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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

LEVREK BALIKLARINDA (Dicentrarchus labrax L.) KARMA ASILARA
KARSI OLUSAN ANTIiKOR REAKSIYONUNUN SEROLOJIK
YONTEMLERLE TESPITI

Ece SONMEZ

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Su Uriinleri Yetistiriciligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Tiilay AKAYLI

Bu c¢alisma ile yurdumuzdaki kiiltiir levrek baliklarinin vibriosis ve pasteurellosis gibi bakteriyel
hastaliklara kars1 direncinin arttirilmasi i¢in gelistirilmis olan ticari bivalent bir aginin, bir y1l siire ile
koruyuculugu arastirilmigtir. Vibrio (Listonella) anguillarum serotip O1 ve Photobacterium damselae
subsp. piscicida‘ya karsi bir kez enjeksiyon yontemiyle asilanan levrek baliklarinda, immiin sistemin

onemli bir parametresi olan antikor seviyesi, ¢esitli serolojik metotlar kullanilarak tespit edilmistir.

2015-2016 yillarim1 kapsayan bir yillik proje 6rnekleme siiresince Ege Bolgesi’nde bulunan 6zel bir
levrek baligi ciftliginde 5 defa saha Ornekleme g¢alismasi gergeklestirilmistir. Bu Orneklemelerde
kafeslerde bulunan agirliklart 10-100 g arasinda degisen 60 adet asilanmis ve 20 adet asilanmamis
baliktan kan 6rnekleri alimmustir. Kontrol ve bakteriyolojik inceleme amaciyla her drneklemede 2’ser
adet baligin i¢ organlarindan ekimler yapilmistir. Daha sonrasinda ise alinan kan 6rnekleri santrifiij
edilmis ve bu serumlar lam agliitinasyon, micro-well agliitinasyon ve Enzim Baglayict Immonosorbent

Deney (ELISA) gibi serolojik yontemlerde kullanilmistir.

Asilanmis baliklarda asilanmadan sonraki 4. ay1 kapsayan donemde V. anguillarum’a karsi antikor

seviyesinin oldukga yiiksek olmasina bagl olarak asinin koruyucu etkisinin bu dénemde yiiksek oldugu

Xi



(1,17) ancak bir yillik siirenin sonunda bu etkinin baz1 baliklarda yiiksek bazi baliklarda ise diisiik
oldugu (0,7) gozlenmistir. Bununla birlikte agilanmis baliklarin bir yillik siirede P. piscicida agisina
kars1 diisiik antikor seviyesi gelistirdigi ve asimin yiiksek koruma saglayamadigi gozlenmistir.
ELISA’nin lam ve mikro-well agliitinasyon yontemlerine gore daha duyarli oldugu goriilmiistiir.
Bakteriyolojik incelemeler sonucunda asi1 iginde bulunan patojen bakterilerin incelenen baliklardan izole

edilmemis olmasi, bu bivalent aginin giivenilirliginin gostergesidir.

Sonug olarak; yiiksek lisans tez ¢alismasi olarak yiiriitiilen bu projede elde edilen veriler dogrultusunda,
tilkemizdeki kiiltiir levrek baliklarinda kullanilan ticari bivalent aginin V. anguillarum’a kars1 koruyucu
etkisinin, P. piscicida’ya gore daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Bununla birlikte, inceledigimiz
asilanmis baliklarda pasteurellosise karsi diisiik antikor seviyesi gozlenmis olmasina ragmen bu

baliklardan yapilan bakteriyolojik ekimler sonucunda bu patojene rastlanilmamustir.
Temmuz 2019, 80. sayfa.

Anahtar kelimeler: Xiiltiir levrek balig1, Dicentrarchus labrax, bivalent as1, V. anguillarum,

P. piscicida, seroloji, ELISA, agliitinasyon
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

DETECTION OF ANTIBODY REACTION OF SEA BASS (Dicentrarchus
labrax L.) AGAINST COMBINED VACCINE BY SEROLOGICAL
METHODS

Ece SONMEZ

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Aquaculture and Fish Diseases

Supervisor : Prof. Dr. Tiillay AKAYLI

With this study, the protection level of a commercial bivalent vaccine which was developed to boost the
resistance of cultured sea bass against bacterial diseases such as vibriosis and pasteurelllosis, was
determined for a one year duration. The antibody level, an important specific immune system parameter
which was developed in sea bass samples that were once vaccinated by injection against Vibrio
(Listonella) anguillarum serotype O1 and Photobacterium damselae subspecies piscicida was

determined by using various serologic methods.

During the one-year field study period between 2015 and 2016, 5 sampling studies were performed in a
commercial sea bass farm that is located in the Aegean Region of Turkey. In these sampling studies,
blood samples were collected from a total of 60 vaccinated and 20 non-vaccinated fish samples weighing
between 10-100 gr that were reared in floating cages. For bacterial investigation, inoculations were made
from the internal organs of 2 fish samples in each sampling study. Later, blood samples were centrifuged
and sera were used in serologic methods such as slide-agglutination, micro-well agglutination and

enzyme linked immunosorbent assay (ELISA).
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Due to observation of an extremely high antibody level against V. anguillarum 4 months after the
injection, a high protective level (1,17) was determined in that period, but however, at the end of the
one-year period after injection it was also determined that this level is still high in some samples but low
(0,7) in some other samples. Besides, during a one year period, a relatively low antibody level was
developed against P. piscicida and so a low protective level against this bacterium was observed. It was
determined that ELISA is a more sensitive method than slide and micro-well agglutination. Pathogen
bacterial species that were included in the vaccine were not recovered in bacterial investigations and it

is a proof of reliability of this bivalent vaccine.

Depending on the results of this project, which was carried out as a MSc. thesis study, it was observed
that the protective level of commercial vaccine used in sea bass cultured in Turkey is higher against V.
anguillarum than P. piscicida. Besides, despite a lower antibody level against pasteurellosis was

determined, this pathogen was not recovered in bacterial inoculations.
July 2019, 80 pages.

Keywords: Cultured sea bass, Dicentrarchus labrax, bivalent vaccine, V. anguillarum, P.
piscicida, serology, ELISA, agglutination
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1. GIRIS

Bilingsiz avlanmaya bagl olarak denizlerden elde edilen dogal su iiriinleri stoklarinin hizla
azalmasi nedeni ile diinyada ve yurdumuzda deniz balif1 yetistiriciligi giin gegtikce 6nem
kazanmig ve biiyiik bir biiyiime gostermistir (Celikkale, 1999; Alpbaz, 2005). Levrek baligt
(Dicentrarchus labrax L.) teleost baliklarin Moronidae familyasinin Dicentrarchus genusuna
mensup bir balik tiirtidiir (Froese ve Pauly, 2019). Bu baliklar Atlantik okyanusunda Fas
kiyilarindan Baltik Denizi’ne kadar uzanan genis bir alanda yayilim gostermektedir. Akdeniz
kiyilarinda da var olan bu tiir iilkemizin tiim sularinda yasamaktadir (Barnabé, 1990; Celikkale
ve dig., 1999). Levrek balig1 yetistiriciligi su iirlinleri sektoriiniin gelismis oldugu Avrupa
tilkelerinde yumurtadan pazara kadar olan donemleri ile ticari anlamda yayginlik kazanan ilk
deniz baligi tiridiir (Hossucu ve dig., 1990; Alpbaz, 2005). Su iiriinleri yetistiriciliginin
yurdumuzda gelisimine bagli olarak levrek baligmin kiiltlirii tizerindeki ¢alismalar 1980°li
yillarda baglamig ve gelisen kafes teknolojisine bagl olarak bu baligin iiretiminde biiyiik bir

artis goriilmistiir (Celikkale, 1999; Alpbaz, 2005; Memis, 2010).

Baliklarin yasadig1 sucul ekosistemde firsatci ve patojen olmak {izere iki farkli bakteri grubu
dogal olarak bulunmaktadir. Fakat bu bakteriler yetersiz oksijen seviyesi, su kirliligi ve stres
gibi olumsuz faktorleri iceren ve yogun olarak su {iriinleri yetistiriciliginin yapildigi ortamlarda
hastaliga neden olmaktadir (Buller 2004; Austin ve Austin, 2016). Kiiltiir baliklarinda aniden
ortaya ¢ikan ve septisemik enfeksiyona neden olan bakteriyel hastaliklar su iiriinleri sektoriinde
onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Kissil ve dig., 2000; Buller 2004; Noga, 2010;
Austin ve Austin, 2016). Son yillarda yetistiriciliginde biiyiik artis goriilen levrek baliginda
karsimiza ¢ikan en biiyiik ekonomik kayiplar vibriosis ve pasteurellosis gibi bakteriyel
hastaliklardan kaynaklanmaktadir (Toranzo ve Barja; 1990, Bakopoulos ve dig., 1995; Korun
ve dig., 2005; Toranzo ve dig., 2005; Austin ve Austin, 2016). Vibrio anguillarum ve
Photobacterium damselae subsp. piscicida’nin neden oldugu enfeksiyonlar onceleri farkli
antibiyotiklerle kolayca kontrol altina alinabilmis, ancak daha sonra antibiyotiklerin uzun siire
ve bilingsiz kullanimina bagli olarak bakterilerde direng plazmidleri (R-plasmid) gelistirmesi
yanm1 sira suda kirlilik olusturmasi, balikta kalinti birakmasi ve bu haldeki baliklarin
tiiketilmesinin insan sagligi i¢in zararli hale gelmesi gibi bir ¢cok olumsuzluklari da beraberinde

getirmistir (Bakopoulos ve dig., 1995; Magarinos ve dig., 1996; Thyssen ve Ollevier, 2001).



Bu yilizden hastaliklarin kontroliinde asilar, probiyotikler, immunostimulanlar gibi farkl
koruyucu Onlemlerin uygulanmasi hastaligin ilagla tedavisinden daha cazip hale gelmistir

(Magnadottir, 2010; Gudding ve Goodrich, 2014).

Vibriosis; Vibrio cinsi bakterilerin neden oldugu, deniz ve acisu baliklarinda ¢ok sik goriilen
kronik veya akut seyreden 6nemli bir bakteriyel hastaliktir (Sniezsko ve Axelrod, 1971; Inglis
ve dig., 1993; Actis ve dig., 1999, Kent ve Poppe, 2002). Hastaligin en onemli etkeni V.
anguillarum (Listonella. anguillarum) adli bakteridir ve bu patojen 48’den fazla farkli balik
tiriinde hastalik olusturmaktadir. Yapilan calismalarda bu bakterinin 23 adet serotipi
bulunmustur (Pedersen ve dig., 1999a; Austin ve Austin, 2016). Bunlarin farkli toksin tiretmesi
nedeni ile meydana getirdikleri enfeksiyonlarin tedavisi ve kontrolii de zorlasmaktadir (Actis
ve dig., 1999). Ulkemizde ise bu bakteri farkli arastiricilar tarafindan yetistiriciligi yapilan
kiiltir levrek baliklarindan izole edilmis ve bu etkenin isletmelerde ciddi kayiplara neden

oldugu bildirilmistir (Cagirgan, 1993; Korun ve Timur, 2005; Demircan ve Candan, 2006).

Pasteurella piscicida’nin neden oldugu pasteurellosis dogadaki ve kiiltiirii yapilan deniz
baliklarini tehdit eden 6nemli bakteriyel hastaliklardan olup hastalik pseudotiiberkiilozis olarak
da adlandirilir (Magarinos ve dig., 1996; Austin ve Austin, 2016). Hastalik etkeni sar1 kuyruk
(Seriola quinqueradiata), kiiltiir ¢ipura (Sparus aurata) ve levrek baliklarinda ciddi ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (Christofilogiannis, 1993; Cagirgan, 1993; Candan ve dig., 1996;
Magorinos ve dig.,1996, Kawakami ve Sakai, 1996, Timur ve dig., 1999). Ulkemizde ise
kiltirii yapilan levrek baliklarinda pasteurellosis hastaliginin  goriildiigiine dair cesitli
caligsmalar mevcuttur (Cagirgan, 1993; Candan ve dig., 1996; Timur ve dig., 1999; Korun ve
Timur, 2005).

Balik hastaliklar1 yetistiricilik i¢in 6nemli bir konudur. Uretim siiresince hastaliklardan
korunmak i¢in isletmede optimum yetistiricilik kosullarinin saglanmasi, hijyen kurallarina
dikkat edilmesi, ag1 ve immunostimulanlarin kullanilmasina bagl olarak baligin bagisiklik
sisteminin gelistirilmesi tavsiye edilmektedir (Timur ve Timur, 2003; Candan ve Karatas, 2010;
Roberts, 2012). Baliklarin bagisiklik sistemi diger omurgalilarda oldugu gibi, spesifik ve
spesifik olmayan bagisiklik sistemi olarak iki temel gruba ayrilmaktadir. Spesifik bagisiklik
cevabin gelisimi canlilarda asilama uygulamasinin temel prensibini olusturur ve asilarin

kullanim1 bakteriyel balik hastaliklarindan korunmak i¢in oldukg¢a etkili bir yontemdir

(Anderson, 1974; Ellis, 1999; Magnadottir, 2010).



Gliniimiizde kiiltiir deniz baliklarinda goriilen vibriosis ve pasteurellosis gibi bakteriyel
hastaliklara kars1 gelistirilen ve spesifik bagisiklik sistemini uyaran etkili ticari asilar yaygin
olarak kullanilmaktadir (Dos Santos, 2000; Bakopoulos ve dig., 2003). Balik yetistiriciligi
yapilan giftliklerde ticari balik asilarinin uygulanmasi ile baligin bagisiklik sisteminin
uyarilmasi, hastaliklara karsi spesifik antikorlarin tretilmesi, antibiyotik kullaniminin
kisitlanmasi, baliklarda kaylp miktarinin azalmasi ile iiretimde artis ve Kkalitenin
yiikseltilmesine bagli olarak {iretim maliyetinin diisiiriilmesi miimkiin olmaktadir (Van

Muiswinkel, 2008; Candan ve Karatas, 2010; Magnadottir, 2010).

Baliklarda banyo, enjeksiyon ve oral yolla olmak iizere farkli asilama yontemleri
uygulanmaktadir (Ellis, 1988; Joosten ve dig., 1997; Midtlyng, 1997). Kullanilan balik asilar1
onceleri tek bir patojeni hedef alirken (monovalent), gelisen as1 teknolojileri sayesinde birden
fazla patojeni hedef alan karma asilar (bivalent) da kullanilmaktadir (Ellis, 1999; Galeotti ve
dig., 2013; Marana ve dig., 2019).

Vibriosis asgilart morina (Gadus morhua), sazan (Cyprinus carpio), salmonid ve yilan (Anguilla
anguilla) ve yass1 baliklar gibi ¢ok sayidaki balik tiiriinde etkili olarak kullanilmaktadir
(Knapspskog ve dig., 1993; Joosten ve dig., 1997; Mikkelsen ve dig., 2007, Sheng ve dig.,
2019). Pasteurellosis’in 6nlenmesinde de arastiricilar kendi tiretmis olduklari asilar yani sira
ticari asilarin da etkinligini tespit etmek i¢in levrek ve ¢ipura baliklarinda bir ¢ok calisma
yapmiglardir (Magarinos ve dig., 1994; Magarinos ve dig., 1999; Dos Santos, 2000; Dos Santos,
2001; Bakopoulos ve dig., 2003).

Gravningen ve dig. (1998) levrek baliklarinda goriilen vibriosis ve pasteurellosis hastaliklarina
kars1 bu proje kapsaminda incelenen, yurtdigindaki ticari bir firmanin tirettigi ve V. anguillarum
serotip O1 ve P. piscicida’ya karsi gelistirilen bivalent asilarin yavru levrek baliklarindaki
koruyucu etkisini deneysel olarak arastirmiglardir. Galeotti ve dig. (2013) ise ergin levrek
baliklarinda farkli bir firmanin iretmis oldugu V. anguillarum serotip O1 ve O2’ye kars1
hazirlanan vibriosis asisinin etkisini arastirmistir. Karma asilarla ilgili olarak Bakopoulos ve
dig. (2017) ¢ipura baliginda V. anguillarum O1 ve Photobacterium damselae supbs. piscicida
patojenleri igeren asilarin etkisini incelerken, Marana ve dig. (2019) ise galismalarinda
gbkkusagi alabaliklarinda V. anguillarum, A. salmonicida ve Y. ruckeri patojenlerini i¢eren
asilarin etkisini mukayese etmislerdir. Kiiltiirii yapilan levrek baliklarinda ise V. anguillarum

ve P. piscicida’ya kars1 farkli arastiricilarin da ¢aligmalari mevcuttur (Mosca ve dig., 2014;



Spinos ve dig., 2017). Yurdumuzda ise Camlibel (2002) ve Yazici (2004) levrek yavrularinda,
Ekici ve Diler (2010) ve Altinok ve dig. (2013, 2014) ise gokkusagi alabaliklarinda
(Oncorhynchus mykiss) V. anguillarum’a karsi yeni as1 gelistirilmesi tizerine deneysel
calismalar yapmuglardir. Yazict ve Candan (2006) ise karada bulunan bir levrek isletmesinde
kurduklar1 deneysel diizenek ile baliklarda ticari olarak temin ettikleri pasteurellosis asisinin
etkisini farkli asilama yontemlerini kullanarak (banyo, enjeksiyon ve oral) karsilastirmali

olarak arastirmiglardir.

