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Ozet: Bu calismada yetistiriciligi yapilan kerevitlerde (Pontastacus leptodactylus)  Anahtar kelimeler
hastalik belirtileri gosteren 15 adet bireyde bakteriyel, paraziter ve fungal incelemeler o Aeromonas sp.
yapilmis; patolojik incelemeler igin i¢ organlardan Ornek alinmistir. Incelemeler o Kerevit
neticesinde  paraziter ve fungal patojene rastlamlmamugtir.  Kerevitlerin Enfeksiyon

hepatopankreasindan Triptik Soy Agar (TSA) besiyerine yapilan bakteriyolojik e Histopatoloji
ekimden saf bakteri kolonisi izole edilmistir. Yapilan testler sonucunda bakterinin

Aeromonas sp. cinsine ait oldugu belirlenmistir. Kerevitlerde hastalik ¢iktiktan sonraki

21 giin iginde %100 olim goriilmiistiir. Histopatolojik olarak; hepatopankreas ve

bagirsak dokularinda belirgin degisiklikler oldugu gozlemlenmistir. Hepatopankreatik

dokuda; epitellerde belirgin vakuolizasyon, tiibiillerde diizensizlik, epitel hiicrelerinde

proliferasyon, niikleer piknoz ve inflamatuar hiicre infiltrasyonlari ile karakterize edilen

belirgin patolojik bulgular tespit edilmistir. Bu ¢aligmanin bulgular1 Aeromonas sp.’nin

kerevitlerde 6nemli patolojik bulgular olusturdugunu gostermistir.

Abstract: In this study, bacterial, parasitic, and fungal analyses were carried out on 15 Keywords
individuals showing disease symptoms in crayfish (Pontastacus leptodactylus). e Aeromonas sp.
Samples were collected from internal organs for pathological examinations. As a result o Narrow-Clawed Crayfish
of the pathological examinations, no parasitic and fungal pathogens agents were found. ¢ |nfection
Samplings were gathered from the hepatopancreas and streaked onto tryptic soy agar o Hijstopathology
(TSA) 96 and consequently, a pure bacterial colony was obtained. As a result of the

bacterial tests, the bacteria were determined to be Aeromonas sp. genus. Narrow-

clawed crayfish showed 100% mortality within 21 days of disease outbreak.
Histopathologically, significant changes were observed in hepatopancreas and intestinal

tissues. In hepatopancreatic tissue, prominent pathological findings characterized by

prominent vacuolization in the epithelium, irregular tubules, proliferation of epithelial

cells, nuclear pycnosis, and inflammatory cell infiltrations were detected. The findings

of this study demonstrated that Aeromonas sp. caused important pathological findings

in narrow-clawed crayfish.

1. GIRIS

Tatl su 1stakozu (kerevit) Crustacea sinifi, Decapoda, on bacakli takimina aittir. Bilinen dort
familyas1 vardir: Astacidae, Cambaridae, Cambaroididac ve Parastacidac (Crandall & Grave 2017).
Astacidae familyasima ait olan Pontastacus leptodactylus Tiirkiye, Ukrayna, Giineybati Rusya, Iran,
Kazakistan, Belarus, bir cok Avrupa Ulkesi ve Amerika da dagilim gostermektedir (Skurdal &
Taugbel, 2002; Dobrzycka-Krahel & Fidalgo 2023).
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Ekonomik bir tir olan kerevitin avcilik ve c¢ok az miktarda yetistiricilik yoluyla {iretimi
yapilmaktadir. P. leptodactylus tiiriiniin diinya yetistiricilik tiretimi 2019 yilinda 42 ton olup 35 tonunu
[ran, 7 tonunu Bulgaristan iiretmektedir (FAO, 2023). Tiirkiye’ de P.leptodactylus’un yetistiricilik
yoluyla ticari {iretimi bulunmamaktadir. 2021 yili aveilik yoluyla iiretimi ise 1.011 tondur (TUIK,
2023). Avcilik yoluyla iiretim 1984 yilinda 8000 tonlardayken, Tiirkiye’ de goriilen kerevit vebasi
nedeniyle iiretim hizla dismiistir. Aradan gecen 39 yila ragmen eski {iiretim verilerine hala
ulagilamamigtir. Bu tiretim verileri Tiirkiye’ de kerevit avciligi yapilan alanlarda hastaligin etkisinin
hala devam ettigini gostermektedir. Kerevit popiilasyonlarindaki azalma nedeniyle bu tiiriin
yetistiriciligi 6nem kazanmustir. Universitelerde ve enstitiilerde yetistircilik problemlerine yonelik
caligmalar devam etmektedir. Bununla birlikte, kiiltiir ortaminda bazi patojenlerle karsilagilmaktadir.
Kerevitlerin istilact patojenlerle savasmasi, esas olarak hiicresel ve hiimoral bagisiklik da dahil olmak
iizere sadece dogustan gelen bagisiklik sistemine baglidir (Loker vd., 2004; Cerenius & Soderhill,
2018). Bu nedenle kerevitlerin patojenlerle miicadelesi oldukca zordur.

