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OZET

LEVREK (DICENTRARCHUS LABRAX L. 1758) BALIKLARINDA VIBRIO
ANGUILLARUM’ UN PATOGENESISI UZERINE BiR ARASTIRMA

Vibriozis, levrek baliklar1 (Dicentrarchus labrax L. 1758)’ nda ¢ok sik goriilen onemli
bakteriyel hastaliklardan biridir. En 6nemli etkeni Vibrio anguillarum Gram (-), basil
seklinde ve hareketli bir bakteridir. Vibrio anguillarum ile enfekte olmus baliklarda
klinik tabloda hemorajik septisemi gozlenir. Bu patojen cesitli toksinler ve viriilans
faktorleri lireterek baligin savunma mekanizmasini ¢okertmektedir.

Bu c¢alismada deneysel olarak V. anguillarum enfeksiyonu olusturularak bakterinin
konak canlida olusturdugu patolojik degisiklikler ve konak canlinin verdigi tepki
arastinllmustir. V. anguillarum patogenesisini incelemek icin deneysel enfeksiyon
olusturulduktan sonra baliklarin kan ve doku 6rnekleri alinmistir. Bu 6rnekler ile total
eritrosit sayimi, total 16kosit sayimi, hematokrit degeri 6l¢limii, kan frotileri, doymamis
demir baglama kapasitesi belirlenmesi, serum demir miktar 6l¢iimii, serum transferrin
doygunlugu belirlenmesi, bakteri re-izolasyonu, histopatolojik inceleme, transferrin gen
anlatimi analizi yapilmigtir.

30g iistii levrek baliklar1 10° hiicre/ml V. anguillarum igeren yapay deniz suyunda
(%030) tutularak enfekte edilmistir. Olmek iizere olan yada yeni 6lmiis hasta balik
orneklerinin, dis ve i¢ bakida hastali§in tipik patolojik bulgularini tasidigr saptanmistir.
Internal olarak genellikle karacigerde fokal hemorajiler ve bagirsakta sar1 renkli sivi
birikimi gozlenmistir. Dalagin biiyiimiis oldugu ve ayni zamanda dalagin ve bobregin
erimis oldugu da saptanmstir.

Enfeksiyonun 2. giiniinden itibaren olgunlagsmamis eritrosit sayilar1 artmis, 3. ve 6.
giinlerinde ise bu say1 %50 civaria ulagmistir. Yapilan bu calismada 16kositlerin ilk iki
giin enfeksiyon etkeni bakteriye karsi cevap olarak sayilarinin yiikseldigi fakat
enfeksiyonun ilerleyen gilinlerinde sayilarinin azaldigi tespit edilmistir. Enfekte
baliklarda histopatolojik olarak bdobrek, dalak, karaciger dokularinin hemoraji ve
liquefactive nekroz ve kalp kasinda myopati saptanmistir. 4. giinden sonra bagirsak
mukoza epitelinde yaygin nekroz ve dokiilme yanisira bagirsak duvarinda delinme
tespit edilmistir.

Kanda demir azalmasina neden olan V. anguillarum, bu calismada transferrin
doygunlugunun azalmasmma da neden olmustur. Vibriozis enfeksiyonu sirasinda
transferrin gen anlatim farkini izleyebilmek i¢in RNA ornekleri ile yapilan RT-PCR
sonucunda anlatim farkini gérmek miimkiin olmamistir. Northern blotlama deneyinde
elde edilen transferrin geni anlatimi sonuglarina gore; kandaki transferin doygunlugu
diismekte iken gen anlatiminin da diistiigii saptanmustir.



SUMMARY

PATHOGENESIS OF VIBRIO ANGUILLARUM IN SEA BASS
(DICENTRARCHUS LABRAX L. 1758)

Vibriosis is one of the important bacterial disease of sea bass (Dicentrarchus labrax L.
1758). Most important agent is Vibrio anguillarum which is a Gram (-), bacilliform
motile bacteria. Infected fish shows haemorhagic septicemia when infected by V.
anguillarum. This pathogen destroys the fish’s immune system by producing several
toxins and virulence factors.

In this study, pathogenesis of V. anguillarum was researched in sea bass during
experimental infection. Blood and tissue samples were taken daily from infected fish.
Total erytrocytes, total leukocytes, hematocrite, blood smears, unsaturated iron binding
capacity, serum iron levels, serum transferrin saturation levels, reisolation of bacteria,
histopathological examination, transferrin gene expression were measured and analysed
respectively.

The sea bass that are up to 30g were infected experimentally via holding in salt water
contained 10° V. anguillarum cell/ml. Then they were sampled for daily. Moribund and
newly dead fish samples have typically pathological external and internal signs.
Internally the main feature is focal haemorrhages on the surface of the liver and
accumulated yellow fluid in the intestine. Enlargement were seen of the spleen and
liquefaction were also seen of the spleen and kidney.

After the second day of V. anguillarum infection, the number of unmaturated
erytrocytes increased and reached to 50% of total erytrocytes in 3" and 6™ days. In this
study, the number of total leucocytes increased in the first days of infection but in the
continous days, these numbers decreased. Acute haemorhagic septicemia was
progressed in infected fish with V. anguillarum. Liquefactive necrosis and haemorhagie
in the spleen, kidney and liver tissues and cardiac myopathy were observed in
histopathologically. After 4™ day, necrosis and sloughed of the intestinal mucosa
epithelium into the lumen and also perforation on the intestine wall.

During the infection, serum iron levels and transferrin saturation decreased. For gene
expression analysis, RNA samples were isolated and analysed by RT-PCR and Northern
blot. RT-PCR gave unsufficient results but according to Northern blot results, it has
been shown that the transferrin gene expression decreased.



1. GIRIS

Levrek (Dicentrarchus labrax L. 1758) baliklar1 {lilkemiz denizlerinde var olan ve
yiiksek kaliteli ete sahip olan bir balik tiirlidiir. Su iirlinleri yetistirme teknolojisinin
gelisimi ile beraber levrek kiiltiirii izerindeki ¢caligmalar 1980'den sonra artmis ve kafes
balik¢iligr teknolojisinin gelismesi yogun {iretim yapmaya olanak saglamistir.
Gilinlimiizde Levrek tiretimimiz ile Avrupa'da ilk sirada yer almaktayiz (FEAP Reports,
2008). Her ne kadar yogun iiretim ekonomik acidan rahatlama saglasa da hastalik ve

cesitli problemleri de beraberinde getirmektedir.

Levrek baliklar1 yetistiriciliginde yavru doneminde meydana gelen kayiplar ve bu
kayiplar ile miicadele onemli bir problemdir. Kiiltiirii yapilan baliklarda en 6nemli
kayiplar aniden ortaya ¢ikan ve septisemik enfeksiyon olusturan hastaliklar nedeni ile
meydana gelmektedir (Kissil ve dig.,, 2000). Baliklarda hastalik c¢ikisini
engelleyebilmek icin, hastaligin seyri ve etken patojenin karakteristik yapisinin detayli

olarak bilinmesi dnemlidir.

Vibriozis hastaligi, deniz baliklarinda o6zellikle levreklerde ¢ok sik ortaya c¢ikarak
onemli kayiplara yol agmaktadir. Hastalig1 olusturan en dnemli etken patojen Vibrio
anguillarum’ dur. V. anguillarum patojen 6zelligi yiiksek bir bakteridir. Birgok toksin
liretmesi nedeni ile meydana getirdigi enfeksiyonun tedavisi ve kontrolii zorlagsmaktadir

(Actis ve dig., 1999).

Septisemiye neden olan bir¢cok bakteriyel enfeksiyonda oldugu gibi V. anguillarum
enfeksiyonu sirasinda da serbest demirin kanda zamanla eksildigi bilinen bir gercektir.
Demir canlilar i¢in gerekli bir elementtir ve hiicresel metabolizmada sayisiz gorev
tistlenmistir. Kandaki demir eksikligi tiim omurgali canlilarda oldugu gibi baliklarda da
anemiye neden olmaktadir. Bu olayin onlenebilmesi i¢in canli bagisiklik sisteminde
transferrin adi1 verilen bir protein bulunmaktadir. Transferrin kanda serbest bulunan

demiri baglayarak bakterilerin iliremelerini sinirlar. V. anguillarum’ un kanda serbest



demir bulunmadig1 zamanlarda yasamini devam ettirmesini saglayacak 6zel bir viriilans
faktorii vardir. Sahip oldugu pJM1 adli plazmidinin iirettigi “siderofor” konak canli
kaninda bulunan transferrine bagli demiri koparabilme yetenegine sahiptir. Boylece
balik bagisiklik sisteminin 6nemli bir pargasi etkisiz hale gelmektedir (Yano, 1996,
Actis ve dig., 1999, Bury ve dig., 2003).

Omurgalilarda kandaki demirin ¢ogu eritrositlerdeki hemoglobine veya transferrine
bagli olarak bulunur. Bakteriler konak organizmada transferrin veya laktoferrin gibi
demir baglamis olan molekiillerden, sideroforlar aracilig1 ile demir kazanirlar. Demirin
eksik oldugu ortamlarda iiremek zorunda kalan mikroorganizmalar, kendi hiicre kuru
agirliklarindan daha fazla siderofor sentezleyip dis ortama birakirlar ve demiri ¢oziiniir
hale getirmeye ¢alisirlar. Sentezlenen ve sonra salgilanan sideroforlarin kaptigi demir
hiicre duvarindaki 6zel dis membran proteinleri araciligi ile hiicre i¢ine alinir. Boylece
bakterinin yasamsal faaliyetleri i¢in gereken demir saglanmis olur (Crosa, 1984, Actis

ve dig., 1999).