Bilim insanlar1 agilanmig baliklarda gelisen antikor seviyelerinin tespiti i¢in farkli serolojik
teknikleri kullanarak aginin etkinligini arastirmiglardir (Knapspskog ve dig., 1993; Mikkelsen
ve dig., 2007). 1960’11 yillardan bu yana kullanilan farkli agliitinasyon c¢esitleri ve Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) gibi serolojik yontemler balik patojenlerinin teshisinde,
balik serumlarinda spesifik patojenlere karst olusan antikorlarin tayininde, asilarin
gelistirilmesinde ve serotiplendirme ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Del Pozo,
2005; Timur ve Timur, 2003). Farkl1 arastiricilar balik patojeni olan V. anguillarum’un teshisi
ve serotiplendirmesi yani sira asinin etkinliginin tespitinde bu teknikleri tercih etmislerdir
(Schill ve dig., 1989; Sorensen ve Larsen, 1986; Toranzo ve dig., 1987; Knappskog ve
dig.,1993). Andreoni ve dig. (2013) yaptiklart caligmada P. piscicida agisiin levrek
baliklarindaki koruyucu etkisini ELISA’y1 kullanarak arastirmiglardir. Yurdumuzda ise bu
teknigi Akayl (2001) kiiltiir ¢ipura baliklarinda vibriosisin teshisininde tercih ederken Kubilay
(1997) gokkusag: alabaliklarinda yersiniosise karsi gelistirdigi asinin etkinliginin tespitinde

kullanmustir.

Kiiltiir baliklarinda uygulanan asilama ¢alismalarinda basar1 saglamak icin; baligin bagisiklik
sistemi ile patojen bakteri arasindaki iliskinin anlasilmasi ile ilgili daha fazla ¢alismaya ihtiyag
duyulmaktadir. ideal bir as1 giivenli, yeterli, kolay iiretilebilir ve kolay uygulanabilir, dliimleri
onlemede etkili olmali ve uzun siireli koruma saglamalidir (Anderson, 1974; Evelyn, 1997,
Leong ve dig., 1997; Sommerset, 2005). Yurdumuzda daha onceki yillarda yapilan kiiltiir
baliklarindaki asilama ¢alismalari incelendiginde bu c¢alismalarin daha cok laboratuvar
ortaminda deneysel boyuttaki calismalari kapsadigi gézlenirken; havuz veya kafes ortami dogal
ortamda yetistirilen kiiltiir tatli su ve deniz baliklarinda (levrek baligi gibi) kullanilan ticari
astlarin etkisi ile ilgili herhangi bir calismaya rastlanilmamustir. Ulkemiz su iiriinleri

yetistiriciligi sektorlinliin 6nde gelen firmalarnin yetkilileri ¢alistay ve kongre gibi bilimsel



toplantilarda yurt disindan getirtmis olduklar ticari balik asilarinin giivenilirligi ile ilgili stiphe
duyduklarini belirtmis ve bu asilarin uzun siireli koruyucu etkisinin olup olmadig: ile ilgili

tiniversitelerden bilimsel anlamda destege ihtiya¢ duyduklarini ifade etmislerdir.

Bu calisma ile Ege Bolgesi’ndeki 6zel sektore ait bir kiiltlir levregi isletmesinde bulunan, V.
anguillarum serotip O1 ve P. piscicida’ya kars1 hazirlanan ticari bivalent asinin enjeksiyon
yontemi ile uygulandigi levrek baliklarinda gelisen bagisiklik sisteminin gostergesi olan antikor
seviyesinin farkli serolojik yontemler (lam agliitinasyon, micro- well agliitinasyon ve ELISA)
kullanilarak Slgiilmesine bagli olarak asinin bir yillik siirede koruyucu etkisi aragtirilmistir.
Asilanmig baliklardan yapilacak olan bakteriyolojik incelemeler sonucunda asilarin iginde
bulundurdugu patojen bakterilerin izole edilip edilmemesi de asmnin giivenilirliginin
belirlenmesinde ¢alismamiza 1s1k tutarken iilkemizde ticari olarak kullanilan bivalent bakteriyel

asilarn etkinliginin kapsamli bir sekilde ortaya ¢ikarilmasinda gosterge olacaktir.

Bu yiiksek lisans tez calismasindan elde edilen veriler dogrultusunda yurdumuzda kiiltiirii
yapilan levrek ve ¢ipura gibi deniz baliklarinda risk teskil eden vibriosis ve pasteurellosis
hastaliklarina kars gelistirilmis olan ticari bivalent asinin etkinliginin ve giivenilirliginin tespit
edilmesi ile asilama caligmalarinin  gelistirilmesine olumlu  katkida bulunulmasi
hedeflenmektedir. Boylece iilkemizde ozellikle yavru ve pazar boyundaki kiiltiir levrek
baliklarinda ciddi ekonomik kayiplara neden olan bu hastaliklarin dnlenmesine caligilacaktir.
Bu tez ¢alismasi verileri ile yurdumuzdaki yetistiricilik sektoriine katki saglanmasi yani sira
daha sonraki yillarda bu konu ile ilgili yapilacak yurti¢i ve yurtdisindaki ¢alismalara 1s1k

tutmas1 da hedeflenmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. LEVREK BALIGI’NIN (Dicentrarchus labrax) MORFOLOJIK VE BiYOLOJIiK
OZELLIKLERI

Deniz levregi diinyada Kuzey Atlantik’ten tim Akdeniz’e kadar yaygin olan balik tiiriidiir
(FAO, 2019). Lateral olarak hafifce yassilasmis bir viicut yapisina sahip olan bu baligin sirtt
metalik maviden yesilimsi gri renge kadar degisiklik gosterir. Yanlar1 glimiisi, karin kismi ise
beyazdir. Viicudu diizgiin hatl1 olan bu balik ctenoid pullarla ortiiliidiir. Sirtta diken ve yumusak
suali olmak iizere iki dorsal yiizgeci bulunur. Dik dorsal yiizge¢ sekiz ya da dokuz diken suali
olup ikinci dorsal ylizge¢ yumusak sualidir. Tek olan anal yiizgeg ii¢ kuvvetli dikene, operkular
ve preoperkular kemikleri ise keskin dikenlere sahiptir (Benegal, 1972; Barnabé, 1990). Levrek
baliklarinda solunga¢ kapagmin iist kisminda siyahims: bir benek vardir. Geng bireylerin
viicudunda bulunan siyah benekler balik yaslandikca kaybolur. Boylar1 1m’ye kadar ulasabilir
(Barnabé, 1990; Alpbaz, 2005). Levrek baligi Perciformes ordosunun Moronidae familyasinin
Dicentrarchus genusuna mensuptur (Froese ve Pauly, 2019). Ulkemizde boylar1 40 cm’ye
kadar ulagabilen bu baligin sistematikteki yeri asagida gosterilmistir (Froese ve Pauly, 2019)
(Sekil 2.1).

Levrek baliginin sistematikte yeri (Froese ve Pauly, 2019)

Regnum: Animalia
Phylum: Chordata
Subphylum: Vertebrata
Ust sinif: Gnathostomata
Sinif: Actinopterygii
Ordo: Perciformes
Familia: Moronidae
Genus: Dicentrarchus

Species: Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758)
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Sekil 2.1: Levrek baliginin (Dicentrarchus labrax, L.) distan goriintiisii (FAO).

Karnivor bir balik olan deniz levregi gen¢ donemlerinde kabuklulardan Crangon gibi kiigiik
karidesler, Gammarus gibi kiigiik amphipodlar ve Ligia gibi isopodlarla, ergin donemlerinde
ise sardalya, hamsi, kaya balig1 gibi baliklarin yani sira yengeg, karides, kafadan bacaklilardan
siibye ve kalamar gibi omurgasiz hayvanlarla beslenirler (Barnabé, 1990; Alpbaz, 2005).
Levrek baliginin agz1 genistir, damak (palatinium) ve dilde disleri bulunur (Barnabé, 1990).
Kumlu, camurlu s1§ biyotoplarda sicakliga ve tuzluluga gosterdigi tolerans ile nehir agizlarinda
ve lagiinlerde yasayan, havalarin sogumasiyla birlikte derin sulara gé¢ eden levrek baliklart 2-
32°C arasindaki su sicakliklarinda yasar ve 11-14°C su sicakliginda yumurta birakirlar. Dogada
bu su sicakligina bagl olarak Eyliil ayinda yumurtlama baslar, mart ay1 baslarina kadar devam

eder. Levrek baliklarinda optimum biiyiime sicakligi ise 20-25°C arasindadir (Alpbaz, 2005).

Ayri eseyli olan levrek baliklarinda erkek baliklar hayatlarinin ikinci yilindan itibaren sperm
vermeye baslarken, disiler ancak {i¢iincii yilda yumurta birakirlar. Disi baliklarda burun yapist
daha sivridir ve viicutlar1 daha genis yapilidir. Erkekler ise ince uzun viicutludur. Disi levrek
baliklar1 yumurtlama doneminde bir ka¢ saat i¢inde tiim yumurtalarmi dokerler, Akdeniz’de
yumurtlama igslemi ocak-mart aylar1 aras1 gergeklesir (Barnabé, 1990; Alpbaz, 2005). Levrek
balig1 ile ilgili ilk yetistiricilik ¢aligmalar1 Fransa’da yapilmistir. Giiniimiizde levrek baligi
Ispanya, Portekiz, Yunanistan ve Tiirkiye gibi diger Akdeniz iilkelerinde yumurtadan pazar
boyuna kadar yetistiriciligini igeren genis bir endiistri kolu haline gelmistir (Barnabé, 1990;
Alpbaz, 2005). Ekstansif, yar1 entansif ve entansif olarak yapilan levrek yetistiriciligi
iilkemizde ilk olarak 1980’li yillarin ortalarinda dogadan toplanan yavrularin kafeslerde

biiyiitilmesi seklinde baslamistir (Alpbaz, 2005). Tablo 1.’de de belirtildigi gibi TUIK
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verilerine gore yurdumuzdaki deniz kafeslerinde 2018 yilinda 116,915 ton levrek iiretimi

yapilmistir (TUIK, 2019).

Tablo 2.1: Tirkiye’de yetistiriciligi yapilan kiltiir levrek baliklarinin 2000-2017 yillart arasi tiretim
miktarlari (ton) (TUIK,2019).

Yillar Uretim Miktarlan (ton)
2000 17.877
2001 15.546
2002 14.339
2003 20.982
2004 26.297
2005 37.290
2006 38.408
2007 41.900
2008 49.270
2009 46.554
2010 50.796
2011 47.013
2012 65.512
2013 67.913
2014 74.653
2015 75,164
2016 80,847
2017 99,971
2018 116,915

2.2. LEVREK BALIKLARINDA GORULEN BAKTERIYEL HASTALIKLAR

Balik sagligi ile ugragan bilim insanlari hasta kiiltiir levrek baliklarinda hastalik etkeni olarak
daha ¢ok Gram-negatif balik patojenlerinin varligini rapor etmislerdir. Denizde kiiltiirii yapilan
levrek baliklarinda vibriosis ilk olarak Breuil ve Haffner tarafindan (1989) giiney Fransa’da
bildirilmistir. Ulkemizde vibriosis ilk olarak Ege kiyilarindaki isletmelerde yetistiriciligi
yapilan ¢ipura baliklarinda tanimlanmistir (Candan, 1993; Akayli, 2001). Yurdumuzda kiiltiir
levrek baliklarinda vibriosise neden olan Vibrio tiirleri arasinda V. anguillarum (Cagirgan ve
Yireklitiirk, 1996; Akan ve dig., 1996; Korun, 2004; Demircan, 2004; Demircan ve Candan,
2006; Korun, 2006; Korun ve Timur, 2008); Vibrio ordalii (Timur ve dig., 2007), V. harveyi
(Korun ve Timur, 2008) ve V. alginolyticus (Korun ve Timur, 2008) c¢esitli arastiricilar

tarafindan rapor edilmistir.



Pasterullosis ilk defa 1963 yilinda Amerika’nin dogu kiyilarindaki beyaz levrek (Morone
americanus) ve ¢izgili levrek (M. saxalitix) baliklarinda yogun olarak ¢liimlere neden olmustur
(Snieszko ve dig., 1964; Janssen ve Surgalla, 1968). P. piscicida gipura, levrek, ¢izgili levrek,
sart kuyruk (Seriola quinqueradiata) ve dil baliklarinda; Pasteurella skyensis ise sadece
Atlantik salmon baliklarinda bu hastaligin etkeni olarak bildirilmistir (Toranzo ve dig., 2005).
Ulkemizde pasteurollosis Timur ve dig. (1999) tarafindan Yalova’daki bir kamu isletmesinde
kiiltiirti yapilan dokuz aylik levrek baliklarinda Ichthyophonus hoferi ile birlikte karma
enfeksiyon seklinde oliimlere neden oldugu; kuzey Ege denizinde yetistirilen levrek
baliklarinda Candan ve dig. (1996) tarafindan, daha sonra da Ege denizinde yetistirilen levrek
baliklarinda diisiik su sicakliginda Korun ve Timur (2005) tarafindan bildirilmistir.

Mycobacteriosis; subakuttan kronige kadar degisik formlarda goriildigii bildirilen bir
hastaliktir (Toranzo ve dig., 2005). Mycobacterium marinum’dan kaynaklanan mycobacteriosis
glinlimiize kadar kiiltiir levrek, kalkan (Scophthalmus maximus) ve Atlantik salmon baliklarinda
bildirilmistir (Toranzo ve dig., 2005). Balik tiiberkiilozuna neden olan M. marinum, Akdeniz’de
kiiltiirii yapilan levrek baliklarinda ve Kizildeniz’de Israil kiyilarinda kiiltiirii yapilan levrek
baliklarinda 6nemli bir tehdit oldugu bir¢ok arastirici tarafindan rapor edilmistir (Colorni ve
dig., 1993; Colorni ve dig., 1996). Israil’in yanisira Akdeniz’de kiiltiir levrek baliklarinda
Yunanistan ve Italya’da (Colorni, 1992; Sechi ve dig., 2002) balik tiiberkiilozu bildirilmistir.
Yurdumuzda ise kiiltiir levrek baliklarinda yapilan histolojik ¢aligmalar ile hastalik
bildirilmistir (Korun ve dig., 2005).

Rickettsia-benzeri organizmalar levrek baliklarinda ilk olarak 1994 yilinda Giiney Fransa’da
rapor edilmistir. 30-70 g agirliga sahip anormal yiizme hareketi gosteren 6lmek iizere olan
juvenil hasta baliklarda %20 oraninda O6lim orani bildirilmistir (Comps ve dig., 1996).
Levrek baliklarinda ikinci rapor Yunanistan’dan bildirilmistir (Athanassopoulou ve dig., 1999).
Ulkemizde ilk olarak 2003 yilinda Karadeniz kiyilarinda yiizer kafeslerde yetistiriciligi yapilan
levrek baliklarinda V. anguillarum veya P. piscicida birlikte karma enfeksiyon olarak bu
hastalik bildirilmis olup daha sonra Ege Denizi’nde bir isletmedeki kiiltiir levrek baliklarinda

da yogun oliimlere neden oldugu tespit edilmistir (Timur ve dig., 2005; Timur ve dig., 2013).

Streptococcosis dogadaki cesitli baliklarda ve kiiltiir baliklarinda yaygin bir sekilde goriilen
onemli bir hastaliktir (Romalde ve Toranzo, 1999; Romalde ve Toranzo, 2002). Streptococcus

iniae sarikuyruk, levrek, asya levregi (Lates calcarifer) ve pisi baliklarinda (Scophthalmus
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rhombus); Streptococcus parauberis kalkan; Streptococcus phocae ise Atlantik salmon
baliklarinda bu hastaligin etkeni olarak bildirilmistir (Toranzo ve dig., 2005). Baliklarda
goriilen streptococ enfeksiyonlarinin ana etiyolojik etkenlerinden biri olan S. iniae’nin
Akdeniz’de ve Kizildeniz’de Israil kiyilarinda kiiltiirii yapilan levrek baliklarinda hastaliga
neden oldugu ilk olarak Colorni ve dig. (2002) tarafindan rapor edilmistir. Ulkemizde ise
kiltirti yapilan sinarit (Dentex dentex) ve granydz (Argyrosomus regius) baliklarinda
Enterococcus aquimarinus ve E. casseliflavus ‘un neden oldugu streptococcosis (Urkii, 2017),
levrek baliklarinda Lactococcus garvieae (Goken, 2016), cipura ve levrek baliklarindan
Staphylococcus epidermidis (Kubilay ve Ulukdy, 2004) ve diger Staphylococcus spp. tiirlerinin

staphylococcosise neden oldugu rapor edilmistir (Canak ve Timur, 2017).

Timur ve dig. (2007) Karadeniz’de kiiltiirii yapilan levrek baliklarinda 6liimlere neden olan
eritrositik inkuliizyon cisimcik (EIB) sendromu gosteren baliklarda V. anguillarium, P.
piscicida, A. salmonicida subsp. achromogenes, V. damsela, A. sobria gibi bakteriyel balik
patojenlerinden bir veya birka¢inin yani sira inceledikleri bazi baliklarda Staphylococcus
epidermidis’i de izole etmislerdir. Ayrica yurdumuzdaki hasta kiiltiir levrek baliklarinda farkli
arastiricilar A. hydrophila (Sahrikoglu ve Candan, 2002), A. salmonicida subsp. achromogenes
(Karatas ve dig., 2005), Shewanella putrefaciens (Korun ve dig., 2009) ve Tenacibaculum

maritimum’u da bildirmislerdir (Timur ve dig., 2007; Yardimci, 2011).
2.2.1. Vibriosis

Vibriosis; Vibrio cinsi bakterilerin neden oldugu, deniz ve acisu baliklarinda ¢ok sik goriilen
kronik veya akut seyreden dnemli bir bakteriyel hastaliktir (Sniezsko ve Axelrod, 1971; Inglis
ve dig., 1993; Actis ve dig.,1999; Kent ve Poppe, 2002). Vibriosise neden olan V. anguillarum
ilk kez Bergman tarafindan 1909 yilinda Baltik Denizi’ndeki hasta yilan baliklarinin patojeni
olarak bildirilmistir. Bu bildirimden 6nce, Canestrini (1893), 1817 yilindan beri go¢ eden yilan
baliklarinda (Anguilla vulgaris) goriilen epizootikleri tanimlayarak, Gram-negatif, basil
seklinde ve hareketli olan bu bakteriyi Bacillus anguillarum olarak bildirmis ve hastaligin
patolojisi yan1 sira bakterinin karakteristik 6zelliklerinin ayni oldugunu bildirmistir (Austin ve
Austin, 2016). Daha sonraki yillarda literatiirlerde etkenin adi Beneckea anguillara biyotip |
olarak da gegmektedir. 1985 yilinda McDowell ve Colwell adl1 arastiricilarin yapmis oldugu
rRNA filogenetik ¢alismalart sonucunda bu bakteri adinin Listonella anguillarum olarak

isimlendirilebilecegi belirtilmis olsa da, bir¢ok arastirict bu bakterinin V. anguillarum olarak
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Vibrio genusu iginde yer almasini uygun bulmaktadir (Actis ve dig., 1999; Timur ve Timur,
2003; Austin ve Austin, 2016).