Aeromonas tiirii bakteriler oksidaz pozitif, fakiiltatif, Gram-negatif bakterilerdir (Holt, 1977).
Aeromonas caviae, A. hydrophila, A. veronii ve A. sobria dahil olmak iizere su ekosistemlerinde
(goller, nehirler, kiy1 sular1, sediment gibi) yaygin olarak bulunmaktadir (Michael & Duffey, 1988;
Palu vd., 2006; Austin & Austin, 2012). Balik (Li vd., 2013), kerevit (Jiravanichpaisal vd., 2009;
Hayakijkosol vd., 2017), karides (Halder vd., 2014), yengec¢ler (Sun vd., 2013) vb. gibi ¢ok sayida
sucul tiirlerde biiylik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Hareketli Aeromonas tiirii bakteriler
tarafindan {iretilen ekstraselliiler enzimler Aeromonaslarin virulensi ve patojenitesi agisindan énemli
olup akuatik canlilarda yiliksek mortaliteye sebep olabilmektedir (Farmer vd., 2006; Cascon vd., 2000;
Tomas, 2012; Rasmussen-Ivey vd., 2016; Ozdemir & Arslan, 2021 )

Tath su istakozlarinda potansiyel patojenik viriisler, bakteriler, mantarlar iizerine yapilan bir ¢ok
calisma mevcuttur (Maestracci & Vey, 1988; Chinain & Vey 1988; Diler & Bolat, 2001; Corbel vd.,
2001; Jiravanichpaisal vd., 2009; Dragicevi¢ vd., 2020). Avsever vd., 2011 tath su istakozunda (P.
leptodactylus) Saprolegnia ve A. hydrophila ko-enfeksiyonu tespit etmislerdir. Ayrica yapilan diger
caligmalarda, Yuan vd., (2021) Procambarus clarkii tiiriinde beyaz benek sendromu virusu (White
spot sydrome, WSSV) ve A.veronii ko-enfeksiyonunu bildirmislerdir. Jiravanichpaisal vd., (2009),
yapmis olduklar1 bir ¢alismada tatli su kereviti Pacifastacus leniusculus'un hemolimften A. hydrophila
izole etmislerdir.

Bu ¢alismanin amaci, deneysel olarak kiiltiirii yapilan kerevitlerde yiiksek mortaliteye sebep olan
akut hareketli Aeromonas enfeksiyonunun kerevitlerde olusturdugu histopatolojik bulgularin
incelenmesidir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1. Bakteriyel izolasyon ve identifikasyonu

Hastalik bulgulari, mensei Egirdir Golii olan ve Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Yetistiricilik
Unitesinde 3 ay boyunca giinde 1 kez canli viicut agirhklarmin %3’ii oraninda beslenmekte olan
kerevitlerde gozlenmistir. Kerevitler bu siirecte haftada 2 kez sifonlanan, 21+1 °C su sicakligina sahip,
Im? hacimli tank igerisinde 80 adet olarak stoklanmislardir. Kerevitlerin ortalama boylar1 7,67+0,40
cm ve agirliklart 12,15+1.50g olarak ol¢tilmiistiir