Balik hastaliklar yetistiricilik i¢in énemli bir konudur. Uretim siiresince hastaliklardan
korunmak i¢in isletmede optimum yetistiricilik kosullar1 saglanmali, hijyen kurallarina
dikkat edilmeli, as1 ve immunostimulanlar kullanilmalidir. Asilarin kullanimi bakteriyel
balik hastaliklarindan korunmak i¢in oldukg¢a etkili bir yontemdir. Giinliimiizde
vibriozis, pasteurellozis, furunkulozis ve yersiniozis gibi bakteriyel hastaliklara karsi
etkili agilar ticari olarak diretilmistir. Ancak hala Onemli viral ve bazi bakteriyel
hastaliklara kars1 etkili asilar gelistirilememistir (Le Breton, 2003, Karatas Diigenci ve
Candan, 2003). Asilamaya ragmen hastalik goriilmesi baliktaki dogal savunma
mekanizmasi ile patojen iligkisinin anlagilmasini zorunlu kilmakta, bu konuda daha

fazla bilgi sahibi olabilmek i¢in arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tiim bu kosullarin saglandigr durumlarda bile hastalik c¢ikislar1 ile karsilasilirsa
yapilmast gereken, olabildigince cabuk hastaligin yayilmasini engellemek ve tedavi
etmektir. Ulkemizde ve diinyada balik hastaliklarini tedavi etmek icin cesitli
kemoterapatikler kullanilmaktadir. Bu kemoterapatiklerin uygunsuz ve kontrolsiiz
kullanim1 ise direngli bakterinin ortaya c¢ikisina ve giderek kullanilabilecek etkili

antibiyotik sayisinin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica bazi antibiyotiklerin



baliklarin bagisiklik sistemini baskilayici bir etkiye sahip olmasi ve ¢evre kirliligi gibi
nedenlerden dolay1 kullanimlar1 her gecen giin kisitlanmaktadir (Rodgers, 2003). Yanlis
kemoterapotik kullanimini engellemek icin hastalik etkenini kisa siirede, dogru ve
hassas bir sekilde teshis ederek, etkene uygun tedavi asamasina gegmek bu agidan son

derece Onemlidir.

Gilinlimiizde  organizmalarin  yapisal  Ozelliklerinin  ve islevlerinin  ayrintili
incelenmesinde molekiiler yontemler kullanilmaktadir. DNA dizilerinin belirlenmesi,
mRNA dizilerinden gen anlatim farkliliklarinin izlenebilmesi, protein farkliliklarinin
gozlenebilmesi gibi yontemler mevcuttur. Canlinin yasadigi ortamda herhangi bir
degisiklik oldugunda 6rnegin sicaklik artmasi, oksijen miktar1 diismesi, farkli besin
icerigi kullanilminda veya enfeksiyona maruz kaldiginda, yapisal bircok genin 6rnegin
bagisiklik sistemi genlerinin anlatimindaki farklilik incelenerek canli yapisindaki
bilinmeyen yonler agikliga kavusmaktadir (Laing ve dig., 1999, Low ve dig., 2003,
Bayne ve dig., 2001, Chen ve dig., 2006, Rodrigues ve dig., 2006, Darias ve dig., 2008,
Neves ve dig., 2009). Hastalik ¢ikisint engelleyebilmek i¢in, hastaligin seyri ve etken
patojenin enfeksiyon siiresince balikta meydana getirdigi bozukluklarin zamanla nasil
gelistigini 68renmek gerekmektedir. Bu calismada da Vibriozisin primer etkeni olan
Vibrio anguillarum’ un levrek baliklarinda deneysel enfeksiyonu olusturularak

hastaligin seyrinin gozlenmesi amaglanmustir.

Calismada baliklardan alinan kan orneklerindeki transferrin miktarinin V. anguillarum
enfeksiyonu sirasinda nasil degistigi serolojik olarak gosterilmeye ¢aligilmistir. Ayni
zamanda transferrin geninin enfeksiyon sirasindaki anlatim farkliliklar1 molekiiler
olarak gdzlenmistir. Bu sekilde transferrin proteininin miktar degisimi genomik olarak
da takip edilebilmistir. Simdiye kadar yapilmis olan ¢alismalarda V. anguillarum’ un
sahip oldugu sideroforun konak transferrinine baglanmis olan Fe™ iyonunu kopardigi ve
yapisini bozdugu bulunmus fakat enfeksiyon boyunca levrek baliginin buna verdigi
tepki heniliz aragtirlmamistir. Yapilan bu calismada da V. anguillarum ile deneysel

enfeksiyon olusturulan levrek baliklarinin karacigerinde, transferrin gen anlatiminin

belirlenmesi amac¢lanmastir.



Bu amag dogrultusunda laboratuvar ortaminda deneysel olarak V. anguillarum bakterisi
ile enfeksiyon olusturulacak ve enfeksiyonun gelisimine bagli olarak her giin hastalik
belirtisi gdsteren baliklar toplanacaktir. Bu baliklardan kan ile doku 6rnekleri alinarak,
kandan serolojik ve hematolojik testler, karacigerden bakteriyel drnekleme ile RNA
izolasyonu ve karaciger, dalak, bobrek, kalp, bagirsak dokusundan histolojik

caligmalarin yapilmasi amaglanmustir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. LEVREK BALIGI HAKKINDA GENEL BILGILER

Levrek balig1 teleost baliklarin Serranidae familyasi Dicentrarchus genusuna
mensuptur. Bu genus iki tiirden olusmaktadir. Dicentrarchus labrax L. 1758 1 diger
tiirden ayiran 6zellik, geng bireylerinde fark edilmeyen, 1 yas {stii bireylerinde dorsalde
ve yan ¢izgi lizerinde bulunan beneklerdir (Barnabé, 1990).

Familya : Serranidae

Genus : Dicentrarchus

Species : Dicentrarchus labrax

Sekil 2.1: Levrek balig1 (Dicentrarchus labrax)

Levrek baliklari, Atlantik okyanusunda Fas kiyilarindan Baltik denizine kadar, genis bir
alanda yayilim gostermektedir. Akdeniz kiyilarinda da var olan bu tiir ilkemizin tiim

sularinda yasamaktadir (Barnabé, 1990, Celikkale ve dig., 1999).

Demersal yasayan levrek baliklari yazin sig sularda, aci su lagiinlerinde ve nehir
agizlarinda bulunmaktadir. 40-50 m derinlikte trol ile avlanan bu baliklarin bazen 90 m
derinlikten de c¢ikarildiklar1 bildirilmektedir. Kumlu, kayalik ve alg kapli sedimamn
sevmelerine ragmen bulanik ve kirli sulardan hoslanmazlar. Karnivor olan bu baliklar

dogada zooplankton, kabuklu, kafadan bacakli ve baliklarla beslenir. Kiiltiir ortaminda



%45-55 proteinli pelet yem ile beslenmektedir. Dogada 1-3 kg arasinda bulunan
levrekler kiiltiirde 0,3-0,6 kg arasi biiyiikliige ulastifinda satisa ¢ikmaktadir (Barnabé,
1990, Celikkale ve dig., 1999, Memis, 2009).

Levrek baliklarinin sicaklik ve tuzluluk degisimlerine karsi toleransli olduklari
bildirilmistir. 2-32°C sicaliklar arasinda yasayabildikleri gibi, tuz téleranslart da %o 0,5-
40 arasidir. Kiiltiirde ideal ¢dziinmiis oksijen degeri 5-8 mg/lt olmalidir. Ureme
donemlerinde 12-16°C’ lik sular tercih etmektedirler. Su sicakliginin yaklasik 12°C’ ye
diismesiyle beraber yumurtlayan bireylerin sayisinda artis gozlemlenmektedir. Levrek
baliklar1 i¢cin optimum biiyiime sicakliginin yaklasik 20-25 °C oldugu bildirilmistir
(Moretti ve dig., 1999, Kissil ve dig., 2000, Memis, 2009).

Larva ve yavru doneminde 20-25 °C sicakliklar arasinda 0,4-1 g arasinda baliklar1 %6-
8, 1-5 g aras1 %3-6, 5-20 g aras1 %3, 20-50 g arast %2,5 yemleme orani ile
beslenmektedir (Memis, 2009). Tanklarda nitritin (NO;) <0.5 mg/L, total amonyumun
0.5-1 mg/L arasinda olmasi {iretim i¢in idealdir (Stickney ve Kohler, 1990).

On biiyiitme {initesinde 16 saat 1siklandirma uygulanmaktadir. Tanklarda dogal deniz
suyu tuzlulugu kullanilmaktadir. Su degisimi balik biiyiikliigline ve stok yogunluguna
gore saatte % 80-150 arasinda degismektedir. Yasama orani hastalik ¢ikmadig siirece

%90-95 arasinda degisim gostermektedir (Saka ve dig., 2007, Moretti ve dig., 1999).

Vibriozis, levrek (Dicentrarchus labrax L. 1758) baliklarinda 6zellikle larval donemde
cok sik goriilen ve Oonemli kayiplara neden olan bakteriyel bir hastaliktir. Levrek
yetistiriciliginde rapor edilen diger bakteriyel hastalik patojenleri; Aeromonas
hydrophila, Mycobacterium marinum, Photobacterium damsela subsp. piscicida,
Pseudomonas anguillaseptica, Streptococcus iniae, Tenacibaculum maritimum, Vibrio
ordalii, Piscirickettsia salmonis, paraziter hastalik patojenleri; Amyloodinium
ocellatum, Caligus minimus, Cryptocaryon iritans, Ceratothoa oestroides, Diplectanum
aequans, Diplectanum lauberi, Gyrodactylus spp, Sphaerospora testicularis,
Sphaerospora dicentrarchi, Trichodina sp., fungal hastalik patojenleri; Ichthyophonus
hoferi, viral hastalik patojenleri; Nodaviriis (VEN)’ diir (Barnabé, 1990, Bernardet ve
dig., 1994, Cagirgan ve Yireklitiirk, 1996, Moretti ve dig., 1999, Sarusic, 1999, Timur



ve dig., 1999, Kissil ve dig., 2000, Sahrikoglu ve Candan, 2002, Tiirk, 2002, Buller,
2004, Timur ve dig., 2005, Austin ve Austin 2007).