2.2.1.1 Hastaligin Etkeni

Hastaligin baslica etkeni V. anguillarum adli bakteridir ve bu patojen 48’den fazla farkli balik
tiirlinde hastalik olusturmaktadir. Yapilan calismalarda bu bakterinin 23 adet serotipi
bulunmustur (Pedersen ve dig., 1999; Austin ve Austin, 2016). Bunlarin farkli toksin tiretmesi
nedeni ile meydana getirdikleri enfeksiyonlarin tedavisi ve kontrolii de zorlagmaktadir (Actis
ve dig., 1999). V. anguillarum serotip O1 baslica salmonid baliklarin ve kalkan baliklarinin
(Psetta maxima) patojeni, serotip O2 ise salmonid baliklarin ve deniz baliklarinin yaygin
patojeni olarak bildirilmistir (Myhr ve dig., 1991; Knappskog ve dig., 1993; Larsen ve
dig.,1994). Denizde kiiltiirii yapilan levrek baliklarinda vibriosis ilk olarak Breul ve Haffner
tarafindan (1989) Giiney Fransa’da bildirilmistir. Ulkemizde ise bu bakteri farkl1 arastiricilar
tarafindan yetistiriciligi yapilan kiiltiir levrek baliklarindan izole edilmis ve bu etkenin
isletmelerde ciddi kayiplara neden oldugu bildirilmistir (Cagirgan, 1993; Korun ve Timur,
2005; Demircan ve Candan, 2006).

V. anguillarum ayni zamanda deniz ortaminda dogal olarak var olan bir bakteridir. Denizde su
sicakligi 10 °C’nin istiine ¢iktiginda, ¢6ziinmiis oksijen yetersizliginde, yogun stok nedeniyle
baliklarda stres gelistiginde, hijyen yetersizliginde goriildiigii rapor edilen bu patojenin tath
suda ise 1-4 °C gibi diisiik sicakliklarda goriildiigi bildirilmistir (Sniezsko ve Axelrod, 1971;
Kent ve Poppe, 2002; Timur ve Timur, 2003; Austin ve Austin, 2016). Patojen bakterinin yaz
aylar1 boyunca saglikli baliin mukus, solunga¢ ve bagirsagindan oldugu kadar sudan,
sedimentten ve planktondan da bol miktarda izole edilmistir. Bununla beraber bu cevresel
izolatlarin ¢cogunlukla balik i¢in patojen oldugu ve denizde 50 aydan daha uzun siire hayatta
kalabildigi ve ¢ogalabildigi bildirilmistir (Actis ve dig., 1999; Pedersen ve dig., 1999; Noga,
2010).

2.2.1.2 Hastaligin Klinik Bulgular

Vibriosiste 6liim oran1 genellikle yiiksektir, oncelikle perakut vakalarda %380’e ulasir. Hatta
tedavi uygulandiginda %10-20 kayip genellikle goriiliir, akut vakalarda 6liim orani birkag giin
i¢inde gelisirken kronik hastalik ¢ikislarinda daha uzun siirede 6liim oran1 goriiliir. Oliim orani

cogunlukla stok yogunlugu yiiksek oldugunda daha yiiksektir (Bruno ve dig., 1997). Vibriosiste
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goriilen eksternal belirtiler diger Gram-negatif bakterilerin olusturdugu bulgulara benzerlik
gosterir. Enfekte baliklarin yiizgeg diplerinde, agiz i¢inde, alt genede, alt ¢ene oluklar1 boyunca,
operkulum ve aniis etrafinda kizariklik (eritem) goriiliir. Furunkulden farkli olmayan ¢iban
seklindeki lezyonlar deri altinda ve kaslarda olabilir. Ciban seklindeki bu lezyonlar disari
acilabilir ve nekrotik deri bliylik acik yaralar birakarak kopup ayrilir. Hastaligin internal
belirtileri arasinda periton ve viseral organlarda petesi ve eritem bulunur. Bagirsaklar genellikle
kizarik ve siv1 ile doludur. Kaslarin kesit ylizeyleri petesiyal hemorajiden biiyiik kirmizi ¢iban
benzeri lezyonlara kadar degisen farkli lezyonlar gosterir (Post ve dig., 1987; Austin ve Austin,
2016).

2.2.1.3 Hastaligin Tegshisi

Tahmini teshis; virgiil sekilli bakterilerin haemopoietik dokularda (bobregin 6n bolgesi ve
dalakta) goriilmesi ile yapilir. Uygun kiiltiir vasatlarinda koloniler elde edilir. Biyokimyasal
testler ve sero-agliitinasyon ile teshis edilir. Antibiyogram testleri de tavsiye edilecek
kemoterapatik ilacin belirlenmesine yardimci olur (Noga, 2010; Roberts, 2012; Austin ve
Austin, 2016).

Vibriosisin teshisi; patojen bakterinin izolasyonu, identifikasyonu ve histopatolojik bulgular ile
yapilir (Post, 1987) Baligin i¢ organlarindan yapilan ekim sonucunda 22 °C’de 24-46 saat igin
kivrik sekilli bakteri kolonileri elde edilir. Hastaliga neden olan Vibrio suslarinin izolasyonu
enfekte baligin karaciger, dalak ve bobreginden, kanindan ve viicut yiizeyindeki iilserlerinden
ekimler yapilarak gergeklestirilir. Vibriolarin izolasyonu i¢in TCBS (Thiosulphate Citrate Bile
Salt Sucrose Agar) agar selektif bir ortam olarak tanimlanmistir. Besiyerinde bakterilerin
tiremesinden sonra yapilan biyokimyasal testler ve sero-agliitinasyon c¢alismalari da
identifikasyonu saglar. Ayrica diger enfeksiydz balik hastaliklariin teshisinde oldugu gibi
ELISA da bu bu hastaligin teshisinde kullanilan en 6nemli ve yaygin serolojik tekniktir
(Knappskog ve dig., 1993, Austin ve Austin, 2016).

2.2.1.4 Hastaligin Kontrol ve Tedavisi

Vibriosis’in kontrolii diger bakteriyel septisemilerde oldugu gibi suyun Kkalitesinin ve
yetistiricilik uygulamalarinin iyilestirilmesi ve diisiik stok yogunlugu ile saglanir. Bu sartlarin
saglanamadig1 durumlarda ¢ikmasi miimkiin olan hastaligin tedavisinde oral antibiyotik ile

tedavi tek ¢oziimdiir (Inglis ve dig., 1993; Bruno ve dig., 1997). Diger balik patojenlerinin
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sebep oldugu hastaliklardaki gibi vibriosiste de antibiyotiklere kars1 gelistirilen direng 6nemli
bir problemdir (Ellis, 1999). Ozellikle salmonid baliklarda etkili olan V. anguillarum ve V.
salmonicida suslarinin kullanim1 yaygin olan oxytetracycline, sulfonamid ve oksolinik asit gibi

antibiyotiklere karsi direng gelistirdikleri bildirilmistir (Inglis ve dig., 1993).

Son 20 yil igerisinde vibriosisin Onlenmesi konusundaki ¢alismalarin biiyiik kismini
immiinizasyon ile ilgili oldugu goriilmektedir. Kuzey Yarimkiire’deki V. anguillarum ve V.
ordalii’den kaynaklanan rutin lisanshi asilar bu hastaliga karsi oldukga etkilidir. Norveg’te
cesitli Vibrio tiirlerine kars1 tek bir bakteriye karsi gelistirilen monovalent asilar yani sira birden
cok etkene kars1 hazirlanan tekli veya karma asilar da iiretilmektedir (Mosca ve dig., 2014,
Spinos ve dig., 2017). Asilarin vibriosise karsit Koruma saglama siiresi limitlidir. Asilamadan
1.5-2 yil sonra V. anguillarum’a kars1 koruyuculugun azaldig: bildirilmektedir (Knappskog ve
dig., 1993, Bruno ve dig., 1997, Sommerset ve dig., 2005).

2.2.2. Pasteurellosis

Pasterullosis; dogada ve Kkiiltiirii yapilan deniz baliklarinda bildirilen etkeni P. piscicida olan
sistemik bir hastaliktir. Kronik formunda hasta baliklarin i¢ organlarinda beyazimsi tiiberkiiller

gorildiiglinden yaygin bir sekilde yalanci tiiberkiiloz (pseudotiiberciilosis) adiyla anilmaktadir.

Pasteurellosis; halofilik bir bakteri olan P. piscicida’nin etkeni oldugu ve bakteriyel septisemi
ile karekterize bir hastaliktir (Toranzo ve dig., 1991, Austin ve Austin, 2016; Inglis ve
dig.,1993; Magarinos ve dig.,1994). Jhansen ve Surgella (1968) tarafindan hastalik etkeni
onceleri P. piscicida olarak adlandirildigi i¢in hastalik pasteurellosis olarak adlandirilmistir
(Bakopoulos ve dig., 1995; Thyssen ve Ollevier, 2001). Hastaligin kronik formunda, hasta
baliklarin i¢ organlarinda, bakterilerin kiimelesmesinden olugsmus beyazimsi tiiberkiillerden
dolay1 hastaliga pseudotiiberkiilozis ad1 verilmistir (Magarinos ve dig., 1992; Austin ve Austin,
2016; Inglis ve dig., 1993). Ancak hastalik etkeninin ismi P. piscicida olarak degistirildikten
sonra hastalik photobacteriosis olarak adlandirilmigtir (Thyssen ve Ollevier, 2001; Elkamel,
2002).

Pasteurellosis’in ilk olarak ortaya ¢iktig1 Amerika Birlesik Devletleri’nde, daha sonra yayilma
gosterdigi Avrupa {ilkelerinde ve Japonya’da bu hastaliga karst birgok antibiyotik
kullanilmistir. Hastaligin ilk goriildiigii zamanlarda etken bu antibiyotiklerle kolayca kontrol

altina alinabilmis ancak antibiyotiklerin uzun siireli ve bilingsiz kullanimi bir ¢ok
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olumsuzluklar1 da beraberinde getirmistir (Bakopoulos ve dig., 1995; Magarinos ve dig.,1996;
Thyssen ve Ollevier, 2001; Austin ve Austin, 2016). Hastaligin daha oOnceleri gorildigi
Japonya’ da bakteri suslarinda bu durum ¢ok ¢arpici bir sekilde ortaya konmustur. Japonya’ da
hastaligin ilk goriilmesinden sadece 16 yil sonra bakterilerin duyarli oldugu antibiyotik sayisi
yok denecek kadar azalmistir. Benzer egilimler Avrupa izolatlarinda da dikkati ¢ekmeye

baslamistir (Bakopoulos ve dig., 1995).
2.2.2.1 Hastaligin Etkeni

Gram-negatif ve hareketsiz basil yapisinda olan P. piscicida’nin neden oldugu pasteurellosis
dogadaki ve kiiltiirii yapilan deniz baliklarini tehdit eden 6nemli bakteriyel hastaliklardan
olup hastalik onceleri pseudotiiberkiilozis olarak adlandirilmistir (Magarinos ve dig., 1996;
Austin ve Austin, 2016). Pasteurellosis yaz sicakliklari ile yakindan alakali olup su kalitesinin
diisiik oldugu yiiksek sicakliklar (23 °C tizeri) ve tuzluluklarda (%o 20-30) meydana gelir ancak
hastaligin iiretim bolgelerinde endemik hale gelmesi ile iiretim yogunlugundaki artis daha
diisiik su sicakliklarinda da kayiplara neden olarak artik enfeksiyonun 18 °C’de de goriildiigline

dair yayinlar mevcuttur (Toranzo ve dig., 1991; Magarinos ve dig., 1996; Noga, 2010).

Pasteurellosis ilk defa 1963 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde bulunan beyaz levrek
(Morene americanus) ve ¢izgili levrek (M. saxatilis) dogal popiilasyonlarinda yogun 6liimlere
neden olmustur (Toranzo ve dig., 1991; Austin ve Austin, 2016; Kawakami ve Sakai, 1998).
1969 yilindan itibaren ¢ok Onemli bir hastalik haline gelerek baslica sari kuyruk (S.
quingueradiata) baliklarini etkilemekte olup 1990 yilindan itibaren Avrupa’da kiiltiir ¢ipura
baliklarinda, deniz levreklerinde ve Amerika Birlesik Devletleri’'nde de melez ¢izgili
levreklerde (M. americanus, M. saxatilis) ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir
(Christofilogiannis, 1993; Magorinos ve dig., 1996; Daly, 1999; Kawakami ve Sakai, 1998).
Ulkemizde ise kiiltiirii yapilan levrek baliklarinda pasteurellosis hastaliginin goriildiigiine dair
gesitli caligmalar mevcuttur (Cagirgan, 1993; Candan ve dig., 1996; Timur ve dig., 1999; Korun
ve Timur, 2005). (Colak, 1999, Ozesen ve Timur, 2007) yiiriitmiis oldugu doktora tezinde kiiltiir
levreklerindeki pasteurellosisin patojenitesi ile ilgili deneysel bir ¢alismay1 gerceklestirmistir.

2.2.2.2 Hastaligin Klinik Bulgular:

P. piscicida tarafindan olusturulan pasteurellosis, doga ve kiiltiir deniz baliklarini en ¢ok tehdit

eden hastaliklardan biri olup kronik formda hasta baliklarin i¢ organlarinda beyazimsi
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tiiberkiillerin goriilmesi hastalifin pseudotiiberkiilozis olarak da adlandirilmasinin ana
nedenidir (Magarinos ve dig., 1996; Austin ve Austin, 2016). Pasteurellosis sepstisemi ile
seyreden bir hastaliktir. Hastaligin patolojik bulgularinin hastaligin akut ve kronik formuna
gore degisiklik gosterdigi bildirilmektedir. Pasteurellosis enfekte baliklarda septisemiye neden
olurken akut vakalarda ise sadece birka¢ patolojik belirti gosterir. Solunga¢ kapag etrafinda
veya ylizge¢ diplerinde kiiciik hemorajiler, deride anormal pigmentasyon, dalak ve bobrekte
geniglemelerin goriildiigii rapor edilmistir (Austin ve Austin, 2016; Magarinos ve dig., 1996;
Noga, 2010). Kronik formda ise bobrek, dalak ve karacigerde multifokal nekroz goriildiigii ve
bu kronik lezyonlarin i¢ organlarda 0.5 ile 3.5 mm c¢apindaki beyaz tiiberkiillerin varlig: ile
karakterize edildigi bildirilmistir. Kronik formda i¢ organlarda goriildiigii bildirilen bu
lezyonlarin bakteri kiimelerinden ve nekrotik fagositik hiicrelerden olustugu ancak bu durumun
genel bir 6zellik olmadig1, balik tiiriine, enfeksiyonun dogal ya da deneysel olarak gelismesine
ve hasta baliklara enfeksiyonun durdurulmasi i¢in antibiyotik tedavisinin uygulanip
uygulanmadi@ina gére degisiklik gosterdigi rapor edilmistir (Toranzo ve dig., 1991; Magarinos
ve dig., 1996; Daly, 1999; Austin ve Austin, 2016).

2.2.2.3 Hastaligin Teshisi

Bu hastalikta bakteriyolojik ve histopatolojik ¢aligsmalar teshis i¢in 6nem tasir. Ciinkii baz1 balik
tirlerinde ozellikle dalak ve bobrekte graniiloma benzeri lezyonlarin sekillenmesi yani sira
viseral organlarda yaygin hemorojik ve nekrotik lezyonlar goriilmektedir (Inglis ve dig., 1993;
Daly, 1999; Austin ve Austin, 2016). Bu baliklarda etkenin izolasyonu ile teshis kesinlesir. Bu
teknikler yani sira FAT (Floresan Antikor Testi) (Bakopoulos ve dig., 1997), PCR (Polymerase
Chain Reaction) (Dos Santos, 2000) ve ELISA gibi serolojik g¢alismalar kullanilmistir
(Romalde ve dig., 1999; Korun, 2004).

2.2.2.4 Hastaligin Kontrol ve Tedavisi

Antibiyotik ve diger kemoterapatik maddeler pasteurellosisin tedavisinde yaygin sekilde
kullanilmistir. Bu amagla oxolinic acid, flumequin, giiclendirilmis sulfonamidler, nitrofuranlar
ve oksitetrasiklin bu hastaligin tedavisinde etkili olarak kullanilmaktadir. Fakat son yillarda
yapilan antbiyotik duyarliligi ile ilgili ¢alismalar mevcut ilaglarla basarili ve etkin bir tedavinin
gii¢ olacagi {izerine yogunlasmistir (Thyssen ve Ollevier, 2001). Hastaligin kimyasal yollarla

kontrol edilmesinde yasanilan sikintilar agilamay1 tercih edilen yontem yapmistir. Hastalia
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kars1 gelistirilen as1 calismalarinda oldukg¢a 6nemli bagarilar kazanilmistir (Magarinos ve dig.,
1994; Daly, 1999; Magarinos ve dig., 1999; Dos Santos, 2001; Elkamel, 2002; Morinigo ve
dig., 2002; Bakopoulos ve dig., 2003). Kiiltiirii yapilan levrek baliklarinda ise P. piscicida ile
birlikte V. anguillarum’u da igeren bivalent asilarla ilgili ¢aligmalar mevcuttur (Mosca ve dig.,
2014, Spinos ve dig., 2017).

