

Voges- + + D-riboz + +

Proskauer asidifikasyonu

Huppurate + + L- arabinoz - -

hidrolizi asidifikasyonu

Eskulin + + D-mannitol + +

hidrolizi asidifikasyonu

PYRolidonil + + D- sorbitol - -

arylamidaz asidifikasyonu

a- galaktozidaz - - D- laktoz - -
asidifikasyonu

b-glukoronidaz - - D- trehaloz + +
asidifikasyonu

b-galaksidaz - - Inulin - -
asidifikasyonu

Alkalen - - D- rafinoz - -

fosfataz asidifikasyonu

Lokin amino + + Nisasta + +

peptidaz

Arjinin + + Glikojen - -

Dehidrolaz

+: pozitif -: negatif
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Histopatolojik Bulgular

Hasta alabaliklarin viseral organlarindan alinan doku oOrnekleri
histopatolojik olarak; bobrek dokusunda multifokal liquefactive nekroz ve
hemoraji, bobrek tiibiillerinin epitel hiicrelerinde dejenerasyon ve nekroz,
periglomerular 6dem ve melanomakrofaj odaklar1 (Sekil. 4), interrenal
hemopoietik dokusunda bosalma (Sekil. 5), karaciger parankim hiicrelerinde
diffiiz erime (Sekil. 6) veya multifokal liquefactive nekroz odaklari (Sekil.
7), bagirsak mukoza epitelinde nekroz ve bagirsak liimenine dokiilme (Sekil.
8) gozlenmistir. Karaciger parankim hiicrelerinde (Sekil. 9), bagirsaklarin
lamina propriasinda (Sekil. 10) ve g6z dokusunun (Sekil. 11) hematoksilen-
eosin ve doku Grami ile boyanan preparatlarinda ¢ok sayida Gram pozitif
ovoid sekilli bakterilerin varlig1 tespit edilmistir.

Sekil. 4: Bobrek dokusunda yogun hemoraji, H&Ex100
Figure. 4: Extensive haemorrhagie in the kidney tissue, H&E X100
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Sekil. 5: Bobrek dokusunda bobrek tubiillerinin epitel hiicrelerinde
dejenerasyon ve nekroz, periglomerular 6dem, melanomakrafaj odaklari,
interrenal hemopoietik dokuda bosalma (okla gosterilmis), H&E x200

Figure. 5: Degeneration and necrosis of the epithelial cells of
kidney tubules periglomerular oedema, melanomacrophage center and
an depletion of the interrenal haemopoietic tissue in the kidney tissue,

(arrowed) H&E x200

Sekil. 6: Karaciger parankim hiicrelerinde diffiiz erime, H&E X 200
Figure. 6: Diffuse lysis of paranchyma cells of the liver, H&E X 200
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Sekil. 7: Karaciger parankim hiicrelerinde genis liquefactive nekroz
odaklar1 (okla gosterilmis) H&E X 200
Figure. 7: Large liquefactive necrosis of paranchyma cells of the liver
(arrowed) H&E X 200
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Sekil. 8 : Nekrotik bagirsak mukoza epitel hiicrelerinin bagirsak
liimenine dokiilmesi, H&E X 200
Figure. 8: Sloughing of the necrotic mucosa epithelium to the
intestinal lumen H&E X 200
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Sekil. 9: Karaciger parankim hiicrelerinin sitoplazmasinda ¢ok sayida
ovoid sekilli bakteriler (okla gosterilmis) H&E X1000

Figure. 9: A large number ovoid shaped bacteria in the paranchyma
cells of liver cells cytoplasma (arrowed) H&E X1000

t N & - / .-.. b .
Sekil. 10: Bagirsak lamina propriasinda ovoid sekilli Gram pozitif
bakteriler (okla gosterilmis), Doku Grami X1000

Figure. 10: Ovoid shaped Gram positive bacteria in the intestinal
lamina propria (arrowed), Tissue Gram staining X1000
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Sekil. 11: G6z dokusunda ovoid sekilli Gram pozitif bakteriler (okla
gosterilmis), Doku Grami X1000
Figure. 11: Ovoid shaped Gram positive bacteria in the eye tissue
(arrowed), Tissue Gram staining X1000

TARTISMA VE SONUC

L. garvieae nin neden oldugu lactococcosis diinyanin bir¢ok iilkesinde
su sicakliginin arttig1 yaz aylarinda yetistiriciligi yapilan tatli su ve deniz
baliklarinda agir ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Ghittino ve Prearo,
1992; Carson ve dig., 1993; Bark ve McGregor, 2001). Ulkemizde ilk olarak
2002 yilinda Ege Bolgesinde gokkusagi alabaliklarinda goriilen bu hastaligin
daha sonraki yillarda Konya ve cevresi (Kav ve Erganis, 2007), Akdeniz
Bolgesi (Ozer ve dig., 2008; Tanrikul ve Giiltepe, 2011), Karadeniz Bélgesi
(Tiire ve Savas, 2010) ve Ege Bolgesindeki (Altun ve dig., 2005; Avcer ve
dig., 2010) alabalik isletmelerindeki baliklarda ekonomik kayiplara neden
oldugu cesitli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir.