2.2. VIBRIOZIiS HASTALIGI VE ETKENLERI

Vibriozis, Vibrio cinsi bakterilerin neden oldugu, deniz ve acisu baliklarinda ¢ok sik
goriilen kronik veya akut bir hemorajik septisemidir (Inglis ve dig., 1993, Actis ve dig.,
1999, Sniezsko ve Axelrod, 1971, Kent ve Poppe, 2002). 1718’de Bonaveri tarafindan
tanimlanmis olan bu hastalik, Avrupa literatiirlerindeki ilk bakteriyel balik hastaligidir.
Etkenin izolasyonu 1893’te Canestrini tarafindan yapilmig ve bakteri Bacillus
anguillarum olarak isimlendirilmistir. Bu hastalik 1956 yilinda iilser hastaligi ve 1963
yilinda tuzlu su furunkulozisi, ¢iban hastalig1 isimleriyle de anilmistir (Actis ve dig.,

1999, Austin ve Austin, 2007).

Hastalik etkenleri olarak Vibrionaceae familyasinin Vibrio cinsi iiyelerinden Vibrio
aestuarianus, V. alginolyticus, V. anguillarum, V. brasilienisis, V. campbellii, V.
carchariae (V. harveyi), V. cholerae non-Ol, V. coralliilyticus, V. damsela
(Photobacterium damsela), V. ezurae, V. fischeri, V. fortis, V. furnissii, V. ichtyoenteri,
V. logei, V. kanaloaei, V. marinus, V. neptunius, V. nereis, V. ordalii, V.
parahaemolyticus, V. pelagius, V. piscium var. japonicus, V. proteolyticum, V.
rotiferianus, V. salmonicida, V. splendidus, V. tapetis, V. trachuri, V. tubiashii, V.
viscosus (Moritella viscosa), V. vulnificus, V. wodanis ve V. xuii gosterilmektedir
(Candan 1993, Reed ve Francis-Floyd, 2009, Bruno ve dig., 1998, Austin ve Austin,
2007, Actis ve dig., 1999, Gatesoupe ve dig., 1999, Candan, 2000, Timur ve Timur,
2003, Akayli ve Timur, 2004, Timur ve Korun, 2004).

Vibrio’ larin suda normal mikrofloranin bir pargasi oldugu ve o&zellikle rotiferlerle
beraber bulundugu bildirilmistir. Baz1 Vibrio tiirlerinin ise insanda patojenik etkiye
sahip oldugu ve 6zellikle deniz iiriinlerinin ¢ig tliketilmesi sonucu gastroenteritise neden
oldugu rapor edilmistir (Inglis ve dig., 1993, Austin ve Austin, 2007). V. vulnificus
biyogrup 1 denizde ve Ostarin sularda bulunan omurgali ve omurgasiz hayvanlarin i¢
organlarinda ve ylizeylerinde kolonize oldugu bildirilen bir insan patojenidir. V.

vulnificus’ un insanlarda infeksiyon olusturdugu ve hasta yilan baliklarindan veya bu



baliklarla temas halinde olan insanlardan izole edildigi bildirilmistir (Arias ve dig.,
1998, Actis ve dig., 1999). Vibrio parahaemolyticus ise ¢ig karides tiikketen insanlarda

besin zehirlenmesine neden olmustur (Austin ve Austin, 2007).

Vibrio tiirlerinin de tath sularda bulunan hareketli acromonadlar gibi firsat¢1 patojen
olduguna inanilir. Bu genus deniz baliklar1 i¢in ¢ok 6nemli bakteriyel patojenleri igerir.
Ozellikle organik kirliligin yiiksek oldugu sularda ve yumusak bentosta yer alir. Bu
bakterilerin sayis1 kayalik kiyilarda ve bol oksijenli sularda diiser. Yalnizca baz tiirler
patojenik 0Ozellik tasir ve bir tiiriin belli suslar1 patojenik iken digerleri zararsiz ve ya
ikincil etken olarak rol oynarlar (Inglis ve dig., 1993). Yetersiz beslenme veya su
kalitesi, manipulasyonlar, asir1 stoklama, diger hastalik patojenlerinin varlig1 gibi stres

etkenleri vibriozise yakalanma riskini arttirirlar (Reed ve Francis-Floyd, 2009).

Bu bakteriler karakteristik olarak virgiil sekilli, Gram (-) bakterilerdir. Denizde bulunan
tim Vibrio tiirleri %1-2 NaCl igeren Tryptic Soya Agar (TSA) besiyerinde kolaylikla
tirer, 20°C’de 48 saat sonunda diiz, konveks, krem renkli koloniler olustururlar. Aerobik
veya fakiiltatif anaerobik olan Vibrio> lar karbonhidratlar1 fermente ederek asit
olusturur, fakat gaz olusturmazlar. 2,4-diamino -6,7- diisopropyl pteridine phosphate
(O/129) vibriostat testine hassastirlar, bu madde liremelerini engeller. Thiocyanate Bile
Salt Sukroz Agar (TCBS agar), diger bakterilerin liremesine engel olan ve patojenik
Vibrio> larm lremesini saglayan secgici besiyeri olarak kullanilir. Vibrio tiirlerinin
birbirlerinden biyokimyasal ozelliklerine gore ayirt edilebildikleri bildirilmektedir
(Inglis ve dig., 1993, Actis ve dig., 1999, Timur ve Timur, 2003, Austin ve Austin,
2007).

Vibrio infeksiyonlarinda bulasmanin kesin yolu a¢ik olmamasina ragmen oral yolla (su
ve besin yolu ile) bulasmanin oldugu rapor edilmektedir. Vibrio tiirlerinin klinik olarak
normal baligin intestinal sisteminden izole edilebilmesi miimkiindiir. Belirli kosullar
altinda bakteri intestinal duvarlara gecerek, konakta sistemik hastalik olusturma
yetenegindedir. infekte bireyler ise diskilartyla ortama canli bakteri verirler. Bir
isletmede hastalik goriildiigiinde ¢evrede infeksiydz partikiillerin sayis1 ve buna baglh
olarak baliklarin hastalanma riski artar (Actis ve dig., 1999, Reed ve Francis-Floyd,
2009).



Deniz baliklar, yetistiricilik kosullar1 ve dogada strese maruz kaldiginda Vibrio’ lar,
deri {ilserleri, kaslarda ¢iban benzeri lezyonlar ve anemi, yiizge¢ diplerinde ve agiz
etrafinda hemorajiler; ylizgec kenarlarinda veya gz g¢evresinde nekrotik lezyonlar
olustururlar. Eger lezyonlar deri altina ve kaslara kadar ulasirsa beyaz kenarli ve siyah
merkezli hemorajik tlser olusumu goriliir. Bu genel kronik sendrom disinda V.
anguillarum, V. ordalii ve V. salmonicida, kendilerine 6zgii klinik-patolojik sendromlar
olusturular. Geng baliklarda mortalite oran1 % 50 veya daha yiiksek olmasina ragmen
daha yash baliklarda mortalite oran1 azalmaktadir. Akut vakalarda mortalite 5-8 giin
icinde %100’e ulagabilir (Candan, 1993, Inglis ve dig., 1993, Ackerman ve Iwama,
2001, Timur ve Timur, 2003).

2.3. VIBRIO ANGUILLARUM?’ UN GENEL OZELLIKLERI

Ik kez 1893 yilinda Canestrini adli arastirici tarafindan yilan baliklarindan kizil veba
hastaligi etkeni olarak izole edilen patojen Bacillus anguillarum olarak
isimlendirilmistir. Daha sonra 1907 yilinda Bergman adli arastiric1 tarafindan Isveg’ teki
yilan baliklarinda meydana gelen vakanin arastirmasi yapilmis ve bu bakteri Vibrio
anguillarum olarak isimlendirilmistir (Austin ve Austin, 2007). Son yillarda
literatlirlerde Beneckea anguillara biyotip I olarak da adi gegmektedir. 1985 yilinda
McDowell ve Colwell adli arastiricilarin yapmis oldugu rRNA filogenetik ¢alismalari
sonucunda bu bakteri adinin Listonella anguillarum olarak isimlendirilebilecegi
belirtilmis olsa da, bir¢ok arastirict bu bakterinin V. anguillarum olarak Vibrio genusu
icinde yer almasini uygun bulmaktadir (Actis ve dig., 1999, Austin ve Austin, 2007,

Timur ve Timur, 2003).

V. anguillarum’ un 1970’1li yillarda iki biyotipi bulundugu kabul edilmistir. Daha sonra
biyotipler arasindaki morfolojik, biyokimyasal 0Ozellikleri ve DNA homolojileri
incelenerek V. anguillarum biyotip Il yeni bir tiir olarak kabul edilmis ve Erling J. Ordal

onuruna V. ordalii olarak isimlendirilmistir (Actis ve dig., 1999).

Vibrio anguillarum Vibrionaceae familyasinin halofilik grubuna ait, Gram (-), 0,5 x 2
um biiyliklikte ¢omak seklinde morfolojiye sahip polar kirpigi ile hareket eden bir
bakteridir. V. anguillarum % 1,5 NaCl igeren zenginlestirici besiyerlerinde 25-30°C



10

sicakliklarda kolaylikla tireyebilmektedir. Kati besiyeri lizerinde yuvarlak, krem renkli
koloniler olusturur. Toplam Guanin+Sitozin igerigi % 43-46’ dir (Actis ve dig., 1999,
Noga, 2000).