2.3 BALIKLARDA BAGISIKLIK SiSTEMi

Immiinoloji diger adiyla bagisiklik bilimi canlmin viicuduna giren veya disaridan verilen ve
antijen olarak adlandirilan yabanci maddelere (mikroorganizma, toksin, protein, polisakkarit
vs.) kars1 viicudun biitiin genel ve 6zel savunma mekanizmalarini kullanarak iiretmis oldugu
spesifik immiinoglobiilinler (antikorlar) yardimiyla canlinin savunma mekanizmasinin
(bagisiklik sistemi) calismasini inceleyen bir bilim dalidir. Ayn1 zamanda zararli etkenlere karsi
konak canlinin (insan, hayvan ve balik) kars1 koymasi, diren¢ gostermesi, kendini korumasi ve
zararli etkeni yok etmesi gibi yontemlerle immiin cevap olusturmasini da incelemektedir

(Anderson, 1974; Dalmo ve dig., 1997; Ellis, 1999; Dos Santos, 2000).

Dogadaki ve kiiltiirii yapilan baliklarin yasadigi tatli su veya deniz ortamlarinda, enfeksiyona
yol agan firsat¢1 veya zorunlu patojen mikroorganizmalar farkli viriis, bakteri, mantar ve parazit
tiirlerini icermektedir. Baliklarda bu mikroorganizmalarin viicuda girisinde ilk olarak fiziksel
bariyerlerden olan pullar ve deriler gorev alirken, kimyasal olarak ise bu goérevi mukus
yapmaktadir (Anderson, 1974; Dalmo ve dig., 1997; Ellis, 1999; Ellis, 2001). Omurgalilarda
oldugu gibi baliklardaki bagisiklik sistemi dogal (spesifik olmayan) ve kazanilmis (spesifik)
bagisiklik sistemi olmak iizere iki temel gruba ayrilmaktadir (Iwama ve Nakanishi 1996; Dalmo

ve dig.,1997; Ellis, 1999; Van Muiswinkel, 2008).
2.3.1. Dogal Bagisiklik (Spesifik Olmayan)

Spesifik olmayan bagisiklik sistemi yani dogal bagisiklik; kalitsal olarak anneden yavruya
aktarilan bir bagisiklik ¢esididir. Bu tip bagisiklikta canlida hastaliga neden olan antijen tekrar
verildiginde spesifik bir hafiza yaratmaz. Baliklarin dogal bagisiklik sisteminde gorev alan
baslica organ, doku ve hiicreler; bobrek, dalak ve karaciger yanisira epitelial bariyerler ve
fagositik hiicrelerden olusmaktadir (Anderson, 1974; Van Muiswinkel, 1997; Ellis, 1999;
Magnadottir, 2010).
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Baliklarin bulundugu ortamda ¢ok sayida patojen mikroorganizma (bakteri, viriis, mantar ve
parazit gibi) mevcuttur ve baliklar bu mikroorganizmalarla temas halindedir. Bu tip
mikroorganizmalarin ¢ogu saprofitik ozellik gosterirken, diger bir kismi ise baliklarda
patojendir. Ancak her ikisi de enfekte ettikleri baliklarin i¢ organlarina ait dokularini
sindirebilme ve parcalama yetenegine sahiptirler. Baliklar normal kosullar altinda sahip
olduklar1 yukarida belirtilen dogal savunma mekanizmalariyla ¢evrelerinde bulunan bu patojen
mikroorganizmalara kars1 kendilerini savunma yetenegine sahiptirler (Anderson, 1974; Ellis
1999).

Bununla birlikte baliklarin derisinde bulunan epitelial hiicrelerden olan dermis, epidermis,
pullar ve mukus gibi yapilar da fiziksel ve kimyasal bariyerler olarak gorev alir ve
mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklara karsi dogal bagisiklik mekanizmasinin
gelismesine Onciiliikk ederler. Patojen bir mikroorganizma konakg1 canliya (insan, hayvan ve
balik gibi) girdiginde yukarida belirtilen hiicresel bariyerler yanisira canlinin sahip oldugu diger
serum faktorleri (humoral) de dogal savunma mekanizmasi aktive eden 6zellik géstermektedir.
Humoral sistemi gelisitiren serum faktorleri arasinda en Onemli mekanizmayr monosit,
makrofaj ve nétrofil gibi hiicrelerin sahip oldugu fagositik aktivite olusturmaktadir (Anderson,
1974; Candan ve Karatag, 2010; Magnadottir, 2010).

Baliklarin viicut sivilari ayn1 zamanda ¢esitli mikrobiyal tiriinlere ve mikroorganizmalara karst
reaksiyon olusturan gesitli proteinleri ve peptidleri igermektedir. Bu yapilar; dogal (humoral)
bagisikligin bir boliimiinii olustururken antimikrobiyal peptidler, lizozim, komplement, lektin,
transferrin, pentraxin, C-reaktif proteinleri (CRP) ve serum amiloid proteini (SAP) ve

antiproteazlar1 kapsamaktadir (Anderson, 1974; Ellis, 1988).

Tim canlilarda goriilen inflamasyon ise patojen mikroorganizmanin konak¢inin viicuduna
girmesinden sonra gelisen ve cok sayidaki graniilosit ve makrofaj hiicresinin enfeksiyonun
seyirine bagli olarak biraraya toplanmasi sonucu baligin belirli bir bolgesinde goriilen lokal bir
savunma reaksiyonudur. inflamasyon sonucunda aktif olarak rol alan bu hiicreler sayesinde
enfekte bolgenin diger viicut kisimlarindan ayrilarak kismi bir korumaya alindigi ifade

edilmektedir (Anderson, 1974; Magnadottir, 2010).

Canlilarda herhangi bir hastalik etkeni viicuda girdiginde yukarida belirtmis oldugumuz gibi

spesifik olmayan bagigiklik sistemini olusturan organ, doku, hiicre ve diger yapilar devreye
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girer. Ancak canlinin hastaliga direnci, patojen mikroorganizmanin hastalik yapma yetenegi ve
ortam sartlarinin olumsuzlugu gibi nedenlere bagli olarak enfeksiyonu durdurulamazsa spesifik
olmayan bagisiklik sistemi yerine bu kez konakta spesifik bagisiklik sisteminin devreye girdigi
bildirilmektedir (lIwama ve Nakanishi, 1996; Ellis, 2001; Magnadottir, 2010).

2.3.2. Kazanmilmis Bagisiklik (Spesifik)

Kazanilmis yani spesifik bagisiklik sistemi ise canlinin belirli hastalik etkenleri ile
karsilastiktan sonra ortaya ¢ikar. Bu sistemde enfekte canli patojene karsi gelistirmis oldugu
savunma mekanizmasini kendisine ve bu hastalik etkenleri ile karsilasmamis baska bir canliya

aktarma yetenegine sahip bir diren¢ mekanizmasi gelistirmistir (Anderson, 1974; Ellis, 1999).

Kazanilmig bagisiklik sistemi omurgasiz canlilarda bulunmazken sadece omurgalilarda
bulunur. Kazanilmis bagisiklik cevabinin gelisimi canlilarda as1 uygulamalarinin temel
prensibini olusturmaktadir (Anderson, 1974; Ellis, 1999; Watts ve dig., 2001). Spesifik hafiza,
lenfoid sistemdeki kazanilmis degisiklikleri kapsamaktadir. Kazanilmis bagisiklik yaniti
olusturma yetenegine sahip molekiiller antijen olarak tanimlanmaktadir. Genellikle tiim protein
molekiilleri hatta mikroorganizmalar antijen olarak tanimlanirlarken bu tip antijenik yapilar
spesifik bagisiklik sistemi tarafinda gelistirilen ve ¢ok farkli alanlara sahip biiyiik
molekiillerden olan antikorlara baglanirlar (Anderson, 1974; Ellis, 2001).

Kazanilmis bagisiklik sistemi spesifikligi ve hafiza olusturmasiyla karakterize edilmektedir. Bu
tip bagisiklik sistemi de spesifik olmayan bagisiklik sisteminde oldugu gibi ¢esitli humoral ve
hiicresel (1okositler) faktorlerden olusmaktadir (Anderson, 1974; Ellis, 1999; Watts ve dig.,
2001). Bu bagisiklik belirli bir antijene 6zgiidiir ve antijenle tekrar karsilagildiginda daha hizli
ve giiclii cevap olusturma yetenegine sahiptir. Bu olaylar antikor ve T lenfositleri tarafindan
gerceklestirilirken canlida antijene 6zgii uzun siireli hafizanin gelismesine neden olur. Bununla
birlikte bu tip savunma sisteminde, organizmanin patojene karsi olusturdugu birincil ve ikincil
bagisiklik yanitina gore sivisal (humoral) veya hiicresel (seliiler) diizeyde olabilir (Ellis, 2001;
Zapata ve dig., 2006).

2.3.2.1. Humoral Bagisiklik

Humoral bagisiklik, organizmanin hiicre disinda bulunan antijenlere karsi iiretmis olduklari

glikoprotein yapisindaki antikorlar (immiinglobulinler) sayesinde yapmis oldugu savunma
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seklidir. Kanda bulunan antikorlar, patojenlerin konak hiicresini enfekte etmesini engeller,
toksin ve enfekte hiicrelerin viicuttan uzaklastirilmasini saglarlar (Anderson, 1974; Ellis, 1999;

Tort ve dig., 2003).

Antikorlarin canlinin viicuduna ilk girmesi halinde dncelikle T ve B lenfosit hiicreleri birlikte
reaksiyon verirler. Daha sonraki asamada ise B lenfositler plazma hiicrelerine veya hafiza
hiicrelerine doniisiirler. Plazma hiicreleri kendilerinin olusmasini uyaran antijene 6zgii 6zel
antikorlar iiretirler ve ayni antijenin viicuda bir kez daha girmesi halinde hafiza hiicrelerine
dontigebilecek 6zellige sahip hiicrelerdir. T hiicreleri yardimer hiicreler olarak adlandirilan,
antijenin varligina bagli olarak ¢ogalan, farkli fonksiyona sahip hiicrelerdir. Uzun siire hayatta
kalabilen yardimc1 hafiza hiicrelerine doniiserek, bu sayede antijenin viicuda girdigi ikinci bir
uyarida sayilar1 ¢ogalarak B hiicreleri ile beraber gorev alirlar. Boylece antikor iiretimi daha
hizli sekilde gergeklesir ve birinci uyartya gore daha yiiksek bir reaksiyon olusur. Hafiza

hiicrelerinin bu kabiliyeti dolayisiyla artan bir koruma ve humoral bagisiklik elde edilir (Ellis,
1999).

2.3.2.2. Hiicresel Bagisiklik

Hiicresel bagisiklik cevabi, fagositer hiicrelerde hiicre i¢i yasam gosteren veya fagositer
olmayan hiicreleri enfekte eden mikroorganizmalara kars1 yapilan T lenfosit hiicreleri aracilikli
bir savunma mekanizmasidir. Baliklardaki hiicresel bagisikliktan timusdan koken alan T
lenfositleri sorumludur. Bu hiicrelerin olusturdugu gruplar T yardimcei hiicreleri olusturur ve bu
yapilar hiicresel bagisikliktan da sorumludur. Hiicresel bagisiklik esas olarak; herhangi bir
antijene (bakteri, viriis gibi) karsi makrofajlarin bu antijeni igine alarak fagosite etme

yetenegine dayanir.

Canlinin viicuduna patojen 6zellik gosteren herhangi bir antijen ilk kez girdiginde hiicresel
bagisiklik uyarisinda T lenfosit klonlar1 farkli fonksiyonlu hiicre gruplarina doniiserek hiicresel
yanit olusturur. Bunlar lenfokin iireten hiicreler, sitotoksik hiicreler ve supresor (baskilayict)
hiicrelerdir. Lenfokin iireten hiicreler makrofajlarin spesifik olmayan kapasitelerini arttirir,
sitotoksik hiicreler yabanci hiicreleri lizis ile ortadan kaldirir, supresor (baskilayici) hiicreler ise
antikor ve lenfokin Ttretimini gerektiginde yonlendirerek sona erdirilmesini saglayan
hiicrelerdir (Iwama ve Nakanishi, 1996; Ellis, 2001; Candan ve Karatas, 2010). Savunma

mekanizmasinin ilk basamagi tiim spesifik olmayan faktorleri icermesine ragmen bu faktdrlerin
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aktiviteleri ve miktarlar1 enfeksiyon boyunca degisebilir. Lenfoid sistemde kazanilmig
degisiklikleri igeren spesifik immun mekanizma savunma mekanizmasinin ikinci basamagini

olusturur (Anderson, 1974; Ellis, 2001).

Balik ve diger canlilarda kullanilan as1 uygulamalarinin amact canlinin humoral ve hiicresel
diizeydeki spesifik bagisiklik sistemini giiglendirerek hastalik etkenlerine karsi spesifik
bagisiklik cevabinin gelisimine katkida bulunmaktir (Ellis, 2001; Tort ve dig., 2003;
Magnadottir, 2010). Balik asilar1 ile ilgili ¢alismalart A. salmonicida (Marquis ve Lallier,
1989), V. anguillarum (Harrell ve dig., 1975; Camlibel, 2002) Yersinia ruckeri (Olesen, 1991,
Kubilay ve Timur, 2001), Flavobacterium psychrophilum (LaFrentz ve dig., 2003) gibi balik
patojenlerine karst koruyucu bagisiklik sistemindeki gelisen spesifik antikorlarin roliinii

tanimlamak i¢in kullanilmstir.
2.3.3. Su Uriinleri Yetistiriciliginde As1 Kullanim

Asilar; hastalik etkeni mikroorganizmalar ve onlarin antijen unsurlarindan hazirlanmis olan, bir
hayvana verildigi zaman hastalik meydana getirmeden bagisiklik kazandiran maddelerdir.
Asilamanin ana amaci belirli bir hastaliga kars1 spesifik ve uzun siireli koruma olusturmaktir.
Ozgiilliik ve hafiza, asilama yoluyla kazanilmis bagisiklik olusumunu saglayan iki anahtar
elemandir. Bu sayede antijenle (patojen veya onun lriinleri) ikinci kez karsilasildiginda
daha kuvvetli ve daha hizli bagisiklik cevabi olusumunun saglandig1 goriilmektedir (Ellis,
1988; Watts ve dig., 2001). Mikroorganizmalar tarafindan olusturulan hastaliklara karsi viicut,
bagisiklik sistemi ile yanit verir. Bagisiklik sisteminin hastalik etkeni viicuda girmeden, yani
hastalik gelismeden, etkeni tanimasi ve onu yenecek yaniti gelistirmesi (6rnegin viicudun
gerekli antikoru iiretmesi), asilamanin temel ilkesidir. (Ellis, 1999; Evelyn, 1997; Joosten,

1997; Sommerset ve dig., 2005; Gudding ve Goodrich, 2014).

Baliklar igin ilk asilama c¢alismalar1 1930’larda Kuzey Amerika’ daki salmonid
kuluckahanelerinde furunculosise kars1 yapilmistir (Ellis, 1988). Bilimsel anlamda ilk balik
asis1 c¢alismalart Duff (1942) tarafindan alabalikta Bacterium salminicida’ya karsi
gerceklestirilmistir (Ellis, 1988; Ellis 1999; Joosten ve dig., 1997). Daha sonra 1950’lerde
antibiyotiklerin kullanilmaya baslanmasiyla balik asilamasina ilgi azalmistir. 1960’larda
salmon yetistiriciligi bliyiik Olceklerde yapilmaya basladiginda, ortaya ¢ikan vibriosis,

furunculosis ve yersiniosis gibi temel balik hastaliklar1 antibiyotiklerle kolayca kontrol altina
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alinabilmistir. Ancak salmon sanayisi 1970’lerde hizli bir sekilde geliserek 1980’ in baslarinda
bu bakteriyel patojenler, bir¢ok antibiyotige karsi direng gelistirmistir (Ellis, 1988, Klein ve
dig., 1996). Buna ilaveten kimyasal etkenlerle tedavi giiglesmis ve daha pahali bir yontem
olmustur. Antibiyotige karsi olusan bu direng, su lriinlerindeki hastaliklarin kontroliinde
asillamanin ¢ok arzu edilen bir yontem olmasini saglamistir (Bakopoulos, 1995; Thyssen ve

Ollevier, 2001).

Baliklar ¢esitli faktorlerden dolayr degisik asilama yontemleriyle asilanmaktadir. Bu faktorler
arasinda ortam sartlari, balik tiirleri, balik biiytikliikkleri ve farkli hastaliklara karsi asilama
sayilabilir. Temel asilama yontemleri, enjeksiyon, immersiyon, yeme katilarak verilen oral
yolla yapilmaktadir. Enjeksiyon yontemiyle yapilan asilama ¢alismalarinda asinin etkinligini
arttirmak i¢in Freund’s Complete Adjuvant, su-yag emiilsiyonlar1 ve mineral yag gibi
adjuvantlar kullanilmaktadir. Ancak bu maddelerin birbirlerine gore avantajlar1 ve

dezavantajlar1 bulunmaktadir (Ellis, 1988; Joosten, 1997; Midtlyng, 1997).

Gelistirilmis formiillere gore asilar monovalent ve polivalent olarak hazirlanir. Monovalent
asilarda tek bir patojene ait antijenik iriinler bulunurken, polivalent asilarda birden fazla
patojene ait antijenik tirtinler bulunur. Polivalent asilar ayni1 anda, konagin hassas oldugu birden
fazla hastalik etkenine kars1 koruma sagladigi i¢in daha cok tercih edilmektedir (Sommerset ve

dig., 2005; Gudding ve Goodrich, 2014).