Gokkusagi alabaliklarinda su sicakliginin 16 °C’nin lizerine ¢iktig1 zaman
hastaligin ¢iktig1; lactococcosisin ¢ikisinda kotii ¢cevre kosullart ve stres
faktorlerinin 6zellikle su sicakliginda meydana gelen artisin neden oldugu
bildirilmektedir (Kusuda ve Salati, 1999; Vendrell ve dig., 2006; Soltani ve
dig., 2008). Bu ¢alismada da su sicakliginin arttig1 Haziran ayinda Marmara
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Bolgesindeki bir isletmedeki alabaliklarda hastaligin gortildiigii ve yiiksek
mortaliteye neden oldugu tespit edilmistir.

Lactococcus garvieae’nin gokkusagi alabaliklarinda olusturdugu deneysel
ve dogal enfeksiyonlarinda genel olarak dis bakida gozlerde tek veya ¢ift
tarafli ekzoftalmus, hemoraji ve korneada opaklasma, renkte koyulasma,
ylizgec diplerinde hemoraji ve abdomen i¢inde kanli s1v1 birikimi ve viseral
organlarda yaygin hiperemi ve hemoraji gozlendigi gibi (Doménech ve dig.,
1993; Kusuda ve Salati, 1999; Diler ve dig., 2002; Urkii, 2011) bu ¢alismada
da benzer sekilde hasta alabaliklarda tek veya ¢ift tarafli ekzoftalmus,
korneada opaklasma yani sira gozlerde hemoraji, erime ve goz kaybu; viseral
organlarda ve yag dokuda hiperemi, karin boslugunda kanli siv1 birikimi
tespit edilmis ancak diger arastirmacilarin (Kang ve dig., 2004; Altun ve
dig., 2005; Avcr ve dig., 2010; Urkii, 2011) bildirdigi gibi splenomegali,
ylizgec tabaninda hemoraji, renkte koyulagma, i¢ organlarda yaygin hemoraji
tespit edilmemistir.

Bu calismada gokkusagi alabaliklarinin viseral organlarindan izole edilen
bakterilerin diger lactococcosis vakalarinda bildirildigi gibi (Krieg ve
Holt, 1994; Romalde ve Toranzo, 2002; Diler ve dig., 2002; Buller, 2004;
Cagirgan, 2004; Vendrel ve dig., 2006; Sharifiyazdi ve dig., 2010; Tanrikul
ve Giiltepe, 2011) Gram pozitif boyanma 6zelligine sahip, ovoid sekilli,
hareketsiz, sitokrom oksidaz ve katalaz negatif, kanli agarda alfa hemolitik
olduklar1 ve diger biyokimyasal 6zelliklerininde benzerlik gosterdigi ayrica
izole edilen bu bakterilerin API 20 STREP profilininde diger lactococcosis
vakalarinda izole ve identifiye edilen L. garvieae sonuglarina benzerlik
gosterdigi (Chen ve dig., 2002; Cagirgan, 2004; Baeck ve dig., 2006; Urkii,
2011) tespit edilmis ve hasta gokkusagi alabaliklarindan izole edilen bu
patojen bakteriler L. garvieae olarak identifiye edilmistir.

Bu ¢alismada L. garvieae ile enfekte gokkusagi alabaliklarinda gozlenen
bobrekte liquafactive nekroz odaklari yani sira bdbregin interrenal
hemopoietik dokusunda bosalma, bobrek tiibiil epitel hiicrelerinde
dejenerasyon ve periglomerular 6dem; karaciger parankim hiicrelerinde
ve dalakta liquefactive nekroz odaklari; bagirsak mukoza epitelinde nekroz
ve liimene dokiilme gibi baslica histopatolojik bulgular deneysel olarak
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enfekte edilen gokkusagi alabaliklarinin viseral organlarinda da goriildigi
bildirilmistir (Urkii, 2011). Ayrica Altun ve dig. (2005) L. garvieae ile
enfekte gokkusagi alabaliklarinda benzer sekilde bobrek tiibiil epitellerinde
nekrozun goriildiigiinii bildirmislerdir.

Sonug olarak lilkemizde Marmara Bolgesindeki bir isletmede kiiltiirii
yapilan gokkusagi alabaliklarinda ilk kez ¢ikan lactococcosisin kuluckahanesi
bulunmayan bu isletmeye iilkemizin diger bir bolgesinden satin alinarak
getirilen yavru baliklarla tasinmis olabilecegi diisiintilmektedir.
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