Vibriozis hastalig1 etkeni V. anguillarum giniimiizde 14’ den fazla tilkede yaklasik 48
tiir deniz baliginda hastalifa neden olmus bir patojendir. Bu patojenin bazi tath su
baliklarinda hastalik ¢ikisina neden oldugu da bildirilmistir. Denizde su sicakligi 10 °C
istline ¢iktiginda, ¢oziinmiis 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,
Horne, 1982, Eguchi ve dig., 2000, Kent ve Poppe, 2002, Timur ve Timur, 2003, Timur
ve Korun, 2004, Austin ve Austin, 2007).

V. anguillarum aym zamanda deniz ortaminda dogal olarak var olan bir bakteridir ve
yaz aylar1 boyunca saglikli baligin mukus, solunga¢ ve bagirsagindan oldugu kadar
sudan, sedimentten ve planktondan da bol miktarda izole edilmistir. Bununla beraber bu
cevresel izolatlarin ¢gogunlukla balik i¢in patojen oldugu ve denizde 50 aydan daha uzun
siire hayatta kalabildigi ve ¢ogalabildigi bildirilmistir (Actis ve dig., 1999, Pedersen ve
dig., 1999a, Noga, 2000).

O’toole ve dig. (2004)’nin yapmis olduklar1 ¢calismada V. anguillarum’ un enfeksiyon
yollarin1 incelemistir. Yesil fluoresan protein (GFP) iceren mutant V. anguillarum ile
zebra baligi (Danio rerio) larvalarinda deneysel enfeksiyon gergeklestirmistir. 10°-10°
hiicre/ml bakteri igeren suda bekletilen baliklardan 2 saat ve 6 saat sonra 6rnek alip
konfokal mikroskop altinda incelediklerinde, bakterinin 2 saat sonunda gastrointestinal
sistemde, 6 saat sonunda ise bas iizerinde ve viicut ylizeyinde de kolonilestigi

belirlenmistir (O’toole ve dig., 2004).

V. anguillarum ile enfekte olmus baliklarda klinik tabloda hemorajik septisemi gozlenir.
Enfekte olan baliklarda tiire bagli olarak farkli klinik ve otopsi bulgular1 bildirilmis
olmasina ragmen bu bakterinin karakteristik klinik bulgularinda; viicut renginde
koyulasma, yiizge¢ diplerinde ve aniis etrafinda kanamalar, solunga¢ lamellalarinda

sigkinlik, anemi ve erimeler, damakta noktasal kanamalar, uyusukluk, internal olarak



11

kaslarda ve viseral peritonda petesiyal kanamalar ve derin lezyonlar, peritonda kanli
eksudat birikimi, bagirsak icinde beyaz mukoid madde olusumu, bagirsagin temiz
vizkos bir sivi ile dolu ve siskin olmasi, dalakta biiylime ve erime, bobrekte erime,
karaciger, dalak ile bobrekte nekroz, kalp yiizeyinde fokal hemorajiler ve korneal
lezyonlar gozlenmistir. Baligin hematopoetik dokularinda ve kanda bol miktarda bakteri
bulunmaktadir. Akut epizootiklerde baliklarda hi¢bir klinik bulgu gdziikkmeksizin
Olimler gozlenmektedir (Ellis, 1989, Inglis ve dig., 1993, Actis ve dig., 1999, Austin ve
Austin, 2007, Kent ve Poppe, 2002, Leong ve Colorni, 2002).

Pedersen ve dig. (1997)’ nin V. anguillarum’un patojenitesi iizerine yaptiklar1 bir
calismada 18 farkli sus kullanmislardir. LDsy degerleri farkli bulunan bu suslarda
yiiksek virlilansa sahip suslarin 24 saatte oliimlere neden oldugu bulunmustur. Bu
calismada genellikle ilk 24 saat icinde Olen baliklarda ¢ok az patolojik degisiklikler
bulunmustur. Ilerleyen saatlerde patolojik degisiklikler siddetlenmistir. Deride ve
kafada, operkulum, g6z ¢evresi, agiz ¢evresi ve yiizge¢ diplerinde hemorajiler disinda
iskelet kaslarinda hemoraji, aniisiin disar1 ¢ikmasi gdzlenmistir. Oliimler orta siddette
viriilansa sahip suslarda 1-2 giin igerisinde, en diisiik viriilansa sahip suslarda ise 14
giine kadar ¢ikmistir (Pedersen ve dig., 1997). Yongjuan ve dig. (2002)’ nin yaptiklari
as1 etkinligi ¢alismasinda olusturduklar1 deneysel enfeksiyonda 1,2 x10' cfu/ml V.
anguillarum hiicresini  alabaliklara intraperitonal enjeksiyon ile vermislerdir.
Asilanmayan kontrol grubu baliklarin enfekte olarak 7 giin igerisinde tamaminin 61diigii

gozlenmistir (Yongjuan ve dig., 2002).

Histopatolojik olarak hastaligin ii¢ sistemik formuna gore degisik bulgular
gozlenmektedir. Perakut formda kalpte sarkoplazmik vakuolizasyon ile kardiyak
myopati, bobrek ve dalakda nekrozlar, periorbitalde 6dem, akut formda karacigerde
fokal nekroz, bobrekte hematopoetik dokunun bosalmasini takiben renal tiibiillere hatta
renal dokular arasi endokrin hiicrelere kadar yayilan nekroz, dalakta hematopoetik
dokuda bosalma seklinde tanimlanan nekroz, kalpte daha az siddetli lezyonlar ve kaslara
kadar ilerleyen deri lezyonlari, kronik formda ise bakterinin iirettigi hemolizinden 6tiirii
meydana geldigi disiliniilen melanomakrofaj merkezlerinde yiiksek miktarda
hemosiderin birikmesi 6nemli bulgulardir (Roberts, 1978, Inglis ve dig., 1993, Actis ve
dig., 1999, Noga, 2000). Ransom ve dig. (1984) V. anguillarum etkenli bir vibriosis
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vakasinda salmonlarda go6zlenen histopatolojik degisiklikleri rapor etmislerdir.
Baliklarda 16kosit sayisinda azalma, viicut renginde kararma ve yiizge¢ diplerinde
petesiyel hemoraji gozlenmistir. Kan damarlar1 ve hemorajik bolgelerde bakteriye
rastlanmis, bobrek ve dalak agir bir sekilde enfekte olmustur. Karacigerde, viseral
peritonda, kalp kasinda ve gevsek bag dokuda yliksek oranda bakteriye rastlanmustir.
Kas, solungag ve biitiin sindirim sistemi kanalinda hemorajiler gézlenmistir. Dalagin ve
bobregin bag dokusunun her yerinde nekroz ve ddem mevcuttur. Siniizoitlere ve
karaciger hepatik venalara ¢ok yakin yerlerde kiigiik capta nekrozlar bulunmustur.
Sindirim siteminin mukozasinda, pH derecesi nedeni ile rektumdan, kanalin 06n
bolgesine dogru daha yaygin ve siddetli nekroza neden olmustur. Solungaglarda 6dem

gbzlenmis fakat nekroz yada hiperplazi saptanmamistir (Ransom ve dig., 1984).

Nelson ve dig. (1985)’ nin yaptiklari g¢alismada gokkusagi alabaliklarinda V.
anguillarum enfeksiyonu sirasinda bakterinin yerini histolojik kesitlerle incelemisler ve
bakterinin baslangicta dalakta ortaya c¢iktigi, hiicrelerin sayisinin artmasi ile
enfeksiyonun ilerleyen asamalarinda bobrekte de bakteri hiicreleri gozlendigini rapor
etmiglerdir. Baliklarda 6lim gergeklestiginde ise bir ¢cok doku septik olup makrofajlar

tarafindan fagositoz saptanmamistir (Actis ve dig., 1999).

V. anguillarum suslar1 hem fenotipik hem serotipik karakterleri agisindan heterojen
ozellik gostermektedir. Biyokimyasal Ozeliklerin suslara gore degisiklik gosterdigi
bircok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Breuil ve Haffner, 1989, Whitman, 2004,
Austin ve Austin, 2007). Karsilastirmali ¢alismalarda patojenik, cevresel ve referans
suslarin benzer olduklar1 fakat antijenlerin ¢apraz reaksiyon vermedikleri goriilmiis,
serolojik metotlarin V. anguillarum siiflandirilmasinda uygun oldugu kanitlanmistir.
“Termostabil O antijeni” temel alinarak yapilan serotip sistemlerinin farkli iilkelerde
farkli isimler altinda anilmasinin yarattig1 karigiklig1 diizeltmek i¢in 1995 yilinda Grizes
ve Ollevier, V. anguillarum serolojisini karsilastirmis ve toplam 16 farkli O serotipinin
bulundugunu belirtmislerdir. Bu ¢aligmada ayn1 zamanda V. anguillarum O2 serotipi ile
V. ordalii’ nin antijenik yapilarinin olduk¢a benzer oldugunu ve V. ordalii’ nin, V.
anguillarum O2 antiserumu ile g¢apraz-reaksiyonlar olusturduklarini gostermislerdir.

Daha sonralari, Pedersen ve dig. (1999) tarafindan serotip ¢aligmalar ilerletilmis ve V.
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anguillarum O-serotip sayis1 23’ e ¢ikmistir (Grizes ve Ollevier, 1995, Pedersen ve dig.,

1999b).