Balik agilarinin bagarili kullanimina bagl olarak isletmelerde hastaliklardan kaynaklanan 6liim
ve verim kayiplarinin, balik ve diger deniz iiriinlerinde diren¢ sorunlarinin, tedavi ig¢in
kullanilan giderlerin ve ila¢ kullanilmasi sonucu olusan g¢evre kirliliginin azaldigi bununla
birlikte yemden yararlanmanin artmasiyla balifin daha hizli sekilde gelisme gosterdigi
bildirilmektedir. Tiiketici saglig1 iizerinde asilarin herhangi bir olumsuz etkisi yoktur (Evelyn,

1997; Magnadottir, 2010).

Su iirlinlerinde kullanilan asilarin ¢ogu salmonidler, 6zelliklede gokkusagr alabaligi ve Atlantik
salmonlar (Salmo salar L.) i¢in gelistirilmistir. Son yillarda ¢ipura, levrek, kalkan (Scopthalmus
maximus), morina, yayin (Silurus glanis) gibi farkli balik tiirlerinin de yetistiriciligi yogun bir
sekilde yapildigr i¢in bu tiirlerde de ¢esitli as1 ¢alismalar1 bulunmaktadir. Bu giiniimiizde

asilarin kullaniminda artisa yol agmistir. Ayrica yogun bir sekilde yetistirilicigine baslanan
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farkli balik tiirlerinde de hastalifin kontrolii i¢in yeni asilarin kullanimina gereksinim

duyulmaktadir (Ellis, 1999; Magarinos ve dig., 1999).

Su tirtinlerinde kullanilan ticari agilarin hemen hepsi {iretim maliyetinin diistikliiglinden dolay1
bakteriyel hastaliklara karsi gelistirilmistir. Biiyiik fermentorlerde bakterilerin ¢ok miktarda
kiltire alinmasi, toksinlerin ve bakteri hiicrelerinin kimyasal olarak (genellikle formalin
kullanilmasiyla) inaktive edilmesi diisiik maliyetlerle yapilabilmektedir (Ellis, 1988). Boyle
basit agilar bakterin olarak adlandirilmakta ve yersiniosis, vibriosis ve soguk su vibriosisine

kars1 yliksek miktarda etkili koruma saglamaktadir (Ellis, 1988; Evelyn, 1997).

Gilinlimiizde ticari asilarin ¢ogu enjeksiyon ve immersiyonla verilecek sekilde formiile
edilmistir (Joosten ve dig., 1995; Joosten ve dig., 1997; Midtlyng, 1997). Vibriosis ve
yersiniosis asilart immersiyon ve enjeksiyonla etkili bir sekilde verilebilmektedir. Bununla
birlikte soguk su vibriosisi ve furunkulozis gibi bazi agilarda optimal etkiyi elde etmek i¢in

injeksiyon i¢inde adjuvant da bulundurulmasi gerekmektedir (Ellis, 1988).

Asmin basarisin etkileyen birgok faktdr vardir. Oncelikle higbir as1 % 100 koruma saglamaz.
Baligin saglik durumu ile ilgili faktorler, hastalik etkeni (bakteriyel, viral), yetistirme sartlari
ile 1lgili faktorler, stres, beslenme yetersizlikleri basariy: etkiler. Ayrica sudaki kirleticiler, agir
metaller, antibiyotikler, ¢evre (sicaklik, pH, sertlik, CO2 miktar1) da etkilidir (Anderson, 1974;
Johnson ve dig., 1982; Ellis, 1988). Asi ile ilgili faktorler; antijenin dozu, antijenin 6zelligi,
asinin uygulanis sekli, asida adjuvantlarin ya da immunostimulanlarin varlig1 da as1 ile ilgili
faktorler arasindadir. Asinin verdigi koruyuculugun saglikl bir sekilde yorumlanmasi i¢in; ast
herhangi bir patojen igermeyen saglikli baliklara yapilmalidir, baligin biiyiikliigi ve bolgenin
bulasikligr g6z Oniline alinarak asilamada en uygun yontem sec¢ilmelidir, stres faktorleri
(oksijen, agir metal ve organik kirlilik gibi) olmamalidir, asilar direkt giin 1s18indan korunmali,
kesinlikle dondurulmamalidir, as1 sisesi acildiginda tiiketilmelidir ve asilamada prospektiislere
kesinlikle uyulmalidir (Anderson, 1974; Johnson ve dig., 1982; Ellis, 1988; Larsen, 1988;
Salati ve dig., 1989; Schill ve dig., 1989).

2.3.3.1 Bakteriyel Balik Asilar

Giliniimiizde balik yetistiriciligi endiistrisinde karsilasilan cesitli bakteriyel hastalik sebeplerine
yonelik as1 ¢alismalar1 yapilmaktadir (Ellis, 1999; Andreoni ve Magnani, 2014; Sommerset ve

dig., 2005). Son 20 y1l igerisinde vibriosisin 6nlenmesi konusundaki ¢aligmalarin biiyiik kismini
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asilama ile ilgili oldugu goriilmektedir. Kuzey Yarimkiire’deki V. anguillarum ve V.
ordalii’den kaynaklanan rutin lisanshi asilar bu hastaliga karsi oldukga etkilidir. Norveg’te
cesitli Vibrio tiirlerine karsi kombine asilar bulunmaktadir. Fakat asilarin hastaliga karsi
koruma saglama siiresi limitlidir. Asilamadan 1.5- 2 yil sonra koruyuculuk azalarak kaybolur
(Bruno ve dig., 1997; Sommerset ve dig., 2005). Ulkemizde su iiriinleri yetistiricligi yapilan
bolgelerdeki firma yetkilileri ile gerceklestirilen goriismelerde edinilen bilgilere gore iilkemiz
deniz balig1 yetistiriciliginde genellikle yurtdisindan getirilen V. anguillarum ve P. damsela

subsp. damsela’ya kars1 etkili olan ticari asilar kullanilmaktadir.

V. anguillarum’a kars1 gelistirilen asilar morina (Espelid ve dig., 1991; Knapspskog ve dig.,
1993; Schroder ve dig., 2006; Mikkelsen ve dig., 2007; Gudmundsdottir ve dig., 2009), kalkan
(Estevez ve dig.,1994), Atlantik somon baligi (Hoel ve dig.,1997), Afrika kedi balig1 (African
catfish) (Vervarcke ve dig., 2004) ve levrek balig1 (Angelidis, 2006; Angelidis ve dig.,2006;
Galeotti ve dig.,2013; Hassanin ve dig., 2014) gibi farkli balik tiirlerinde basariyla
kullanilmaktadir. Ayrica V. ordalii (Velji ve dig., 1990) coho somon baliginda (Onchorhynchus
kisutch), V. salmonicida (Lillehaug, 1990) atlantik somon baliginda (Salmo salar L.), (Schroder
ve dig., 1992) morina baliginda, V. vulnificus (Collado ve dig., 2000; Esteve-Gassent ve dig.,
2004) yilan baliginda (Anguilla anguilla), V. harveyi (Arijo ve dig., 2005) dil baliginda (Solea
senegalensis) ve V. alginolyticus (Morinigo ve dig.,2002; Hassanin ve dig., 2014) ¢ipura
baliklarinda yaptiklari ¢alismalardaki gibi farkli Vibrio patojenlerine hazirlanan monovalent

ticari veya bireysel olarak asilar da mevcuttur.

Joosten ve dig. (1995,1997) ¢ipura, sazan ve alabalik gibi ¢esitli balik tiirleriyle ilgili yaptiklar1
caligmalarda V. anguillarum ile hazirlanan alginat mikropartikiilleri igeren iki farkli asiy1 oral
yontemle uygulamis ve oral asilamanin korumada etkili bir alternatif yontem oldugu sonucunu
elde etmistir. Gravningen ve dig. (1998) ve Afonso ve dig. (2005) levrek baliklarinda goriilen
vibriosis ve pasteurellosis hastaliklarina karsi bu proje kapsamindaki gibi V. anguillarum ve P.
piscicida’ ya kars1 gelistirilen bivalent asilarin yavru levrek baliklarindaki koruyucu etkisini
deneysel olarak aragtirmiglardir. Morinigo ve dig. (2002) yavru ciura baliklarinda V.

alginolyticus ve P. piscicida’y1 igeren bivalent aginin etkisini incelemislerdir.

Yurdumuzda ise Camlibel (2002) V. anguillarum bakterisi ile hazirlanan immersiyon
yontemiyle asilanan 6-9 g levrek baliklarinda serolojik testlerde yiiksek agliitinasyon titreleri

elde etmistir. Cagirgan (2004) levrek yavrularinda vibriosise karsi asi gelistirilmesi ¢aligmasi
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yapmustir. Ekici ve Diler (2010) gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) asilama
yontemlerinin yasama orani lizerine etkisini arastirmistir. Altinok ve dig. (2013, 2014) ise
alabaliklarda V. anguillarum’a karsi yeni asi1 gelistirilmesi {izerine deneysel g¢aligmalar

yapmuglardir.

Pasteurellosise neden olan P. piscicida suslarinin sarikuyruk baliklarinda yapilan incelemeler
sonucunda R-diren¢ plazmidleri gelistirdigi i¢in suslarin ilaca diren¢ kazanmasina bagli olarak
1980’11 yillarin baglarinda itibaren bu hastaliga yonelik asilama ¢aligmalar1 baglamistir (Fukuda
ve Kusuda, 1981; Fukuda ve Kusuda, 1985). Daha sonraki yillarda ise pasteurellosisin
onlenmesinde as1 etkinligini analiz etmek igin ¢ipura (Magarinos ve dig., 1994; Magarinos ve
dig., 1999; Dos Santos ve dig., 2001; Morinigo ve dig., 2002), levrek (Gravningen ve dig.,
1998; Bakopoulos ve dig., 2003; Bakopoulos ve dig., 2015; Andreoni ve dig., 2013), sarikuyruk
(Gravningen ve dig., 2008), kobi (Rachycentron canadum L.) (Ho ve dig., 2011), dil balig1
(Arijo ve dig., 2005) gibi balik tiirleri ile ilgili bir ¢ok farkli ¢alisma yapilmistir.

Magarinos ve dig. (1994), ¢ipura yavrularinda pasteurellosis hastaligina karsi en yiiksek
korumayr intraperitonal enjeksiyonla yapilan asilamada elde etmislerdir. Ancak larva
asamasindaki ¢ipura baliklarinda ise immersiyon yontemiyle agilamanin daha basarili oldugunu
belirtmislerdir (Magarinos ve dig., 1999). Bakopoulos ve dig. (2003) kendi hazirladigi
besiyerinde lirettigi bakterilerle hazirladig1 asiyi, ticari olarak kullanilan pasteurellosis asisiyla,
oral, immersiyon ve enjeksiyon yontemlerini kullanarak levrek baliklarna uygulamis ve
sonuglart karsilagtirmistir. Sonuclar banyo ile asilanan yavru levrek baliklarinda ve
enjeksiyonla asilanan daha biiyiik baliklarda kendi iirettikleri aginin ticari olandan daha basarili

oldugunu gostemektedir.

Yurdumuzda ise Yazici (2004) doktora tez ¢alismasinda levrek baliklarinda pasteurellosise
kars1 alternatif agilama yontemleri lizerine arastirma yapmustir. PLG (polylactide-co-glycolide)
polimerleriyle kapsiillenmis asilarin liyofilize edilerek yeme karistirilip pasteurellosise karsi
oral ast seklinde uygulanmasinin diger mikrokapsiilasyon yontemlerine bir alternatif
olabilecegini bu ¢alisma ile ortaya konmustur. Yazici ve Candan (2006) pasteurellosise kars1
alternarif agilama yontemleri tizerine bir ¢alisma yapmuslar ve farkli yollarla (oral, immersiyon,
enjeksiyon) uyguladiklari agilardan en iyi sonucu enjeksiyonla asilamada elde ettikleri hayatta

kalma oranlariyla bulmuslardir.
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1990’larin basinda ticari olarak iiretilmis ilk balik asis1 V. anguillarum serotip O1 ve O2 igin
tiretilen asidir. Daha sonraki yillarda ise P. piscicida i¢inde ticari asilar piyasaya siiriilmiis ve
uzun siire bu iki as1 ¢ipura ve levrek icin lisans sahibi tek asilar olarak sektorde kullanilmistir
(Sommerset ve dig., 2005, Andreoni ve Magnani, 2014; Gudding ve Goodrich, 2014). Tablo
2.’de goriildiigii gibi gilinlimiizde ticari boyutta iiretilen veya ticari iliretime ge¢ilmemis ¢ok

sayida bakteriyel balik agis1 mevcuttur.

Tablo 2.2: Bakteriyel balik agilar1 (Sommerset ve dig., 2005; Andreoni ve Magnani., 2014).

Bakteriyel Patojen Uygulanan Balik Tiirii Ticari
Vibriosis Salmonidler, morina +
Cipura/levrek, sarikuyruk +
Soguk su vibriosisi Salmonidler +
Kis tlseri Salmonidler +
Furunculosis Salmonidler +
Atipik Aeromonas salmonicida Salmonidler +
Cesitli tatli ve tuzlu su tiirleri -
Piscirickettsiosis Salmonidler +
Flavobacteriosis Salmonidler -
Columnaris Kanal yayin baligi, salmonidler +
Gokkusagi alabaligi fry sendromu Salmonidler -
Edwardsiella septisemisi Kanal yayin baligi -
Yilan baligi, Japon dil balig -
Bakteriyel bobrek hastaligi Salmonidler +
Lactococciosis Gokkusagr alabaligl, sarikuyruk +
Pasteurellosis Cipura/levrek, dil baligi +
Sarikuyruk, cobia -
Streptococciosis Tilapya +

Asya deniz levregi, salmonidler

2.4. BAKTERIYEL BALIK HASTALIKLARINDA KULLANILAN SEROLOJIK
TEKNIKLER

Giliniimiizde kiiltiirti yapilan baliklarda hastalik teshisinin hizli bir sekilde yapilmasi biiyiik
onem tasimaktadir (Austin ve Austin, 2016). Teshis igin geleneksel, serolojik ve molekiiler
olmak tizere birgok yontem kullanilmaktadir. Hizli teshis yoOntemlerinin gelistirilmesi
yetistiricilikte risk olusturan hastaliklarin azaltilmasinda 6nemli bir role sahiptir. Geleneksel
metotlar olan bakteriyolojik, parazitolojik, mikolojik ve virolojik metotlar kiiltiirii kolay yapilan
patojenler i¢in kullanilmasina ragmen bazi patojen tiirlerin identifikasyonu i¢in bu yontemler

pahali, zaman alic1 ayrica uzmanlik gerektirmektedir (Anderson, 1974).
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Serolojik teknikler balik hastaliklarina neden olan patojenlerinin belirlenmesinde kullanilan
alternatif yontemlerdir. Bu teknik hastalik olusturan bakterilerin balikta olusturdugu yanitin
belirlenmesini saglamaktadir. insan ve hayvanlarin serumlarinda antikorlarin varligi énceden
patojenlere maruz kaldiklarin1 ifade eder ve bu metotlar insan ve veteriner hekimlikte
hastaliklarin teshisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu testler kullanilarak baliklarda
bagisiklik caligsmalar ile baglantili olarak balik hastaliklarinin teshisi yapilmakta ve boylece

hastaliklara karsi 6nlemlerin alinmasi saglamaktadir (Anderson, 1974; Adams ve dig., 2008).

Giiniimiizde balik hastaliklarinda lam agliitinasyon, micro-well agliitinasyon, ELISA, Floresan
Antikor Teknigi (FAT), Western-blot, komplement fiksasyon, immunodiffiizyon,
hemaglutinasyon ve presipitin reaksiyonu gibi cesitli serolojik teknikler kullanilmaktadir
(Anderson, 1974; Schill, 1989; Anderson, 1990; Timur ve Timur, 2003; Adams ve dig., 2008;
Austin ve Austin 2016).

2.4.1. Agliitinasyon Teknikleri

Lam, tiip, ve mikro-well agliitinasyon olmak iizere c¢esitli aglutinasyon yodntemleri patojen
suslarin serolojik karsilagtirilmasinda, bakteriyel balik hastaliklarinin teshisinde ve balik
patojenlerine kars1 serumda antikor aranmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Toranzo ve

dig., 1987; Schill, 1989; Anderson, 1990; Roberson, 1993).
2.4.1.1. Lam Agliitinasyon

Agliitinasyon; siispansiyon halindeki bakterilerin ortamda bulunan kendi antikorlar1 ile
birlesmesi halinde ortaya ¢ikan gozle goriilebilir kiimeler halindeki ¢okeltilerin olusmasidir

(Anderson, 1974; Plumb ve Bowser, 1983; Austin ve Austin, 2016).

Balik hastaligi ile ilgili arastirmalarinda en ¢ok kullanilan serolojik yonemlerden biri olan lam
agliitinasyon, kan serumunda mevcut antikorun varligini antikor kiimeleri ya da antijen
tastyicilari ile goriilebilmesi prensibine dayanir. Olusan ¢okelti kiimeleri tabana ¢oker ve gozle
veya mikroskopta tespit edilir (Anderson, 1974; Toranzo ve dig., 1987; Roberson, 1993; Timur
ve Timur, 2003; Austin ve Austin, 2016).
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Bu yontemi Kubilay ve Timur (2001) Y. ruckeri’ye kars1 asilanan gokkusagi alabaliklarinda,
Camlibel (2002) ise V. anguillarum’a kars1 asilanan levrek baliklarinda asilama sonrasinda

serumda olusan antikor varliginin arastirilmasinda kullanilmislardir.
2.4.1.2. Micro-well Agliitinasyon

Mikro-well agliitinasyon testi serolojik tani ve smiflandirmanin temelini olusturan testlerden
biridir ve balik saghg ile ilgili yapilan ¢alismalarda antijene karst serumda olusan antikor

titresini belirlemede kullanilir (Anderson, 1974; Schill ve dig., 1989).