Kerevitlerde oliimler goriiliince rastgele segilen 15 adet kerevit ornegi steril kaplara alimmis ve
laboratuvar ortamina aseptik kosullarda tasmmustir. Kerevitlerin her birinin hepatopankreasindan
Triptik Soy Agar (TSA) (Merck) besiyerine ekim yapilmigtir. Ayni1 zamanda kerevitlerin paraziter ve
fungal incelemeleri solunga, kabuk ve i¢ organlarindan ezme preparat hazirlanarak 151k
mikroskobunda incelenerek yapilmustir. Ekim yapilan besiyeri 24’ C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda saf koloni varhig gozlemlenmistir. Bakteri cinsinin tamimlanmasi igin; Gram
boyama, bakterilerin sekli ve boyutu, hareketi, oksidaz ve katalaz aktiviteleri, O/F (Merck) testi
yapilmustir (OIE, 2003; Buller, 2004; Austin & Austin, 2012).

2.2. Histopatolojik yontem
Ol kerevitlerden hepatopankreas ve bagirsak dokular alinarak %10 formalin soliisyonunda fikse
edilmistir. Iki giinliik fikzasyonun ardindan doku ornekleri tam otomatik bir doku takip cihaz1 (Leica
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ASP300S; Leica Microsystem, Nussloch, Almanya) ile yapilan rutin takip isleminin ardindan parafine
gomme islemi gerceklestirilmistir. Parafin bloklarindan tam otomatik mikrotom (Leica RM2155,
Leica Microsystems, Wetzlar, Almanya) ile Sum kalinliginda kesitler alinmistir. Bir gece kurutmanin
ardindan kesitler hematoksilen-eozin (HE) ile boyanmis ve 151k mikroskobunda incelenmistir.

3. BULGULAR
3.1. Kerevitlerde morfolojik ve Kklinik bulgular

Hastalikli kerevitlerde giinlik yem tiiketimi takibinde istahsizlik ve yem aliminda azalma
gozlemlenmistir. Verilen gilinliik yemlerin ¢ogunun tiiketilmedigi goriilmiistiir. Deneysel olarak
kiiltiirii yapilan kerevitlerde bulgularin baslamasinin ardindan 21 giin i¢inde %100 6lim oram
gbzlenmistir.

Kerevitlerin dis kabuklarinda herhangi bir lezyon veya renk degisimi gozlenmemis (Sekil 1),
nekropsi yapilan kerevitlerde viseral organlarda herhangi bir semptoma rastlanmamistir. Ayni
zamanda kerevitlerin solunga¢ ve kabuklarindan yas preparatlar hazirlanarak paraziter ve fungal
incelemeler de yapilmis fakat herhangi bir patojen tespit edilmemistir.

i,

L 4

Sekil 1. Inceleme yapilan kerevit.

3.2. Bakteri identifikasyonu
Yapilan bakteriyolojik ekimlerde {iremis olan saf bakteri kolonisinden; biyokimyasal, fizyolojik ve
morfolojik 6zellikleri sonucunda bakterinin Aeromonas sp. cinsine ait oldugu belirlenmistir (Tablo 1).
Izole edilen bakteri kolonilerinin krem rengi, yuvarlak ve saf oldugu goriilmiistiir. Gram boyamada
pembe renkli kisa gubuklar gozlenmistir (Sekil 2).

Tablo 1. Aeromonas sp.nin fenotipik 6zellikleri

Aeromonas sp.

Koloni yapisi Krem rengi, yuvarlak, hafif kabarik koloniler
Sitokrom oksidaz +
Katalaz +
Hareket +

Gram boyama -
O/F Fementatif
Vibriostat O/129 Direncli
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Sekil 2. izole edilen bakteri kolonisinin yapist ve mikroskopta Gram boyama goriintiisii (100x).