Yapilan ¢aligmalarda serotip O2’nin 2 alt grubu oldugu bulunmus ve O2a ve O2b olarak
adlandirilmigtir. O2a grubu igeren bakteriler salmonid ve salmonid olmayan baliklardan
izole edilmis, O2b grubu igeren tiirler ise sadece salmonid olmayan baliklardan izole
edilmistir (Actis ve dig.,1999). irlanda’da yapilan Atlantik morinasi yetistiricilik
isletmesi ag kafeslerinde klinik bulgular tasiyan V. anguillarum etkenli dogal bir
vibriozis vakasi ile karsilasilmistir. Bu rapor, irlandadaki morinalarda ortaya ¢ikmus V.

anguillarum O2b serotipinin neden oldugu ilk vakadir (Rodger ve Colquhoun, 2008).

Finlandiya, Isve¢ ve Danimarka’nin Baltik Denizi kiy1 seridini icine alan bolgede V.
anguillarum’ un énemli bir balik patojeni oldugu, Finlandiya ve Isveg¢’ te yetistirilen
salmonlarda asilama yapilmasimma ragmen hala ani hastalik ¢ikisina neden oldugu
gozlenmistir. Finlandiya’da vibriozisin tuzlulugun % 0’a yakin oldugu Bothnia
Korfezinin kuzey kisminin bir¢ok bolgesi hari¢ tiim aci sularda enzootik oldugu ve V.
anguillarum’ un her yil Bothnia Kdorfezi, Baltik Denizi ve Finlandiya Korfezinde hasta
kiiltiir baliklarindan izole edildigi rapor edilmektedir. Bu bakteri isve¢ ve Danimarka’da
balik c¢iftliklerinde onceleri biiyiikk problem olusturmustur. Ancak 1990’ h1 yillarda
basarili agilama caligmalar1 ve profilaktik dnlemlerin alinmasi ile hastalik ¢ikisinda

azalma oldugu bildirilmistir (Pedersen ve dig., 1999a).

Norveg’te 1980’ li yillarda bu patojen hem gokkusagi alabaligi hemde salmonlarda
onemli kayiplara neden olmustur. Daha sonraki yillarda yapilan bagarili as1
uygulamalar sayesinde patojenin etkisi azalmistir. Ancak hastalik son yillarda kiiltiirii
yapilan morina baliklarinda da 6nemli kayiplara neden olmaya baslamistir. Morina
baliklart i¢in as1 caligmalari olmasimna ragmen asinin korumasi siirli kalmistir. Bu
hastaliga kars1 ne as1 formulasyonu nede asilama stratejisi hala yeterli diizeyde degildir
(Mikkelsen ve dig., 2007). Cin’de kalkan bireylerinde ortaya cikan bir vibriozis
vakasinda, dis bakida sadece ylizge¢ erimeleri goriilmiis fakat % 90-100’e varan
mortalite ile sonuc¢lanmistir (Austin ve Austin, 2007). Japonya’ da ise kiiltiirli yapilan
tath su ayu (Plecoglossus altivelis) baliklarinin en ciddi hastaliginin, V. anguillarum

etkenli vibriozis oldugu tespit edilmistir (Hirono ve dig., 1996). Tirkiye’de Vibrio
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anguillarum infeksiyonu ilk kez Candan (1993) tarafindan kafeslerde kiiltiirii yapilan
cipura baliklarinda bildirilmis ve daha sonra Karadeniz’de iiretimi yapilan Atlantik
Salmonlarda da yogun mortaliteye neden oldugu rapor edilmistir (Candan, 2000).
Mugla ili ¢cevresinde yapilan baska bir ¢caligsma ile vibriozis hastalig1 belirtileri gosteren,
yetistiriciligi yapilan levrek baliklart ve kafeslerin etrafinda bulunan kefal baliklarindan

Vibrio anguillarum izole edilmistir (Demircan ve Candan, 2006).

V. anguillarum hastalik olusturdugunda balik ciftliklerinde ani kayiplara yol
acabildiginden, balik kayiplarini azaltmak ic¢in hizli teshis zorunludur. Teshisi klinik
bulgular g6z Oniline almarak, hedef dokulardan bakterinin izole edilmesi ile
baslamaktadir. Biyokimyasal olarak secici kiiltiir vasatlarinda tireme, O/129 filtre
disklerine duyarlilik, nitrat indirgemesi, oksidaz ve katalaz {iretimi, arjinin
dekarboksilasyonu; serolojik olarak monoklonal antikorlar ile reaksiyonu (ELISA,
FITC, vb.); molekiiler olarak ise 16S rRNA problar1 ile hibridizasyon ve spesifik
genlerinin ¢ogaltimi (PCR, RT-PCR) ile yapilmaktadir (Actis ve dig., 1999, Austin ve
Austin, 2007).

Candan (1993), Cipura baliklarindan, Blanch ve dig. (1997) kalkan larvalarindan,
Benediktsdottir ve dig. (1998) yaptiklar1 calismada deri lezyonlar1 gdzlenen
salmonlardan izole ettikleri bakterilerin biyokimyasal testler ile Vibrio anguillarum
olarak tanisin1 yapmislardir. Vibrio anguillarum tanisinda ayrica, API 20E ve BIONOR
Mono agliitinasyon hizli tani kitleri de kullanilmaktadir (Santos ve dig., 1993, Romalde
ve dig., 1995, Blanch ve dig., 1997, Benediktsdottir ve dig., 1998).

Bu biyokimyasal ve immiinolojik metodlarin ¢ogu baliktan enfeksiyon etkeni bakterinin
izolasyonuna ve kiiltiiriine gereksinim duyar. Fakat molekiiler tekniklerin saf kiiltiire
gereksinimi yoktur. Martinez-Picado ve dig. (1994) V. anguillarum’ un identifikasyonu
icin Ozglin prob olarak kullanilabilecek sentetik oligonukleotidleri tasarlamistir. Bu
oligonukleotidler, bir ¢ok V. anguillarum susundan izole edilen 16S rRNA dizileri
karsilastirilarak dizayn edilmistir. Radyoaktif isaretli nukleotidlerin kullanildigi bu
calismada izole edilmis DNA 6rneginin yan1 sira homojenize edilmis balik dokular1 da
kullanilmig ve bagarili sonug¢ alinmistir. Ayrica yine dokudan, kandan ve baliktan izole

edilen saf kiiltiirlerde PCR yontemi kullanilarak bakterinin 6zgiin 7poN geni ¢cogaltilmis
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ve kisa siirede V. anguillarum teshis edilebilmistir (Martinez-Picado ve dig., 1994,
Gonzales ve dig., 2003, Demircan ve Candan, 2006). Molekiiler tekniklerin kullanimi V.
anguillarum’ un 24 saat icinde identifikasyonuna olanak saglamaktadir (Actis ve

dig.,1999, Austin ve Austin, 2007).

Vibriozis stres kaynakli hastaliklara klasik bir 6rnektir. Yiiksek yogunlukta bakira
(>30pg/ml) veya demire (>10ug/ml) maruz kalma Vibriozise olan hassasiyeti
arttirmaktadir (Austin ve Austin, 2007, Noga, 2000). V. anguillarum’ un kontrolii
antibiyotik kullanimi, agilama ve diger bakteri kiiltlirlerinin V. anguillarum’ un
tiremesini inhibe etmesi 6zelligini kullanarak yapilabilmektedir. Antibiyotikler ve diger
kemoterapatik maddeler vibriozisin tedavisinde yem i¢inde kullanilabilecegi gibi direkt
su icine de karistirilabilmektedir. 1970’ 1i yillarda Japonya’da amfisilin, kloramfenikol,
nalidiksik asit bilesikleri, nitrofuranli bilesikler, siilfonamidler ve trimetoprim rutin
olarak vibriozis tedavisinde kullanilmistir. Fakat bu bilesiklerin kullanimi ilaca direngli
suslarin gelismesine yol agmistir. Molekiiler genetik analizler ile antibiyotik direncini
saglayan genlerin plazmidlerde oldugu ve plazmidlerin bazi1 durumlarda konjugasyon ile

baska bakterilere de gegebildigi bulunmustur (Actis ve dig., 1999).

Geleneksel agilar formolle Oldiiriilmiis V. anguillarum yada bakteriyel membran
bilesenlerini igermektedir. Bu asilarin karin i¢i enjeksiyon seklinde uygulanmasi ile
immersiyon yada oral yoldan uygulanmasindan daha verimli sonuglar alinmaktadir.
1980’ 1i yillarin sonunda avirulent mutantlar kullanilarak canli agilar gelistirilmistir.
Avirtilent tilirler modifiye edilmis pJM1 plazmidi tasimaktadirlar. Bu plazmidin demiri
kullanma genleri ¢ikartilmis, diger tiirlere gecebilen bolgeleri mutasyona ugratilmis ve

ya yeni bolgeler eklenmigtir (Actis ve dig., 1999).

Vibriozis ile miicadelede Onerilen diger bir strateji ise normal bagirsak florasi
bakterilerinin trettigi inhibitor maddelerin kullanilmasidir. Kalkan balig1 bagirsaginda
bulunan 400’ den fazla izolat ile ¢aligilmis ve bunlarin %28’inin V. anguillarum’ a kars1

inhibitdr etkiye sahip olduklar1 bulunmustur (Actis ve dig., 1999).

V. anguillarum cesitli toksinler ve viriilans faktorleri iireterek baligin savunma

mekanizmasini ¢okertmektedir. Bu toksinler hemolizin, sitotoksin, proteaz, amilaz,
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kazeinaz, jelatinaz, elastaz lipaz, 10sin arilamidaz, valin arilamidaz, tripsin,
hemaglutinin ve ekstraseliiler toksinlerdir. Viriilans faktorleri ise hareketi saglayan
flagella, hiicre yapistiran faktorler, ylizey antijeni, pJM1 plazmidi, siderofor
(anguibaktin) ve demiri tutan hiicre zar reseptoriidiir (Kodama ve dig., 1984, Mazoy ve
dig., 1992, Santos ve dig., 1992, Hirono ve dig., 1996, Actis ve dig., 1999, Austin ve
Austin, 2007, Rodkhum ve dig., 2006). Demiri bagli oldugu molekiillerden koparan
siderofor (anguibactin) ve demirin bakteri tarafindan kullanilmasini saglayan genler en
cok calisilanlardir (Crosa, 1984, Actis ve dig., 1986, Actis ve dig., 1988, Wertheimer ve
dig., 1999, Welch ve dig., 2000, Liu ve dig., 2004).