Micro-well agliitinasyon testi levrek baliginda (Angelidis ve dig., 2006) V. anguillarum,
(Gravningen ve dig., 2008) P. piscicida, ¢ipura baliginda (Magarinos ve dig.,1994) P.
piscicida, kalkan baliginda (Estevez ve dig., 1994) V. anguillarum asisina karsi serumdaki
antikor miktarini tespit etmek i¢in kullanilmistir. Yurdumuzda ise Kubilay (1997) doktora tez
calismasinda gokkusagi alabaliklarinda Y. ruckeri ve Camlibel (2002) yiiksek lisans tez
calismasinda levrek baliklarinda V. anguillarum’a karsi serumda olusan antikor miktarini

belirlemede bu teknigi kullanmigladir.
2.4.2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) balik hastaliklar1 ¢alismalarinda antijenin
varligint gostermek, serumdaki spesifik antikorlarin varligini arastirmak ve hastalik
etkenlerinin serotiplendirme calismalarinda ve hastaliklara karsi as1 gelistirilmesi ile igili
calismalarda yaygin olarak kullanilan serolojik bir tekniktir (Timur ve Timur, 2003; Austin ve
Austin, 2016).

Antikor- antijen birlesmesini ortaya ¢ikarmak igin test sirasinda antikora baglanabilen enzim
ve ona uygun enzim substrati konur. Bu teknikte antikor molekiilii direkt veya indirekt enzimle
antijene baglanir. Enzimle isaretlenmis antikor ve antijen arasindaki reaksiyonu gostermek i¢in
enzim substrati eklenir. Enzim substrat ile reaksiyona girer ve renk degisimi ortaya ¢ikar. Bu

renk degisimi spektrofotometrede okunur (Anderson, 1974; Timur ve Timur, 2003).

ELISA’nin P. piscicida (Bakopoulos ve dig., 1997), V. anguillarum (Galeotti ve dig., 2013)
gibi balik patojenlerinin identifikasyonunda ve bazi Vibrio tiirlerinin serotiplendirilmesinde

(Espelid ve dig.,1991; Mikkelsen ve dig.,2007) basarili bir sekilde kullanildig1 bildirilmistir.



28

Romestand ve dig. (1993) vibriosis hastaliginin hizli teshisinde bu teknigi kullanmistir. Bazi
arastiricilar ise farkli balik tiirlerinde hastaliklara kars1 gelistirilen as1 calismalarinda serumdaki
antikor seviyesini belirlemede bu teknigi kullanmiglar ve basarili sonuglar elde etmislerdir.
Gudmunsdottir ve dig. (2009) morina baliklarina, Galeotti ve dig. (2013) levrek baliklarina
kars1 gelistirdikleri V. anguillarum asilari ile ilgili ¢alismalarinda bu teknigi kullanmis ve asiya
kars1 gelisen serumdaki antikor seviyesini basarili olarak tepsit etmislerdir. Bakoupoulos ve
dig. (2015) levrek baliklarinda uyguladiklar1 P. piscicida asist ile ilgili yaptiklar1 calismada, Ho
ve dig. (2011) kobi (Rachycentron canadum L.) baliklarinda, Andreoni ve dig. (2013) ise levrek
baliklarinda P. piscicida asis1 ¢alismalarinda serumdaki antikor miktarini 6lgerek asinin etkisini
belirlemede bu teknigi kullanmiglardir. Yurdumuzda ise bu teknik Akayli (2001) tarafindan

kiiltiir ¢ipura baliklarindaki vibriosisin teshisinde kullanilmistir.
2.4.3. Western Blot Teknigi

Western blotting testi ile bakteri tiirline 6zgii proteinin, ayni tiire kars1 6zel olarak gelistirilen
monoklonal veya poliklonal antikorlar ile tespiti gerceklestirilir (Brunette, 1981). Bu teknik
cesitli arastiricilar tarafindan A. salmonicida (Chart ve dig., 1984), V. anguillarum (Cipriano ve
dig., 1985; Norqvist ve dig.,1989; Santos ve dig.,1997), P. piscicida (Bakopoulos ve dig.,1997)
ve A. hydrophila (Dooley ve dig.,1986) gibi balik patojenlerinin teshisinde ve teshisin
konfirmasyonunda, Knappskog ve dig., (1993) morina baliklarinda V. anguilarum’un
izolasyonu ve serotiplendirme g¢alismalarinda, Ho ve dig., (2011), P. piscicida’ya kars1 as1
gelistirilmesi ile ilgili calismada, Mikkelsen ve dig., (2011) ise vibriosise kars1 asilanan morina
baliklarinda asiya Ozgii olarak olusan spesifik antikorlarin tespitiyle ilgili caligmada

kullanmustir.
2.4.4. Floresan Antikor Testi (FAT)

Floresan Antikor Teknigi (FAT) 1950’11 yillardan bu yana bir¢ok bakteriyel balik hastalik
etkenlerinin dokuda arastirilmasinda veya baliklarda antijen ya da antikorlarin arastirilmasinda
kullanilmis ve hizli sonu¢ alindigindan dolay:r siklikla tercih edilen bir yontem olmustur
(Anderson, 1974; Anderson, 1990; Timur ve Timur, 2003; Kubilay ve Timur, 2001; Austin ve
Austin, 2016). Floresan Antikor Tekniginde antikor molekiillerinin bazi floresan boyalara olan
duyarlilik o6zelligi ile antikorlarin spesifik antijenlere olan duyarlilik 6zelliklerinden

yararlanilmaktadir. Floresan iceren boyalar antikorlara baglanir ve antijen ile reaksiyona giren
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antikorlarin goriildigii bolgelerde UV 15181 floresan boyay1 ortaya ¢ikarir. Bu teknikler direkt
Floresan Antikor Teknigi (FAT) ve indirekt (IFAT) boyama yontemleri ile uygulanir
(Anderson, 1974; Plumb ve Bowser, 1983).

Bu teknigi (Nelson ve dig.,, 1985) gokkusagi alabaliklarinda V. anguillarum’un
identifikasyonunda, yurdumuzda ise (Kubilay, 1997; Kubilay ve Timur, 2001) yersiniosisin
teshisinde ve Y. ruckeri’ye karsi asilanmis gokkusagi alabaliklarinda gelisen spesifik

antikorlarin tespitinde kullanmigladir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. MALZEME
3.1.1. Bahk Materyali Temini

Bu projede incelenen levrek baliklariin temini i¢in Temmuz 2015-Temmuz 2016 tarihlerini
kapsayan 1 yillik siirecte Ege Bolgesi’'nde bulunan bir igletmeye 5 kez gidilerek asilanmis ve
astlanmamus baliklardan (kontrol amaciyla) 6rnekleme yapilmistir. Tez projesinin kabul edilme
zamanina ve isletmenin agilama takvimine bagli olarak bes kez, belirlenen tarihlerde (temmuz,
ekim, kasim, nisan ve haziran aylarinda) bu isletmeye gidilmistir. V. anguillarum serotip O1 ve
P. piscicida’ya kars1 gelistirilmis karma asiyla enjeksiyon yontemiyle asilanmig agirliklar: 10-
100 g arasinda degisen 60 adet asilanmis ve 20 adet agilanmamis levrek baligi 0.5 ppm oraninda

2-fenoksietanol i¢eren su igerisinde anesteziye tabi tutulmustur.
3.1.2. Arastirmanin Yapildig: Yer

Ornekleme i¢in temin edilen asilanmus balik 6rnekleri deniz kafeslerinden cikartildiktan sonra
isletmeye ait deniz iistiindeki sabit bir ¢alisma alanina getirilmistir. Asilanmig baliklardan kan
ve serum Orneklerinin toplanmasi yani sira bakteriyolojik ekimlerle ilgili ¢alismalara burada

devam edilmistir.

Saha drnekleme calismalarinda temin edilen serum Srnekleri diger incelemeler igin Istanbul
Universitesi Su Bilimleri Fakiiltesi Su Uriinleri Yetistiriciligi ve Hastaliklar1 Boliimii Balik
Hastaliklari-Mikrobiyoloji Laboratuvari’na getirilmistir. Lam agliitinasyon, Micro-well

agliitinasyon ve ELISA ¢alismalar1 bu laboratuvarda gergeklestirilmistir.
3.1.3. Baliklardan Kan ve Serum Orneklerinin Elde Edilmesi

Anestezi islemi yapilan baliklardan steril bir sekilde kan 6rnekleri alinmistir. Bu amagla baligin
kaudal venasiin bulundugu kuyruk sap1 bolgesi dezenfekte edilmis ve daha sonra steril bir
enjektor yardimi ile buraya girilerek kan ornekleri elde edilmistir (Ellis, 1988; Timur ve Timur,
2003). Sekil. 2°de goriildiigii gibi alinan bu kan 6rnekleri ticari olarak satilan ve kanin serum
kismmin ayrismasi igin kullanilan tiiplere konulmustur. Ornekler bir saat oda sicakliginda

bekletildikten sonra soguk zincirde (+4°C) muhafaza edilerek i. U. Su Bilimleri Fakiiltesi Balik
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Hastaliklari-Mikrobiyoloji Laboratuvari’na getirilmistir. Sonraki asamada ise bu kan 6rnekleri
sogutmal1 santrifiijde +4°C’ de 2500 rpm’de 15 dak.’lik siireyle santriflij edilmis, iistte kalan
stvi serum kismi Pasteur pipeti yardimiyla dikkatli bir sekilde steril eppendorflara esit hacimde
boliinmiistiir. Elde edilen 6rneklerin yakin zamanda aragtirmada kullanilacak olan miktar1 derin
dondurucuda (-20 °C’de) muhafaza edilirken, daha ileriki ¢alismalarda kullanacak oldugumuz
serum ornekleri ise TUBITAK tarafindan desteklenen bir &nceki projemizden temin edilen

Labconco marka liyofilizator ile liyofilize hale getirildikten sonra saklanmustir.

i

Sekil 3.1: Ciftlik ortalnda baliklardan kan alma islemi.

3.1.4. Arastirmada Kullanilan Besiyerleri, Kimyasallar, Antiserum ve Konjugatlar

Calismada referans bakteri olarak kullanilan V. anguillarum serotip O1 ve P. piscicida
suglarinin bakteriyolojik 6zelliklerinin konfirmasyonu i¢in yapilan testlerde Tryptic Soy Agar
(Merck, 1.05458), TrypticSoy Broth (Merck, 1.05459), TCBS agar besiyeri (Merck, 1.10263),
Nutrient Broth (Merck 105443), Oksidasyon/Fermentasyon Hugh Leifson bazal besi yeri
(Merck 110280), Agar Agar (Merck 101613), Methyl Red/Voges Proskauer (HiMedia, M070),
Nitrat Broth (Merck 110204), Ure Agar bazal besiyeri (Merck, 1.08492), Ure (Merck 108486),
Simon’s Sitrat Agar (Merck 102501), Eskulin Agar (HiMedia, M493), L-arjinin-
monohidroklorit (Merck 1015440), Jelatin (Merck 104078), Nisasta (Merck, 1.01253), D-
mannitol (Merck 5980), laktoz monohidrat (Merck, 1.07657), D-fruktoz (Merck, 1.05323), D-
xylose (Merck, 816 M195789), L-ornithine monohydrochoride (Merck, 1.06906), D+ galactose
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(Merck, 1.04058), myo-inositol (Merck, 1.04728), L+ arabinose (Merck, 1.01492), L-lysine
monohydrochoride (Merck, 1.05700), D+glukose anhydrous (Merck, 1.08337) mannoz
(Merck, 105984), d-galaktoz (Merck, 104061), d-sorbitol (Doga ilag), trehaloz (Merck,
108216), sukroz (Merck, 107687) ve maltoz (Merck, 1.05910) kullanilmistir.

Bu ¢alismada gergeklestirilen serolojik tekniklerde kullanilmak iizere yurt disindaki Aquatic
Diagnostics firmasindan monoklonal tavsan antiserumlar1 Anti-European sea bass (D. labrax)
IgM monoklonal antikoru (Mab)-FO1 ve Photobacterium damselae subspecies piscicida
antikoru (Mab)-P02 satin alinmistir. Ayrica ELISA’da konjugat olarak da Sigma firmasinin
tiretmis oldugu anti-mouse IgG peroksidaz konjugati-HRPO (Horseradish Peroxidase— A9044)

yurticindeki aract bir firma vasitast ile temin edilmistir.

3.2. YONTEM
3.2.1. Bakteriyolojik Calismalar

Bu calismada referans bakteri olarak izmir Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii’'nden temin
edilen bir adet referans P. piscicida susu yani sira ayni arastiricinin yurdumuzdaki hasta levrek
baliklarindan izole etmis oldugu V. anguillarum serotip O1 izolat1 kullanildig1 i¢in yurtdisindan

ayrica bakteri teminine gidilmemistir.

Oncelikle temin edilen bu iki adet bakterinin morfolojik ve biyokimyasal &zellikleri
Fakiiltemizdeki Balik Hastaliklari-Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda yiiriitiilen ¢alismalarla teyit
edilmeye calisilmistir. Bu bakterilerin Gram, hareket, sitokrom oksidaz, katalaz, OF
(Oksidasyon Fermantasyon), TCBS (Thiosulphate Citrate Bile Salt Sucrose Agar), MR/VP,
indol, nitrat, arjinin, lizin, ornitrin ve seker testleri gibi bakteriyolojik identifikasyona yonelik

testler yapilmistir.

Orneklemeler siiresince her drneklemede 2’ser adet balik drnegi segilerek 2-fenoksietanol ile
bayiltildiktan sonra aseptik kosullar altinda insizyon ile viicut boslugu a¢ilmis ve karaciger,
bobrek ve dalak gibi i¢ organlardan Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerine ekimler yapilmistir
(Sekil. 3.2). Bu petriler 22 °C’de 3-4 giin siireyle inkiibe edilmistir.
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Sekil 3.2: Ciftlik ortaminda baliklardan bakteriyolojik ekimlerin yapimi.

3.2.2. Serolojik Inceleme

Bu caligmada baliklar i¢in patojen olan mikroorganizmalardan V. anguillarum serotip O1 ve P.
piscicida’ya kars1 agilanmis balik serumunda geligen antikorlarin varligini ve seviyesini tespit
etmek i¢in serolojik yontemlerden olan lam agliitinasyon, micro-well agliitinasyon ve ELISA’y1
kullanilmistir. Bu yontemlerde kullanilmak iizere iki patojen bakteriye 0Ozgii levrek
immunoglobulinine kars1 gelistirilen ve (Mab)-FO1 ve (Mab)-P02 antikorlar1 kullanilmistir.
Arastirmada asilanmis ve asilanmamis 10-100 g agirligindaki levrek baliklarinin serum
orneklerinde gelisen antikor seviyelerinin tespitinde lam ve micro-well agliitinasyon yontemleri

tercih edilmistir.
3.2.2.1. Lam Agliitinasyon Testi

Agliitinasyon testi i¢in yerli sug ve referans bakterilerimizden tiim bakteri antijenleri ve ‘O’
antijen Ornekleri hazirlanmis ve lam agliitinasyon testinde kullanilmustir. Test antijenleri ve
baliklardan elde edilen serum ornekleri esit hacimlerde temiz bir lam {lizerine damlatilmis ve
olugsan ¢okelme reaksiyon sonuclari 2-3 dakika icerisinde degerlendirilmistir (Toranzo ve
dig.,1987; Kubilay, 1997). Negatif serum 6rnegi olarak asilanmamis baliklardan elde edilen

serum Ornekleri kullanilmistir.
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3.2.2.2. Micro-well Agliitinasyon Testi

Micro-well agliitinasyon tekniginde 6ncelikle yuvarlak tabanli, 96 gukurlu mikroplak 6nceden
hazirlamis oldugumuz ve asinin igeriginde bulunan bakteriler olan iki farkli ‘O’ antijeni (V.
anguillarum, P. piscicida) ile kaplanmigtir. Daha sonra her bir kuyucuga asilanmis ve
asillanmamuis baliklardan elde edilen ve farkli diliisyonlar1 hazirlanan serum 6rneklerinden 100

ul’lik hacimde ilave edilmistir.

Asilanmamig ve farkli donemlerde asilanmig baliklardan farklt 6rneklemelerde alinan
kanlardaki serumlar incelenmeye baslanmustir. iki farkli bakteri icin hazirlanan plaklarin her
ikisinin de ilk siitununa farkli donemde alinmis asilanmis ve asilanmamis baliklarin kanlarindan
elde edilen serumlar 1/10’1uk diliisyonlar seklinde ilave edilmistir. Plaklarin ilk siitunu harig
diger biitliin ¢ukurlarina 25 pl fizyolojik su konulmustur. Sonrasinda serumlar 1. siitundan
itibaren 25 pul’si alinarak 2. siituna eklenmis ve karistirilmis ve sonugta 2. siitunda 1/20 diliisyon
elde edilmistir. Bu isleme biitiin gukurlar i¢in devam edilerek ¢ift katli dillisyonlar yapilmistir.
Daha sonra ise her gukura hazirlanmis olan antijen 25 pl olarak ilave edilmistir. Plaklar iki saat
+37 °C’de bekletildikten sonra +4 °C’de tiim gece boyunca inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda
cukurlarin tabaninda bulanik kenarli ¢okeltilerin gézlenmesi pozitif agliitinasyon reaksiyonunu
gosterirken, keskin kenarli ¢okeltilerin gozlenmesi ise negatif sonug olarak degerlendirilmistir

(Toranzo ve dig., 1987; Roberson, 1993).