3.3. Hepatopankreas ve bagirsak histopatolojisi

Hepatopankreas ve bagirsaklarin histopatolojik incelemesinde belirgin degisiklikler oldugu
gdzlemlenmistir. Hepatopankreas epitelerinde belirgin vakuolizasyon, tiibiillerde diizensizlesme, epitel
hiicrelerinde proliferasyon, niikleer piknoz ve enflamatuar hiicre infiltrasyonlari ile karakterize edilen
belirgin lezyonlar gézlemlenmistir. Bagirsak, epitel hiicrelerinde ¢ok sayida nekrotik hiicre ve belirgin
vakuolar dejenerasyon ile karakterize bulgular gézlenmistir (Sekil 3,4).

Sekil 3. Hepatopankreasin histopatolojik goriiniimii. Bir kerevitte merkezi nekroz (kalin oklar) ve siddetli
enflamatuar hiicre infiltrasyonlar1 (ince oklar) ile karakterize ¢ok sayida graniilomatdz lezyon, HE, Barlar=
100um (sol resim) ve S0pm (Sag resim).
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QNS

Sekil 4. Bagirsak histopatolojik goriiniimii. Epitel hiicrelerde lc;ok sayida neklnrd‘ti
Bar= 100pm.

4. TARTISMA

Ekonomik bir tiir olan kerevitin tiretimini sinirlayan faktorlerin basinda hastalik problemleri yer
almaktadir. Yapmis oldugumuz ¢alismada kiiltiir ortamindaki kerevitlerde tespit edilen Aeromonas sp.
akut ve % 100 Oliime sebep olmustur. 21 giin ig¢inde tankta bulunan biitiin kerevitlerin dldiigi
gbzlemlenmistir. A. hydrophila ile yapilan ¢alismalarda, bu bakterinin dogal ortamdaki kerevitlerin
mikro floranin bir pargast oldugu bildirilmektedir (Khalil vd., 2009; Raissy vd., 2014). Avsever vd.,
(2011) Iznik Gélii’nden avladiklar1 kerevitlerin hemolenfinde A. hydrophila tespit etmislerdir. Ayrica
bu ¢alismada A. hydrophila ile Saprolegnia ko-enfeksiyonu gordiiklerini bildirmislerdir. Yuan vd.,
(2021) Procambarus clarkii tiiriinde A. veronii ve beyaz benek sendromu virusu (White spot sydrome,
WSSV) ko-enfeksiyonu bildirmislerdir.

Salighehzadeh vd., (2019) Haft Baram Goélii'nden (Giiney Iran, Fars eyaleti) hastalik belirtileri
gosteren kerevitlerden, A. Leptodactylus, A. hydrophila ve Fusarium solani ko-enfeksiyonu
bildirmiglerdir. Yaptigimiz ¢alismada kerevitlerde Aeromonas sp. tespit edilmis olup herhangi bir
paraziter veya fungal enfeksiyon bulgusuna rastlanilmamistir. Bununda deneysel amacli tam kontrollii
yetistiricilik sartlariin uygulanmasindan dolay1 fungal ve paraziter enfeksiyona rastlanmadigi
distiniilmektedir.

Raissy vd., (2014) iran Aras Baraj Golii'ndeki Astacus leptodactylus tiiriiniin kaslarinda da A.
hydrophila izole etmislerdir. Bizim ¢alismamizda Aeromonas sp. hepatopankreastan izole edilmistir.

Aeromonas tiirlerinin kerevitlerde yiiksek O6lim oranlarina neden oldugu bildirilmektedir.
Hayakijkosol vd., (2017) A. hydrophila’nin II. evre Cherax quadricarinatus larvalarinda yiiksek dlim
oranlarina neden oldugunu ve A. hydrophila’ nin penisilin, kloramfenikol/florfenikol ve tilmikozine
direngli oldugunu tespit etmislerdir.