2.4. VIBRIO ANGUILLARUM’ UN DEMIR BAGLAMA OZELLIiGi

Sideroforlar, bakterilerin demir yakalamak i¢in tirettikleri diisiik molekiil agirlikli fakat
demir ile ¢ok yiiksek baglanma egilimi gdsteren bilesiklerdir. Sideroforlarin katesol ve
hydroksimat isimli iki farkli ¢esidi bulunmaktadir. V. anguillarum’ un sahip oldugu
siderofor anguibactin ise bu iki ¢esidin bir karisimi seklindedir. (Crosa, 1984, Jalal ve

dig., 1989, Salyers and Whitt, 1994, Lopez ve Crosa, 2007).

V. anguillarum’ un sahip oldugu demir yakalama, baglama ve kullanma mekanizmasi
cok karmasiktir. Onceleri bakterinin 65 kb uzunlugunda pJM1 plazmidi vasitasi ile
demir tutma ozelligine sahip oldugu belirlenmistir (Crosa, 1984, DiLorenzo ve dig.,
2003). Daha sonra yapilan caligmalarda plazmid tagimayan suglarin da kromozom
vasitast ile sentezlenen, demir baglama sistemlerinin (vanchrobactin vb.) yiiksek
baglanma egilimine sahip olabildigi bildirilmistir. Demir baglama sistemi, pJM1
plazmidinin kodladig1; demir tasinmasini saglayan dort diizenleyici gen fatA, fatB, fatC
ve fatD, bu demir taginmasi genlerinin anlatimindan sorumlu RNAa ve RNAP genleri,
anguibactinin sentezlenmesinden sorumlu angR ve angT genlerinden olusmaktadir
(Sekil 2.2). Ayrica kromozomdan kodlanan Fur proteininin bu sentezlenmeyi durdurucu
gbrevi vardir. Bu protein disinda heniiz ¢ok az bilinen kromozom kaynakli bircok genin
de bu gorevi paylastig1 diisiiniilmektedir (Salinas ve dig., 1989, Chen ve Crosa, 1996,
Crosa, 1997, Welch ve dig., 2000, Welch ve Crosa, 2005, Lopez ve Crosa, 2007, Stork
ve dig., 2007).
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Anguibactin, bakterinin bulundugu ortamdaki demir azlig1 ile pJM1 plazmidinin demir
alim bdolgesinden sentezlenmeye baslanir ve bakteri hiicresi digina salimir. Bu
anguibactin konak transferrinine baglanmis olan Fe™ iyonunu koparip bakteri hiicresine
tasir. Bu sekilde konak transferrinleri konak hiicrelerine tasiyacaklari Fe™ iyonunu
kaybederler. Balikta bulunan transferrine bagli demir, anguibactine baglandiktan sonra
dis membran reseptorii FatA tarafindan tanmir ve FatB tarafindan periplazmik bosluga
alinir. Sitoplazmik membran proteinleri FatC ve FatD, anguibactin-demir kompleksinin
bakteri hiicresi i¢ine gecisini saglar (Sekil 2.2) (Crosa, 1984, Jalal ve dig., 1989, Kdoster
ve dig., 1991, Chen ve Crosa, 1996, Lopez ve Crosa, 2007).

Pedersen ve dig. (1997) V. anguillarum O1 serotipinin patojenitesi lizerine yaptiklari
calismada pJMI1 plazmidi varligmin ve siderofor iiretiminin patojeniteye etkisini
arastirmuglardir. 10° -10° hiicre/ml yogunlukta bakteriyi enjeksiyon yontemi ile
intraperitonal olarak baliklara uygulamis ve LDsy degerlerini bulmuslardir. 18 farkli
susun kullanmildig1 ¢alismada her susun farkli LDsy degeri oldugu bulunmustur. Bu
calismada siderofor {lireten suslar karsilastirilarak, patojenitenin siderofora bagh
olmadigi, ancak 67kb biylikligliindeki pJM1 plazmidi igeren suslarin daha yiiksek
virulansa sahip oldugu saptanmustir. Ornegin iki siderofor iireten sustan birinin LDs
degeri 10* den biiyiik iken digerinin 10° bulunmustur. Ayrica 65 kb plazmid icermeyen

3 susun da patojenitesinin diisiik oldugu saptanmistir (Pedersen ve dig., 1997).
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Sekil 2.2: pJM1 plazmidinin kodladig1 demir alimi diizen semasi,
D.A.B.: Demir Alim Bolgesi, (Actis ve dig. 1999)

2.5. TELEOST BALIKLARDA KAN

2.5.1. Kanin Yapisi

Baliklarda kanin hacmi diger omurgalilardan daha az olup, 2-17 ml/100 g arasindadir.
Balik kani diger vertebralilarda oldugu gibi plazma ve igerisindeki kati cisimler yani
kan hiicrelerinden ibarettir. Berrak sarimsi renkli bir sividan olusan plazmanin
%90’1ndan fazlas1 sudur. Geriye kalan kisminda erimis halde anorganik iyonlar, kan
proteinleri (ozmotik basinct kontrol eden alblimin, lipitleri tasiyan lipoproteinler,
hemoglobin pigmentini tasiyan globiilinler, bakir1 baglayan seruloplazmin, demiri
tastyan transferrin, kanin pihtilasmasini saglayan fibrinojen ve anorganik iyodu

baglayan iyoduroforin), glikoz, lipoitler, amino asitler, vitaminler, atilacak maddeler,
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erimis gazlar, hormonlar ve enzimler bulunur (Hibiya, 1982, Demir, 2006, Timur,

2008).

Kan hiicreleri, eritrosit, 10kosit ve trombositler olmak {iizere ii¢ tiptir. Eritrositler,
genellikle nukleuslu ve yassilasmig oval bigimdedir. Biiyiikliikleri 8,5-36 mikron ¢apl
olabilmekte ve tiirlere gore degismektedir. Genellikle eritrositlerin biiyiikliigii ile sayis1
arasinda ters bir oranti vardir. Farkli tiir baliklarda farkli sayilarda bulunmakta ve 0,5-6
x10°% adet/mm® kan olarak degisiklik gostermektedir (Roberts, 1978, Hibiya, 1982,
Demir, 2006).

Eritrositlerin renginin kirmizi olusu, renksiz bir protein olan globin ve sari-kirmizi
renkli hemden olusan hemoglobinden ileri gelmektedir. Eritrositlerin en énemli gorevi
dokulara oksijen tasimak ve dokulardan ¢ikan karbondioksiti viicut disina atmaktir.
Kanin oksijen tagima kapasitesi hemoglobinin miktarina, o da eritrositlerin sayisina gore
degisir. Kanin oksijen baglama giiciinii arttiran hemoglobin, baliklarin ¢cogunda kandaki
oksijenin %90’ dan fazlasini baglayarak tasimaktadir. Az bir kisim oksijen ise kanda

eriyik halde tasinmaktadir (Roberts, 1978, Hibiya, 1982, Demir, 2006, Timur, 2008).

Lokositler kanda eritrositlerden daha az sayidadir. Imm’ kanda 20-150 x10° adet 16kosit
bulunmaktadir. Bu kan hiicreleri oval veya yuvarlak sekillidirler. Beyaz kan hiicreleri
sitoplazmalarinda graniillerin bulunmasina gore iki gruba ayrilir. Bunlar graniilii
bulunan graniilosit ile graniilii bulunmayan agraniilositlerdir (Demir, 2006, Timur,

2006).

Graniilositler tiim I6kositlerin %4-40" 1n1 olusturur. Caplart 10 mikron dolayindadir ve
icerdikleri graniillerin boyanma yetenegine gore noétrofil, eozinofil ve bazofil olmak
lizere 1ii¢ tipte bulunmaktadir. Notrofiller bagisiklikta rol oynayan fagositik
hiicrelerdendir. Baliklar bakteriyel enfeksiyona maruz kaldiklarinda sayilarinda artis

olabilmektedir (Roberts, 1978, Demir, 20006).

Bazofiller baliklarda ender olarak bulunur ve fonksiyonlar1 heniiz net olarak

bilinmemektedir. En fazla bulunanlar ise noétrofillerdir. Notrofiller ikinci Onemli
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fagositik hiicre grubudur fakat kisa odmiirliidiirler, partikiilleri sindirdikten sonra oliirler

(Houston, 1990, Demir, 2006).

Agraniilositler de monositler ve lenfositler olarak ikiye ayrilmaktadir. Monositler
viicuda giren bakterileri ve diger yabancit maddeleri fagosite ederek enzimleri ile imha
edebildikleri icin bunlara ayn1 zamanda fagositler de denilmektedir. Monositler sayilari

az olan makrofaj roliindedirler (Roberts, 1978, Demir, 2006, Timur, 2006).

Lenfositler gorevleri agisindan ikiye ayrilmaktadir. Bir kismi hiicresel bagisiklikta rol
alirken, diger 6nemli bir boliimii antikorlar: iireterek mikroorganizmalarin tiremelerini
inhibe ederler. Caplar1 4-12 mikron arasinda degismekte olan bu hiicrelerin fagositik

etkisinin de oldugu diisiiniilmektedir (Roberts, 1978, Houston, 1990, Demir, 2006).