Plaklarin 1. siitununun A, B, C, D, E, F, G ve H kuyucuklarina sirasiyla; A: 2 haftalik agilanmis
balik serumu, B: 40 giinliik asil1 balik serumu, C: 2 aylik asili balik serumu, D: 4 aylik asili
balik serumu, E: 6 aylik asili balik serumu, F: 8 aylik agil1 balik serumu, G: 12 aylik asil1 balik
serumu, H: agilanmamig balik serumu konulmus ve soldan saga dogru biitiin kuyucuklar i¢in

cift katli serum diliisyonlar1 yapilmistir.
3.2.2.3. Enzyme- Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Bu proje kapsaminda; asilanmis ve agilanmamis levrek baliklarinda patojen bakterilere karsi
gelisen antikor seviyesinin dl¢iilmesi i¢in ticari firmadan temin edilen antikorlar dogrultusunda
ELISA uygulanmistir. Gergeklestirilmis olan ELISA’da farkl arastiricilarin kullanmis oldugu
metodlar modifiye edilerek uygulanmistir (Knappskog ve dig., 1993; Bakopoulos ve dig., 1997;
Galeotti ve dig., 2013).
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ELISA’nin uygulanma asamasinda oncelikle yerli V. anguillarum izolati ve referans P.
piscicida susundan sonike bakteri antijenleri hazirlanmistir. S1v1 besiyerinde 18-24 saat siireyle
iiretilen her bir bakteri 6rnegi santrifiijdeki yikama islemlerinin ardindan Fakiiltemiz I¢ Sular
Anabilim Dali’na ait laboratuvarda bulunan Bandelin Marka sonikator kullanilarak sonike

edilmistir.

Hazirlanan bu iki farkli antijenin gémiildiigii plaklarin her bir kuyucuguna karbonat/bikarbonat
tampon soliisyonu ile optik yogunluk 610nm’ de 1 (108 hiicre/mililitre) olacak sekilde hazirlanan
bu antijen 6rneklerinden 100’er ul hacimde eklenmistir. Plaklar buzdolabinda bir gece +4 °C’de
bekletilerek antijenlerin kuyucuklara yapismasi saglanmistir. Kuyucuklar 9%0.05 oraninda
Tween 20 iceren PBS ile ii¢ kez yikandiktan sonra 150’°ser pul Bovine Serum Albumin (BSA)
iceren bloklama soliisyonu ile kaplanmistir. Bloklama islemi uygulanan kuyucuklara asilanmis
ve agilanmamis baliklardan elde edilen serum Orneklerinden (negatif kontrol olarak) farkl
diltisyonlar (1/10, 1/20, 1/50, 1/100, 1/1000) denenmis ancak 1/20 oraninda sulandirilan serum
orneklerinin daha kuvvetli reaksiyon vermesi nedeni ile bu diliisyon orani tercih edilmis ve her

bir kuyucuga serum orneklerinden 100’er pl ilave edilmistir.

Yapilan yikama islemlerinin ardindan kuyucuklara bakteriye 6zgii monoklonal anti- levrek
antikoru (Mab) iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda diliie edildikten sonra 100’er pl
oraninda konulmus ve plaklar 20 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Yikama islemlerinin ardindan
peroksidaz konjugati-HRPO (Horseradish Peroxidase- Sigma A9044-2ML) ile isaretli anti-fare
immunoglobulini kuyucuklara ilave edilerek 20 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Yikama
asamasinin ardindan substrat olarak kuyucuklara %0.04 ml H202 ve %0,04 mg konjugata uygun
o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD-Sigma P1526-25G) substrati ilave edilmis, 2 M
H2SOs (50 pl) eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Sonuglar Bio-tek Instruments marka

spektrofotometre ile 540nm’de okunarak gelisen antikor seviyeleri tespit edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. BAKTERIYOLOJIK BULGULAR

Bu calismada referans bakteri olarak kullanilan V. anguillarum serotip O1 ve P. piscicida
suslarinin  bakteriyolojik 0zelliklerinin konfirmasyonu i¢in bir takim morfolojik ve

biyokimyasal testler yapilmistir.

TSA besiyerinde krem renkli koloniler (Sekil. 4.1a) olusturan ancak TCBS besiyerinde sar1
renki koloniler olusturan bakterilerin (Sekil. 4.2) genel olarak Gram-negatif (Sekil. 4.3),
hareketli, sitokrom oksidaz, indol, VP, ONPG, sitrat testlerinin pozitif olmas1 yani sira arjinin
dehidrolaz testinin ve sukroz gibi bazi sekerleri kullanmasi ve diger 6zellikleri nedeniyle bu

bakteri V. anguillarum olarak identifiye edilmistir (Tablo. 4.1).

Bununla birlikte TSA besiyerinde beyazims: krem renginde koloniler olusturan (Sekil. 4.1b),
Gram-negatif (Sekil. 4.4), hareketsiz, MR testlerinde pozitif reaksiyon gosteren, indol, VP,
ONPG, sitrat ve sukroz testlerinde negatif reaksiyon vermesi nedeniyle ve (Tablo. 4.1)’de
belirtildigi gibi diger biyokimyasal 6zellikleri nedeniyle incelenen bakteri de P. piscicida olarak
identifiye edilmistir. incelenen bu iki bakterinin dzellikle metil red (Sekil. 4.5), indol (Sekil.
4.6), ONPG (Sekil. 4.7) ve sukroz testlerinde (Sekil. 4.8) farkli reaksiyonlar verdigi dikkati
cekmistir.
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Sekil 4.1: (a) V. anguillarum (V) ve (b) P. piscicida (P) kolonilerinin petrideki (TSA) gériiniimi.

Sekil 4.2: V. anguillarum (V) ve P. piscicida (P) suslarinin TCBS besiyerindeki goriiniimii.
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Tablo 4.1: Calismada kullanilan referans bakterilerin ayirt edici karakteristik 6zellikleri.

Ozellikler

Vibrio anguillarum
(yerli izolat)

Pasteurella piscicida
(referans bakteri)

Gram boyama

Hareket

O/F

Oksidaz

Katalaz

VP

TCBS

Indol

ONPG

0/129’a hassasiyet

Metil Red

Nitrat

H.S

Sitrat

Kazein

Hidroliz

Arjinin

Ornitrin

Lizin

Eskulin

Nisasta

Jelatin

+|+ [+

Ure

Asit Olusumu

Arabinoz

Sukroz

Mannitol

Mannoz

Sorbitol

Glukoz

++ |+ [+]|+ [+

Inositol

Maltoz

Laktoz

Ksiloz

Trehaloz
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Sekil 4.3: Gram-negatif boyanma 6zelligi gosteren, virgiil sekilli V. anguillarum’a ait bakteri
hiicrelerinin goriiniimii (X1000).
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Sekil 4.4: Gram-negatif boyanma 6zelligi gosteren P. piscicida’ya ait bakteri hiicrelerinin goriiniimii
(X1000).
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Sekil 4.5: Metil Red (MR) testinde K (kontrol), V. anguillarum (V) negatif ) ve P. piscicia P)
pozitif (+) reaksiyon sonucu.

] kil . |
Sekil 4.6: Indol testinde K (kontrol), V. anguillarum (V) pozitif (+) ve P. piscicida (P) negatif (-)
reaksiyon sonucu.



41

o

,
)

:u»ngk.\ T

JY
p

Sekil 4.7: ONPé testinde K ntol), V. anuiru ( pozitif ( ve P. piscicida (P) negatif (-)
reaksiyon sonucu.

Sekil 4.8: Sukroz testinde K(kontrol), V. anguillarum (V) pozitif (+) ve P. piscicida (P) negatif (-)
reaksiyon sonucu.
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Ayrica inceledigimiz asilanmig ve asilanmamis balik orneklerinin i¢ organlarindan yapilan
bakteriyolojik ekimler sonucunda %1.5 NaCl i¢eren TSA ve TCBS besiyerlerinde Vibrio sp. ve
Pasteurella sp. siipheli herhangi bir bakteri kolonisinin tiremedigi gozlenmistir. Ancak 5.
orneklememizdeki asilamanin iizerinden 15-20 giin gecen baliklarda yapilan otopsi sonucu
internal anatomisinde i¢ organlar1 kapsayan yag dokusu iizerinde graniilomatdz lezyonlar
dikkati cekmistir (Sekil. 4.9). Diger 6rneklemelerdeki incelenen baliklarda ise bdyle bir

durumla karsilagilmamustir.

Sekil 4.9: Asilanmig baliktaki graniilomatdz lezyonlarin goriintiisii.

4.2. SEROLOJIK BULGULAR

Bu ¢alismada bivalent balik asilar1 ile asilanan ve asilanmamis (kontrol olarak kullanilan
baliklar) kiiltiir levrek baliklarinin serum 6rneklerindeki antikor seviyesinin belirlenmesinde

lam ve micro-well agliitinasyon teknikleri yan1 sira ELISA gibi serolojik testler kullaniimistir.
4.2.1. Lam Agliitinasyon Testi Bulgular:

Calismada sonikasyon islemine tabi tutularak hazirlanan antijen 6rnekleri yani sira 100 °C‘de
kaynatilarak hazirlanan ‘O’ antijeni olmak tizere iki tip antijen 6rnegi kullanilmistir. Lam
agliitinasyon tekniginde V. anguillarum antijeni ile reaksiyon olustugu gozlenirken (Sekil.
4.10a), P. piscicida antijeni ile olusan reaksiyonun daha zayif oldugu dikkati ¢ekmistir (Sekil.
4.10b). Asilanmamig balik 6rneklerinden elde edilen serum 6rneklerinde ise 1s1kli mikroskopta
goriildiigli gibi beyaz ¢okelti olusmamasi nedeniyle negatif reaksiyon olarak kabul edilmistir

(Sekil. 4.10¢).
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Sekil 4.10: Lam agliitinasyon testindeki reaksiyonun 1s1kli mikroskop altindaki goriintiisii. (a) pozitif
reaksiyon (V. anguillarum), (b) zayif reaksiyon (P. piscicida), (c) negatif reaksiyon.

4.2.2. Micro-well Agliitinasyon Testi Bulgular:

Test i¢in iki farkli ‘O’ antijeni (V. anguillarum ve P. piscicida) ile kaplanan mikroplaklarin her
bir kuyucuguna ornekleme yapilan baliklardan farkli zamanlarda elde edilen ve 1/10°luk
diliisyonlar1 hazirlanan serum 6rneklerinden 100’er pl’ lik hacimde ilave edilmistir. Plak iki
saat 37 °C’ de bekletildikten sonra +4 °C’ de tiim gece boyunca buzdolabinda bekletilmistir.
Asilanmamis ve farkli donemlerde asilanmis baliklardan alinan kan 6rneklerinden elde edilen
serum Ornekleri ile yapilan mikro-well agliitinasyon testi sonucuna gore antijen olarak asinin
icerigini olusturan iki farkli referans bakterinin (V veya P) kullanildig1 plaklarin satirlarina ait
kuyucuklarin tabaninda Sekil. 4.11 ve Sekil 4.12°de goriildigi gibi antijen-antikor
birlesmesinden kaynaklanan bulanik kenarli beyaz c¢okeltilerin gozlendigi (A-G satirlari)
dikkati ¢cekmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan H satirindaki asilanmamais balik 6rneklerine
ait serumlarda ise herhangi ¢okelmenin olusmadigi ve kontrol grubunun negatif sonug verdigi

gozlenmistir.
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Sekil 4.12: P. piscicida antijenine (P) ait micro-well plaginin goriintiis
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Plaktaki 6rneklerin spektrofotometredeki 6l¢timleri sonucunda ise Tablo. 4.2°de goriildiigii gibi
incelemis oldugumuz bivalent asinin levrek baliklarinda farkli dilisyonlarda degisen antikor
titreleri gosterdigi gozlenmistir. V. anguillarum asisinin 40 giinliik ve 4 aylik asilanmig levrek
baliklarinda yiiksek reaksiyon olusturdugu gozlenirken, P. piscicida asisinin ise en yiiksek

degeri 40 giinliik baliklarda gosterdigi dikkati ¢gekmistir.

Tablo 4.2: V. anguillarum ve P. piscicida’ya kars1 asilanmig baliklarin micro-well testindeki antikor

titreleri.
Serum diliisyonlari Antikor titreleri
Zaman
V. anguillarum P. piscicida | V. anguillarum P. piscicida

2 haftalik 1:10 1:320 0,75 0,30
40 giinlik 1:10 1:160 1 0,57
2 aylik 1:10240 1:10240 0,83 0,40
4 aylik 1:10240 1:10240 0,92 0,33
6 aylik 1:10 1:2560 0,72 0,30
8 aylik 1:80 1:640 0,62 0,34
12 aylik 1:160 1:320 0,65 0,25
Asilanmamug balik 1:2560 1:10240 0,2 0,1

4.2.3. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Bulgulari

Yapilan ¢alismada asilanmamis ve farkli donemlerde asilanmis baliklardan elde edilen serum
orneklerindeki antikor seviyelerinin tespit edilmesi ve karsilastirilmast i¢in ylriitiilen
ELISA’da asimin igeriginde bulunan iki farkli patojen i¢in V. anguillarum ve P. piscicida’nin

antijen olarak kullanildig1 farkl iki plak ile ELISA uygulanmustir.

Sekil. 4.13’de goriildigii gibi V. anguilarum antijeniyle kapli plagin 1. siitunda bulunan A, B,
C ve D satirlarinda ilk 6rneklemede asilanmamis baliklardan elde edilen serum 6rnekleri ilave
edildigi i¢in antijen- antikor reaksiyonunun ¢ok zayif oldugu tespit edilmistir. En kuvvetli
reaksiyon ise 5. siitunda bulunan 40 giinliik asil1 baliklardan ve 7.-8. siitunlarda bulunan farkl
donemlerde O6rnek alinmis 4 aylik asilanmis baliklardan elde edilen serum orneklerinde
gbzlemlenmistir. 12 aylik asilanmis baliklarda ise bir grubun (yukaridan asagiya dogru 17.
stitundaki 4 farkli balik serumu) yiiksek reaksiyon verdigi bununla birlikte ayn1 donemdeki
farkli baliklara ait serum 6rneklerinin (yukaridan asagiya dogru 18. siitundaki 3 farkli balik
serumu) daha diisiik reaksiyon verdigi dikkati ¢cekmistir. Diger siitunlardaki serum 6rneklerinde

olusan antijen-antikor reaksiyonun diisiik reaksiyon verdigi gézlemlenmistir.
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Sekil 4.13: V. anguillarum antijeniyle kapli ELISA plaginin goriinimii.

Bu ELISA plagindaki kuyucuklarin spektrofotometrede 540nm’de Olglimii sonucunda

asilanmamig baliklardaki antikor seviyesi 0.19, 40 giinliik asili baliklarda 0,94 ve 4 aylik asili

baliklarda ise en yiiksek seviye olan 1.17 olarak dl¢iilmiistiir. Daha sonraki aylarda bu degerde

diisme oldugu dikkati ¢gekmistir (Sekil. 4.14).

S40nm

Antikor titreleri
o o o o Lol
O N DD OO WO P N D™

V. anguillarum

0.84
0.7
019 I
0 4 8

1,5 12

o
©
~

Zaman (Ay)

Sekil 4.14: Asilanmamus ve asilanmig baliklarda V. anguillarum’a kars1 serumda olusan antikor

titrelerinin aylara gore dagilimu.



47

P. piscicida antijeniyle gerceklestirilen ELISA’da ise daha zayif reaksiyonlar gozlenmistir
(Sekil. 4.15). Agik sar1 renk gosteren ve zayif reaksiyon olarak tanimladigimiz 40 giinliik
asilanmis baliklara ait serum oOrneklerinin (5. ve 6. siitundaki 4’er 6rnek) yaklasik 0,57
Olciiliirken daha sonraki donemlerde bu degerin yavas yavas diistiigii dikkati cekmistir (Sekil.
4.16).
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Sekil 4.15: P. piscicida antijeniyle kapli ELISA plaginin goriintimii.
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Sekil 4.16: Asilanmamis ve agilanmig baliklarda P. piscicida’a kars1 serumda olusan antikor
titrelerinin aylara gore dagilimu.
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5. TARTISMA VE SONUC

Vibriosis ve pasteurellosis yurdumuzdaki kiiltiir levrek baliklarinda ekonomik kayiplara neden
olan 6nemli bakteriyel hastaliklardandir (Cagirgan, 1993; Candan ve dig., 1996; Timur ve
dig.,1999; Korun ve Timur, 2005; Demircan ve Candan, 2006). Bu hastaliklara neden olan
patojenlerin antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasi nedeni ile (Midtlyng, 1997; Le Breton
1999; Elkamel, 2002) iireticiler hastaliklarin kontrolii i¢in bilim insanlarinin gelistirdigi ve
ticari firmalardan tarafidan lretilen asilar1 kullanmaktadirlar (Ellis, 1988; Magarinos ve dig.,
1999; Andreoni ve Magnani, 2014; Colquhaun ve Lillehaug, 2014). Bu g¢alismada
yurdumuzdaki yetistiriciligi yapilan kiiltiir levrek baliklarinda enjeksiyon yoOntemi ile
uygulanan ve V. anguillarum serotip O1 ve P. piscicida etkenlerine kars1 gelistirilmis ticari
karma aginin 1 yillik siirede bu baliklar tizerindeki koruyucu etkisi farkli serolojik yontemler

kullanilarak tespit edilmistir.