Jiravanichpaisal vd., (2009) da Pacifastacus leniusculus bireylerine 1.24x10" CFU/mL 200 uL
enjeksiyon yoluyla verdiklerinde A. hydrophila nin 6 saat iginde % 100 mortaliteye yol acgtigini
bildirmiglerdir. Ayrica farkli sicaklik uygulamalarinda 4°C’de tiim kerevitlerin hayatta kaldigini,
bununla birlikte 20°C'de bireylerin hizla 61diiglinii belirtmislerdir. Baliklarda da Aeromonas tiirlerinin
yiiksek oranlarda oOliimler yaptigi rapor edilmistir. Raj vd., (2019) da A. veronii izolatinin nil
tilapialarinda 120 saat iginde baliklarin %100%nii Oldiirdiigiinii belirtmislerdir. Yaptigimiz bu
calismada da kerevitlerde hastalik ¢iktiktan sonraki 21 giin iginde %100 6liim goriilmiistiir.
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Incelenen hasta kerevitlerin hepatopankreatik dokularinda, epitelde belirgin vakuolizasyon,
tiibiillerde diizensizlik, epitel hiicrelerinde proliferasyon, niikleer piknoz ve enflamatuar hiicre
infiltrasyonlar1 tespit edilmistir. Bagirsaklarda hiicre dejenerasyonunda onemli vaskuolizasyon ve
anormal sirali epitel hiicreleri belirlenmistir.

Yapmis oldugumuz calismamizin patolojik c¢alismalarinin  sonuclarina benzer olarak,
SamCookiyaei vd., (2012) de A. hydrophila maruz birakilan kerevitlerin hepatopankreas ve solungag
kesitlerinde hemosit agregasyonu ve niikleus piknozu i¢inde nekroz oldugunu belirlemislerdir. Yuan
vd., (2021) ve Zhu vd., (2021) de A. veronii ile enfekte kerevitlerin Procambarus clarkii
hepatopankreasinda epitel vakuolizasyonu ve hiicre pargalanmasi, barsakta hiicrelerin
vakuolizasyonunu kiitikulanin dejenerasyonunu, diizensiz sekilli ve anormal sekilde diizenlenmis
epitel hiicreleri gdzlemlemislerdir.

5. SONUC

Bu ¢alismanin sonuglarina gore Aeromonas sp., P.leptodactylus tiiriinde dis morfoloji olarak hizl
bir belirti géstermeden akut ve % 100 oraninda 6liimlere aym1 zamanda hepotopankreas ve bagirsakta
da olumsuz patolojik bulgulara sebep olmaktadir.

Sonug¢ olarak aeromonas tiirleri akuatik canlilarda florada dogal olarak bulunan firsatc
patojenlerdir. Yetistiricilik sartlarinda stres ve optimum kosullardaki degisikliklere bagli olarak
hastaliga sebep olmaktadir. Aeromonas enfeksiyonlarinda bakterinin ekstraselliiler enzimlerinden
dolay1 akuakiiltiirde kitle halinde o6liimlere sebep olmaktadir. Bu nedenle s6z konusu patojenin
olusturabilecegi hastalik problemlerinin 6nlenmesi igin profilaktif dnlemlerin alinmasi 6nem arz
etmektedir.

FINANS
Bu ¢alismanin yiiriitiilmesinde herhangi bir finansal destek alinmamustir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlar, bu ¢alismayi etkileyebilecek finansal ¢ikarlar veya kisisel iligkiler olmadigini beyan eder.

YAZAR KATKILARI

Caligma kurgusu: SBK; Literatiir taramasi: SK, PY, SBK, AK; Metodoloji: SK, PY, AK; Deneyin
gerceklestirilmesi: SK, PY, 00, SBK, AK; Veri analizi: SK, PY, OO, SBK, AK; Makale yazimi: SK,
PY, OO0, SBK, AK; Denetleme: AK. Tim yazarlar nihai taslagi onaylamistir.

ETIK ONAY BEYANI
Bu calismada tatli su 1stakozu kullamlmasi nedeniyle Yerel Etik Kurul Onayma gerek
duyulmamustir.

VERI KULLANILABILIRLIK BEYANI
Bu ¢alisgmada kullanilan verilere birinci yazardan talep ilizerine erisilebilir. Veriler, gizlilik veya
etik kisitlamalar nedeniyle kamuya acik degildir.
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