Trombositler ise tiim 18kositlerin neredeyse yarisii olustururlar. I§ bicimine sahip bu
hiicreler kanin pihtilasmasinda rol oynarlar. Bu hiicrelerin ¢ok diisiik fagositik etkileri

vardir (Roberts, 1978, Houston, 1990, Timur, 2006).

Mikroorganizmalar viicuda girdiginde, spesifik olmayan immiin sistem yanit olarak
hiicresel ve humoral faktorleri harekete gecirir. Hiicresel faktorler yani lokositler,
mikroorganizmalara kars1 viicutta bir inflamasyon gelistiginde damarlarin digina gikarak
dokulara goc¢ ederler. Monositler makrofajlara doniiserek noétrofiller ile birlikte,
inflamasyon boélgesinde zedelenen, parcalanan veya Olen hiicre artiklarini ve
mikroorganizmalar1 fagosite ederek ortadan kaldirirlar (Anderson, 1974, Timur ve

Timur, 2003).

Enfeksiyonda 6nemli rolii olan kan hiicrelerinin incelenmesi enfeksiyon hakkinda bilgi
vermektedir. Viicutta anemi varligin1 gosteren testler; hemoglobin diizeyi, eritrosit
sayis1, hematokrit degeri ve boyanmis kan frotilerinin incelenmesidir. Toplam 16kosit ve
farklilagmis l6kosit sayilari organik yada infeksiydz hastalik varligim1 veya siiphesini

gostermektedir (Blaxhall ve Daisley, 1973).
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Saglikli levrek baliklart icin bildirilen normal degerler eritrosit sayisi icin 2,31-4 x10°,
hematokrit degeri i¢in % 34-43 oldugu rapor edilmistir (Alvarez-Pellitero and Pinto,
1987, Basusta, 2005). Saglikli bir balikta olgunlasmamis eritrosit miktari, toplam
eritrosit miktarinin % 1’1 kadar olmalidir (Roberts, 1978). Kan Orneklerinde yiiksek
miktarda olgunlagsmamis eritrosit bulunmas: kendini yenileyen anemi gostergesidir

(Stoskopf, 1993).

2.5.2. Kan Hiicrelerinin Olusumunda Gorev Alan Organlar

Baliklarda kan hiicrelerinin olusumunda omurgalilarinkinden daha farkli ve fazla sayida
organ bulunmaktadir. Omurgalilarin aksine baliklarda kemik iligi ve lenf diiglimleri
yoktur (Demir, 2006). Baligin embriyo doneminde kan hiicreleri, kan damarlarindan
olusur. Ergin pek c¢ok balikta farkli olmasimna ragmen kemikli baliklarda dalak ve
bobreklerin  6zellikle 6n kisminda olusturulurlar. Dalak bobrege oranla daha az

hematopoetik ve lenfoid hiicre igerir (Timur, 2008)

Bobrek; Kemikli baliklarda bobrek temel hematopoetik (kan iireten) organdir. Hem
anterior hem de posterior bolgesinde hematopoetik bolgeler mevcuttur. Posterior bolge
ayni zamanda renal islev gormektedir. Teleost baliklarda bobrek morfolojik yonden
degisiklikler gosterse de, genel olarak farkli olgunluktaki kan hiicreleri, endokrin ve
salgisal fonksiyonlar1 olan endotelial hiicreleri igerir. Ayrica bobrekteki hematopoetik
kismin i¢inde melano-makrofajlarin daginik bir yapida bulundugu sdylenmektedir.
Melano-makrofajlar (melanin, lipofuksin ve hemosiderin pigmentleri igeren
makrofajlar) diger teleost tiirlerinde de bdbrek, dalak ve karacigerde toplu olarak
bulunurlar. Pigment i¢ceren melano-makrofaj merkezlerinin teleost baliklarin immiin
sistemindeki rolleri heniiz kesin olarak saptanamamis olsa da, bu merkezlerin kuslarda
ve memelilerdeki lenf nodiillerinin ilkel benzerleri olarak diistiniilmektedir (Hibiya,

1982, Ferguson, 1989, Agius ve Roberts, 2003).

Timus; Genel olarak gelismekte olan lenfosit hiicrelerini ig¢erir. Timus T hiicrelerinin
farklilagmasi ve olgunlagmasi i¢in ana organdir ve yiiksek miktarda 10kosit igerir.
Kemikli baliklarda dalak eritropoietik ve sekonder lenfoid bir organ iken, timus primer

lenfoid organdir (Ferguson, 1989, Anonim, 2008).
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Karaciger; Balik karacigerinin immiin sistemde kiicik bir roli oldugu
diistiniilmektedir. Bununla birlikte dalak ve bobrek kadar olmasa da temizleyici bir

gorevi oldugu bilinmektedir. Levrek balilarinda pankreas, karaciger icerisinde yer alir

(Hibiya, 1982).

Bagirsak; Gastro intestinal kanal mikrobik invazyona karsi basarili bir bariyer
olusturur. Bagirsaklarin sindirim faaliyeti i¢in ortamdaki diisiik pH, sindirim enzimleri
ve safra nedeniyle potansiyel patojenler icin oldukca zor bir ortam olusturur. Teleost
baliklarda lamina propria’da eozinofilik graniiler hiicreler ve intraepitelial lenfositler ile

makrofajlar birlikte bulunurlar (Ferguson, 1989).

Dalak; kemikli baliklarda lenf diiglimiine benzeyen tek bir organdir ve rengi koyu
kirmizi ya da siyahtir. Dalagin beyaz pulpasinda 16kositler iiretilirken, kirmizi
pulpasinda ise eritrosit ve trombositler iiretilir. Kirmizi pulpa ve beyaz pulpa arasinda
kesin bir ayrilma olmayip, birbiri ig¢ine girmis bolgeler olarak bulunurlar. Dalagin
biiyiik bir kismuni olusturan kirmizi pulpa sinusoidleri destekleyen retikular hiicre
agindan olugmaktadir. Beyaz pulpa ise melanomakrofaj yiginlar1 ve elipsoidlerden
olusmaktadir. Teleostlarda dalagin kan iiretimi, makromolekiillerin temizlenmesi,
antijenlerin indirgenmesi ve antikor iiretimi gibi fonksiyonlar1 vardir. Dalagin spesifik
ve spesifik olmayan immiin sistemdeki rolii anterior bobrege gore ikinci derecededir

(Hibiya, 1982, Ferguson, 1989, Timur, 2008).

2.6. DEMIRIN CANLILAR iCiN ONEMI

Bakir, cinko, demir, kobalt, selenyum, manganez vb. gibi tasinir metaller, bircok
organizmanin saglig1 icin esansiyeldir. Baliklar, metal kazancini iki yoldan yani hem

yemden hem de sudan almasi1 6zelligi olan tek omurgali grubudur (Bury ve dig., 2003).

Demir hemen hemen tiim organizmalar i¢in gerekli bir elementtir. Cok hiicreli
organizmalarda, hemoglobinin hem kismindaki demirin gorevlendirilmesi, oksijen
baglama ve tasinma kapasitesini, tiim dokulara oksijen transfer edilebilirligi
arttirmaktadir. Demirin anahtar hiicre fonksiyonlarindan biri, aerobik kosullarda

elektron degisimi kabiliyetinden dolay1 sitokromlara redoks aktivitesi vermektir. Ayni
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zamanda dehidrojenaz, peroksidaz, katalaz gibi enzimlerin ko-faktorii olarak da goérev
almaktadir. Demirin negatif bir etkisi de asir1 miktarda serbest halde bulundugunda
hiicreler i¢in toksik etki yapmasidir. Ayrica fazla miktardaki demir notrofillerin ve
monositlerin kemotaktik ve fagositik akitivitesini de azaltmaktadir. Boyle durumlarda
konak canli bakteriyel enfeksiyonlara karsi daha hassas durumdadir (Salyers and Whitt,
1994, Colquohun, 2002, Bury ve dig, 2003).

Baliklarin yasadiklar1 sudan aldiklar1 demirin yani sira diyete eklenen demirin
biiylimeyi etkiledigi bildirilmistir (Noga, 2000). Fakat demirin fazla oldugu ortamlarda
Vibrio anguillarum ve Photobacterium damsela ssp. piscicida ile enfeksiyonun baligi
daha kolay etkiledigi bilinmektedir (Austin ve Austin, 2007, Noga, 2000, Rodrigues ve
Pereira, 2004).

2.7. TRANSFERRIN

Savunmanin ilk tabakasi olan epitel ylizeyler (deri, solunga¢ ve bagirsak) mukus
tabakasi ile kaplidir. Mukusun en 6nemli gorevi bakteri, mantar veya parazitlerin epitel
ylizeye tutunmalarin1i Onlemektir. Mukozal bariyerlere ilave olarak pekc¢ok serum
faktorii bulunmustur. Transferrin demir baglama 6zelligi ile en 6nemlilerinden birisidir.
Bu glikoprotein kan dolagimindaki serbest demir miktarini sinirlar. Memelilerde 77 kDa
molekiil agirligina sahip olan transferrinin baliklarda farkli molekiil agirliga sahip
degisik bicimleri izole edilmistir. Kemikli baliklarda 61-87 kDa arasinda degisen
bicimleri bulunmaktadir (Yano, 1996).