Kiiltiir baliklarinda banyo, enjeksiyon ve oral yolla olmak tiizere farkli asilama yontemleri
kullanilmaktadir (Ellis, 1988; Joosten, 1997; Andreoni ve dig., 2013; Bakopoulos ve dig.,
2015). Bilim insanlar1 immersiyon yontemiyle yavru baliklar i¢in kullanilan asilarda daha ¢ok
tek bir patojeni tercih ederken, enjeksiyon yontemi ile asilanan daha biiyiik baliklarda ise
monovalent veya bivalent asilar tercih etmektedirler (Galeotti ve dig., 2013; Gudding ve
Goodrich, 2014). Yurdumuzda kiiltiirii yapilan tath su ve deniz baliklarinda immersijon ve
enjeksiyon yontemlerinin kullanildig1 vibriosis, lactococcosis, yersiniosis ve pasteurellosis
hastaliklarina kars1 tekli veya karma agilar yaygin olarak kullanilmaktadir (Ozkesici ve dig.,
2016; Demirdelen ve dig., 2018). Bu ¢alismada incelenen baliklarin biiyiik baliklar (10-100 g)
olmasi nedeni ile V. anguillarum serotip O1 ve P. piscicida etkenlerine kars1 gelistirilmis ticari
asiin uygulanmasinda enjeksiyon yontemi tercih edilmistir (Ellis, 1988; Bakopoulos ve dig.,

2003; Andreoni ve dig., 2013).

Dogadaki ve kiiltiir baliklarinin ¢ogunda hastaliga ve 6liimlere neden olan vibriosisin en énemli
etkeni V. anguillarum adli bakteridir (Buller, 2004; Timur ve Timur, 2003; Noga, 2010;
Roberts, 2012; Austin ve Austin, 2016). 11k asilama ¢alismalar1 daha ¢ok bu bakteri iizerinde
yogunlasirken, 1990’11 yillarda {iretime gegen ilk lisansl ticari balik asis1 tinvanin1 da almistir
(Ellis, 1999; Sommerset, 2005; Gudding ve Van Muiswinkel, 2013; Colquhaun ve Lillehaug,

2014). Vibriosise kars1 gelistirilen ve farkli balik tiirlerinde (morina, sazan, salmonid ve yilan
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balig1 gibi) kullanilan asilar onceleri tek bir patojene (V. anguillarum) karsi gelistirilmis
monovalent asilarken daha sonraki yillarda ise fakli Vibrio tiirleri yanisira P. piscicida’yr da
kapsayan bivalent as1 ¢alismalar kiiltiir baliklarina yaygin olarak kullanilmaya baslanmis ve
basarili sonuglar elde edilmistir (Hoel ve dig., 1997; Gravningen ve dig.,1998; Morinigo ve
dig., 2002; Esteve-Gassent ve dig., 2004; Angelidis ve dig., 2006; Arijo ve dig., 2006; Bastardo
ve dig., 2012; Galeotti ve dig., 2013, Mosca ve dig., 2014, Spinos ve dig., 2017, Marana ve
dig., 2019). Bu ¢alisma kapsaminda incelenen levrek baliklarinda ticari bir firmanin iretmis
oldugu yag adjuvanhi karma as1 uygulanmistir. Yurdumuzda balik asilart ile ilgili ¢alisan
arastircilarin  ¢alismalar1 gozden gecirildiginde bu kisilerin farkli balik tiirleri iizerinde
kendilerinin V. anguillarum’a kars1 {iretmis olduklar1 asilar yani sira ticari balik asilarini
immersiyon ve enjeksiyon yontemiyle kullanirmislardir (Camlibel, 2002; Cagirgan, 2004; EKici
ve Diler 2010; Altinok ve dig., 2013; Altinok ve dig., 2014).

Pasteurellosis’in etkeni olan P. piscicida daha ¢ok sari1 kuyruk (Seriola quinqueradiata)
(Afonso ve dig., 2005; Gravningen ve dig., 2008), levrek (Gravningen ve dig., 1998; Dos
Santos, 2000; Andreoni ve dig., 2013; Bakopoulos ve dig., 2003; Bakopoulos ve dig., 2015) ve
cipura (Magarinos ve dig., 1994; Dos Santos, 2001; Bakopoulos ve dig., 2015) baliklarinda
hastaliga neden oldugu i¢in hastaligin kontrolii ile ilgili yapilan as1 ¢aligmalar1 daha ¢ok bu
baliklar tizerinde yogunlagsmaktadir. Hastaligin kontroliinde farkli arastiricilar monovalent
asilar1 tercih ederken (Magarinos ve dig., 1994; Dos Santos, 2000; 2001; Bakopoulos ve dig.,
2003; Andreoni ve dig., 2013) bazi arastiricilar da bizim ¢alismamizda oldugu gibi bivalent
asilar1 kullanmislardir (Gravningen ve dig., 1998; Afonso ve dig., 2005; Bakopoulos ve dig.,
2015). Yeni teknolojilerle birlikte bu hastalikla miicadelede spesifik olarak gelistirilen
recombinant genomik asilar 6nem kazanmakta ve denenen ¢alismalarla basarili sonuglar elde

edildigi rapor edilmektedir (Andreoni ve dig., 2013; Galeotti ve dig., 2013).

Yurdumuzda ise Yazici ve Candan (2006) karada bulunan bir levrek isletmesinde kurduklari
deneysel diizenek ile baliklarda kendilerinin olusturmus olduklart monovalent o6zellikteki
pasteurellosis asisinin etkisini farkli asilama yontemlerini kullanarak (banyo, enjeksiyon ve
oral) karsilastirmali olarak arastirmiglardir. Bununla birlikte bu tez ¢alismasi kapsaminda
incelenen kiiltiir levrek baliklarinin pasteurellosise karsi asilanmasinda balik yetistiricilerinin
daha ¢ok ticari asilart tercih ettigi bildirilmektedir (Yalinkiling ve dig., 2016, Demirdelen ve
dig., 2018).
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Son yillardaki levrek baliklarima uygulanan asi ¢aligmalarina bakildiginda arastiricilarin V.
anguillarum ve P. piscicida patojenlerine karst daha ¢ok hazirlamis olduklar1 deney
diizeneklerinde ticari veya kendi liretmis olduklar1 tekli veya karma asilarin koruyucu etkisini
deneysel caligsmalarla inceledigi goriilirken (Mosca ve dig., 2014; Spinos ve dig., 2017),
yiiriitmiis oldugumuz bu tez ¢alismasinda oldugu gibi kafes ortaminda yetistiriciligi yapilan bu
baliklara uygulanan ticari karma asilarin etkisi ile ilgili yapilan c¢alismalar oldukc¢a azdir

(Ozkesici ve dig., 2016).

Farkli arastiricilarin P. piscicida ve V. anguillarum’a kars1 gelistirdikleri asilarla ile ilgili
yaptiklar1 caligmalar1 incelendiginde asilanmis baliklardaki antikor seviyelerinin tespitinde
mikro-well (Magarinos ve dig., 1994; Estevez ve dig., 1994; Angelidis ve dig., 2006,
Gravningen ve dig., 2008) ve ELISA gibi serolojik teknikleri kullandiklar1 goriilmektedir.
(Bastardo ve dig., 2012; Joosten ve dig., 1995,1997; Vervarcke ve dig.,2004; Gudmunsdottir
ve dig., 2009; Ho ve dig., 2010; Andreoni ve dig., 2013; Galeotti ve dig., 2013; Bakopoulos ve
dig., 2015; Marana ve dig., 2019).

Lam agliitinasyon testi bakteriyel hastaliklarin teshisinde olduk¢a yaygin olarak kullanilan
bir tekniktir (Toranzo ve dig., 1987; Del Pozo, 2005). Ancak bu ¢alismada kullandigimiz ve
oldukca diisiik reaksiyon veren lam agliitinasyon testinin diger arastiricilar tarafindan agilama
calismalarinda kullanilmadig tespit edilmistir. Bununla birlikte; P. piscicida patojenine karsi
gelistirilen agsilarin etkisi ile ilgili yapilan ¢alismalarda arastiricilar micro-well agliitinasyon
testini benzer sekilde kullanmig ve bizim ¢alismamizda oldugu gibi bu agliitinasyon testinde
kuvvetli pozitif reaksiyonun olugsmadigini rapor etmislerdir (Magarinos ve dig., 1994,
Gravningen ve dig., 2008). Bu durumun Santos ve dig. (2001)’de belirtmis oldugu gibi P.
piscicida asisinin ¢ipura baliklarinda dalak ve on bobrek yanisira daha ¢ok solungaglarda
antikor seviyesini arttirdigini belirtmesi ve buna bagli olarak antikor {ireten bu organlardaki
etkene kars1 incelemis oldugumuz agilanmais levrek baliklarinda da yetersiz antikor iiretiminden

kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

ELISA teknigi balik hastaliklarinin teshisinde, as1 gelistirilmesi ve serotiplendirme
calismalarinda kullanilan en yaygin serolojik tekniktir (Del Pozo, 2005; Austin ve Austin,
2016). Romestand ve dig. (1993) levrek baliklarinda vibriosisin hizli teshisinde bu teknigi
kullanirken, Gudmunsdottir ve dig. (2009) morina baliklarinda V. anguillarum asisina karsi

geligen antikor seviyesini bu teknigi kullanarak 0,5-1,5 arasinda 6lgerken, Galeotti ve dig.
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(2013) ise asilanmis levrek baliklarindaki serumdaki antikor seviyesini maksimum 1 olarak
tepsit etmislerdir. Bu ¢alismadaki asili levrek baliklarindaki maksimum antikor seviyesi 1.17
Olciilmiis ve bu degerin yukarida belirtilen arastiricilar ile benzerlik gosterdigi sonucuna
vartlmistir (Gudmunsdottir ve dig., 2009; Galeotti ve dig., 2013). Yurdumuzdaki ¢alismalara
bakildiginda bu teknik Akayli (2001) tarafindan kiiltiir ¢ipura baliklarindaki vibriosisin
teshisinde kullanilirken, bu ¢alisma ile ilk kez teknigin vibriosis veya pasteurellosis asilarinin

etkinliginin tespitinde kullanilmistir.

P. piscicida asilari ile ilgili olarak ELISA’ y1 Bakopoulos ve dig., (2015) levrek baligindaki
kendi tirettikleri veya ticari monovalent/bivalent 6zellik gosteren asilarda kullanmis ve antikor
seviyesini 0.8-1 araliginda o6lgmiistiir. Ho ve dig. (2010) kobi (Rachycentron canadum L.)
baliklarinda 0,9, Andreoni ve dig. (2013) levrek baliklarinda etkene karsi gelistirdikleri
recombinant as1 ¢alismalarinda aginin etkisini belirlemek amaci ile bu teknigi kullanmis ve 1,4
gibi daha yiiksek antikor seviyesi elde etmislerdir. Bu c¢alismadaki ELISA sonuglarina
bakildiginda P. piscicida asisina karsi asilanmis levrek baliklarindaki antikor seviyesi en
yiiksek 0.57 olarak 6l¢iilmiis ve bu degerin monovalent asi kullanan diger arastiricilardan farkl
oldugu sonucuna varilmistir (Ho ve dig., 2010; Andreoni ve dig., 2013; Bakopoulos ve dig.,
2015). Bununla birlikte bu patojen ve V. anguillarum’u igeren karma asilarin levrek
baliklarindaki etkisini inceleyen calismalarda benzer sekilde antikor seviyesi 0,3-0,5 olarak

Olctilmiistiir (Mosca ve dig., 2014, Spinos ve dig., 2017).

Balik asilarinin basarili olup olmadiginin belirlenmesinde asinin koruyucu etki siiresinin tespit
edilmesi oldukca 6nemlidir (Ellis, 1988; Bakopoulos ve dig., 2003; Gravningen ve dig., 2008;
Gudding ve Goodrich, 2014). V. anguillarum ile ilgili yiiriitilen monovalent as1 ¢alismalarina
bakildiginda oral asilarin ¢ipura ve sazan baliklarinda 57—69 giin (Joosten ve dig., 1995), kalkan
baliklarinda uygulanan immersiyon ve intraperitonal asilarin 30 giin (Estevez ve dig., 1994) ve
levrek baliklarinda uygulanan immersiyon asilarinin ise 120 giinlik koruma sagladig:
belirtilirken (Angelidis ve dig., 2006) yurdumuzdaki aragtiricilardan Cagirgan (2004) ise bu
etkene karsi liretmis oldugu aginin levrek baliklarinda 240 giin siireyle koruma sagladigini rapor
etmistir. Spinos ve dig., 2017°de yaptiklari ¢alisma ile V. anguillarum igeren yag ve su bazli iki
farkli ticari asimin levrek baliklarindaki antikor seviyesinin 30. giinde en yiiksek seviyeye
ulastirdigini, 50-60. giinden itibaren ise biraz daha diisiise gecerek sabitlendigi ve yag bazli
asmin 12 ay siireyle daha ytliksek koruyucu etki gosterdigini rapor etmislerdir. Balik sagligi
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tizerine ¢alisan bilim insanlar1 V. anguillarum asisinin 4-6 aylik siirede maksimum koruma
sagladigin1 (Joosten ve dig., 1995; Gravningen ve dig., 1998; Angelidis ve dig., 2006) ve
asilamadan 8. ayda sonra da antikor seviyesi bir miktar azalarak da olsa vibriosise karsi
korumanin benzer sekilde halen devam ettigi bildirmislerdir (Gravningen ve dig., 1998;
Cagirgan, 2004). Yiiriitmiis oldugumuz bu ¢alismada ise diger arastiricilardan farkli olarak yag
bazl1 aginin maksiumum antikor seviyesinin 2-4. ayda gozlendigi dikkati ¢ekerken (Estevez ve
dig., 1994; Cagirgan, 2004; Angelidis ve dig., 2006) bununla birlikte benzer sekilde V.
anguillarim asisiin kiiltiir levrek baliklarimizda 12 aylik stirede koruyucu etki gosterdigi tespit

edilmistir.

P. piscicida ile ilgili yapilan monovalent asi1 ¢alismalart incelendiginde arastiricilar;
sarikuyruklarda introperitonal olarak uygulanan asinin 41 hafta (Gravningen ve dig., 2008) ve
levrek baliklarinda ise ayni1 yontemle asilamanin 12 hafta siireyle etkili oldugunu belirtmislerdir
(Bakopoulos ve dig., 2003). Bununla birlikte Spinos ve dig. (2017) bu patojeni igeren karma
asilarla ilgili yaptiklar1 calismada bizim ¢alismamizdan farkli olarak su ve yag bazli karma
asilarin olusturdugu antikor seviyesinin daha yiiksek oldugunu ve koruyucu etkisinin 12 aylik
stirede devam ettigini rapor etmislerdir. V. anguillarum ve P. piscicida’y1 i¢eren karma asilarla
ile ilgili yapilan caligmalarda ise levrek baliklarinda immersiyon ve enjeksiyon yontemi ile
uygulanan agiin 26 hafta (Gravningen ve dig., 1998), dil baliginda immersiyonla asilamanin
4-6 ay (Arijo ve dig., 2005) ve levrek baliklarinda intraperitonal yontemle asilamanin ise
30-60 giin siireyle maksimum koruma sagladigini belirtmislerdir (Afonso ve dig., 2005).
Incelemis oldugumuz asmin P. piscicida’ya karsi ise diger aragtiricilarin belirtmis oldugu gibi
(Gravningen ve dig., 1998; Gravningen ve dig., 2008; Afonso ve dig.,2005) yaklasik 45-60
giinliik baliklarda yiiksek koruma sagladig1 gozlenirken, koruyuculugun ilerleyen zamanlarda
diisiik antikor seviyesine bagli olarak azaldigi ve 8. aydan sonra koruyucu etkisinin minimuma

indigi sonucuna varilmaigtir.

Farkl1 aragtiricilar; balik asilarinin uygulandigr kiiltiir baliklarinda adjuvan igeren asilarin yan
etki olarak asilanmis baligin i¢ organlarinda yalanci graniiloma benzeri yapilarin olugsmasina
neden oldugu bildirmektedir (Midtlyng 1997; Poppe ve Breck, 1997; Afonso ve dig., 2005;
Bakopoulos ve dig., 2015). Bu arastiricilarin verilerine benzer sekilde incelemis oldugumuz

levrek baliklariyla 6rnekleme ¢alismalarindan birinde asilamadan 15-20 giin sonra i¢ organlari
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kapsayan yag dokusunda graniilomat6z lezyonlar gozlenirken, diger 6rnekleme calismalarinda

ise buna benzer herhangi bir bulguya rastlanilmamastir.

Sonug olarak; 2015-2016 yillarin1 kapsayan donemde yurdumuzdaki kiiltiir levrek baliklarinda
kullanilan ve V. anguillarum serotip O1 ve P. piscicida bakterilerini igeren karma asinin
koruyucu etkisi yiriitilen bu tez galismasi ile ortaya konulmaya c¢alisilmistir. Antikor
seviyesinin tespitinde kullanilan ve 6nemli serolojik tekniklerden olan ELISA’nin bu karma
asinin etkinliginin ve koruyuculugunun tespitinde agliitinasyon testlerine (lam, micro-well)
gore daha hassas oldugu gozlenmistir. Bu projede elde edilen veriler dogrultusunda,
tilkemizdeki kiiltiir levrek baliklarinda kullanilan ticari karma asinin vibriosise kars1 koruyucu
etkisinin pasteurelosise gore daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Ancak asilanmig
baliklarda pasteurellosise karsi koruyuculugun daha az etkili oldugu goriilmiis olsa da yapilan
bakteriyolojik ekimler sonucunda agilanmis baliklarda bir yillik siirede hastalik etkenine
rastlanilmamistir. Ege Bolgesi’nde bulunan ve levrek baligi yetistiriciligi yapan 6zel bir
firmanin talebi dogrultusunda gergeklestirilen bu projeden elde edilen veriler dogrultusunda bu
firmanin pasteurellosis gibi bakteriyel hastaliklarin mevcut asilarla basarili sekilde kontroliinii
yapabilmesi i¢in yeni bir asilama takvimi ve stratejisi belirlemesi gerektigini ongérmekteyiz.
Bununla birlikte; yavru levrek baliklarinin dncelikle bir veya iki kez immersiyonla P. piscicida
ile asilanmas1 ve daha biiyiik bireylere ise bu aginin enjeksiyon yontemiyle uygulanmasina bagl
olarak pasteurellosise karst koruyucu etkisinin daha uzun siireyle devam edecegini

diistinmekteyiz.
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