Serum transferrin demir baglayan proteinler ailesinin énemli bir tiyesidir. Laktoferrin ve
ovotransferrin de bu ailenin diger iiyeleridir. Bu ii¢ protein de yapisal olarak birbirlerine
cok benzemektedir fakat farkli fonksiyonlar1 vardir. Transferrin, demirin ferrik iyonlar
olarak kan aracilig1 ile taginmasini, ylikseltgenmesini, kullanilmasini ve depolanmasini
saglar. Laktoferrin gdzyasinda, siitte ve diger viicut sivilarinda bulunur. Bu protein
demire transferrinden daha siki baglanir ve bakteriyostatik ajan gorevi goriir.
Bakterilerin gelisimlerine yardimci olan demirin ortamda serbest bulunmamasini saglar.
Ovotransferrin de kus yumurta beyazlarinda bulunur ve 6ncelikli olarak bakteriyostatik

ajan olarak gérev goriir. Demir, kanda iki tane Fe™ baglayabilen transferrin proteini
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tarafindan tasiirken, dokularda ferritin adi verilen protein ile kompleks olusturarak
depolanir. Ozel dokulara demir dagitimim saglayan, transferrin reseptorleri tarafindan
tanman ferroz-transferrin (transferrin+Fe™) kompleksleridir (Salyers and Whitt, 1994,

Harris, 1998, Keha ve Kiifrevioglu, 2007).

Transferrin yitksek omurgalilarda biyolojik sivilar yoluyla gerekli alanlara Fe™
taginmasini saglayan ana proteindir. Bu protein esas olarak kan plazmasinda, salgi
stvilarinda Ornegin siitte bulunmaktadir. Transferrin ¢ogunlukla demir baglayan bir
protein olarak bilinse de aslinda c¢ok islevli bir proteindir. Antioksidatif ve
antimikrobiyal koruma, farklilasma ve hiicre koruma aktivitelerinde onemli rol
oynamaktadir (Wojtczak ve dig., 2007). Kandaki serbest demiri baglayarak, bakteriyel
patojenlerin ihtiyaci olan demiri almalarini1 engeller diger bir deyisle bakteriyostatik bir
ortam yaratir. Baliklarda da ayni gorevleri Ustlenmistir. Oysa ki V. anguillarum
sentezledigi siderofor (anguibaktin) sayesinde transferrinin bagladigi demir iyonlarmi
kopararak kendisi i¢in kullanabilmektedir (Crosa, 1984, Actis ve dig., 1986, Actis ve
dig., 1999, Ellis, 1999).

Transferrin oncelikli olarak karaciger hiicrelerinde sentezlenmektedir ama ayni zamanda
beyin, kemik iligi ve testis gibi bir¢ok degisik dokuda da anlatim yapmaktadir. Bu
nedenle transferrinin demir baglamaktan baska bir¢ok biyolojik fonksiyonu da
bulunmaktadir. Ornegin enzimlerin aktivasyonunda rol aldigi gibi son calismalarda
balik makrofajlarinin aktivasyonunda da baslica gorev aldig1 bulunmustur (Ekblom ve
dig., 1983, Idzerda ve dig., 1986, Stafford ve Belosevic, 2003, Wojtczak ve dig., 2005,
Neves ve dig., 2009).

Sistemik bakteriyel enfeksiyonlarda konagin immiin yaniti olarak kanda bulunan
transferrin  konsantrasyonu yiikselmektedir. Bu yanit bakterilerin kullanimini
engellemek i¢in serbest demir miktarin1 diislirmeye yarayan bir yanit olarak
saptanmistir. Konak kaninda bulunan transferrin miktar1 patojene maruz kalan konagin

belirlenmesinde dnemli bir parametredir (Salyers and Whitt, 1994, Yano, 1996).

Immiinolojik olarak, Onchorynchus keta ve salmonid olmayan 12 farkli tiir baligin

antikorlarinin kullanildig1 bir ¢aligmada salmonid transferrinlerin iki balik haricinde
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capraz reaksiyon verdigi gozlenmistir (Yano, 1996). Atlantik salmonlarda yapilan bir
caligmada ise serum transferrin miktarini 6lgmek i¢in olusturulan poliklonal transferrin
antikorunun 107" oraninda sulandirilan alabalik serumu ile diisiik miktarda capraz

reaksiyon verdigi saptanmistir (Roed ve dig., 1995).

Neves ve dig. (2009)’ nin levrek baliklar1 ile yaptiklar1 Photobacterium damsela spp.
piscicida deneysel enfeksiyon caligsmasinda transferrin diizeyinin ve gen anlatiminin
nasil degistigini tespit etmiglerdir. 96 saat (4 giin) siiren enfeksiyon denemesinde
hematokrit ve eritrosit sayilar1 da takip edilmistir. Transferrinin kandaki miktarin1 tespit
i¢in likid-ferrozin metodunu, gen anlatimi tespiti i¢in ise real time RT-PCR metodunu
kullanmiglardir. 96 saat sonunda tiim kan degerlerinin en diisiik seviyeye ulastigi,
kandaki transferrin doygunlugunun zamanla diistiigii, gen anlatiminin ise ilk giin arttig1

sonraki giinler ise azaldig1 saptanmistir (Neves ve dig., 2009).

2.8. GEN ANLATIMI VE ANALIZi

Genlerin fonksiyonel yapisi canli ile ilgili bir¢ok bilgiyi sunmaktadir. Cevresel
modifikasyonlar (kimyasallar, fizyolojik ve patolojik kosullar) transkriptom diizeyinde
tepkilerin ortaya c¢ikmasina yol acmaktadir. Farkli stok yogunlugundaki balik
populasyonlari iizerinde yapilan gen anlatim modifikasyon ¢alismalari, stok yogunlugu
nedeni ile olusan stresin anlasilmasina yardimci olmaktadir. Ayn1 zamanda hayvanin
durumunu belirlemek i¢in molekiiller biyomarkirlar giivenilirdir ve kolayca

uygulanabilmektedir (Gornati ve dig., 2005).

Bir gendeki bilginin anlatimi1 bir DNA kalibindan kopyalanan (transkripsiyon) bir RNA
molekiiliiniin sentezi ile gergeklestirilir. Tim RNA molekiilleri DNA’da siirekli
depolanmis bilgiden (bazt virlislerin RNA genomlar1 disinda) olusturulur.
Transkripsiyon sirasinda bir enzim sistemi, DNA zincirlerinden biriyle tamamlayic1 baz
dizisi olusturarak, ¢ift zincirli bir DNA boélgesindeki genetik bilgiyi RNA zincirine
aktarir. Baslica {i¢ tip RNA olusturulur Haberci RNA (mRNA), tagiyict RNA (tRNA) ve
ribizomal RNA (rRNA). Gen anlatimi analizlerinde yararlanilan mRNA, bir gen yada
gen takimi tarafindan saptanan bir yada birka¢ polipeptidin amino asit dizilerinin

sifresini tagir. mRNA’ larin igerdigi bilginin aminoasit dizilerine c¢evrilmesine
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translasyon (protein sentezi) denir. mRNA hiicredeki toplam RNA’larin yaklasik % 5’
ini olusturur fakat biiylikliik acisindan en heterojen RNA tipidir (Tokullugil ve dig.,
1997, Turner ve dig., 2000, Kilig, 2005).

Belirli hiicresel kosullarda veya gelisimin ¢esitli evrelerinde degisik gen iriinlerine
(protein) ihtiya¢ duyulmasi ve ihtiyaci kadar gen {iriinii sentezlenmesi i¢in her bir genin
anlatimi 6zenle yapilir. Proteinler bilgi akis yollarinin ¢ogunda son {iriindiir. Belirli bir
anda, bir hiicre binlerce proteine ihtiya¢ duyar. Bu proteinler, hiicrenin o andaki
ihtiyacina gore sentezlenmeli, hiicre igindeki uygun yerlere tasinmali ve ihtiyag

kalmadiginda yikilmahdir (Kilig, 2005).

Bir tiirlin ya da organizmanin her bir hiicresinde her zaman gerekli olan iirlinlerin
genleri, neredeyse degismeyen diizeyde anlatim yapar. Temel metabolik yollarin
enzimlerinin genleri housekeeping (internal kontrol) genler olarak tanimlanir (Sharkey

ve dig., 2004, Kilig, 2005).

2.8.1. RNA izolasyonu ve Saflastirilmasi

Niikleik asitlerin temel rolii, genetik bilginin (bireyin canlilikla ilgili tim
karakterlerinden sorumlu bilginin) saklanmasi ve dolden dole gegisinin saglanmasidir.
Genetik bilginin 6nemli kismimin anlatimi (Gen anlatimi1) proteinler bi¢ciminde ortaya
cikar. Buna gore, genetik materyal gorevini yiiklenen niikleik asitler bireyin olusumunu
ve tlirtine Ozgli karakterleri kazanmasimi proteinler araciligiyla yonetirler. Niikleik
asitlerden deoksiriboniikleik asit (DNA) canlilarin tiimiine yakin kisminda genetik
bilginin ana deposudur. Bu bilgi riboniikleik asit (RNA) molekiilleri bi¢ciminde
kopyalanir (transkripsiyon) ve daha sonra protein bicimine g¢evrilir (translasyon).

Protein sentezi niikleotid dizisindeki sifreye gore yapilir (Temizkan, 2008).

Hiicrelerdeki total RNA bakterilerde toplam hiicre agirliginin %6’ sini1, gelismis yapil
canlilarda %1,1’ ini kapsamaktadir. Parcalanmamis ve temiz RNA izolasyonu, gen
anlatimi analizi ¢alismalarinda 6nemli bir asamadir. izolasyon sirasinda en fazla
karsilagilan  problem, aktivitesini uzun siire koruyan, ribonukleaz (RNaz)
kontaminasyonudur. Bu tiir sorunlardan kurtulmak i¢in biitiin ¢ozeltiler, cam ve plastik

esyalar 6zel yontemlerle hazirlanmali ve steril edilmelidir. RNaz 6zellikle ¢alisanlarin
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ellerinden bulastig1 icin calisma sirasinda eldiven giyilmeli ve kirli maddelere
dokunuldugunda eldivenler degistirilmelidir. izolasyonda kullamlacak c¢ozeltiler
RNaz’in aktivitesini yok eden dietilpirokarbonat (DEPC) ile hazirlanmalidir. Cam
esyalar, icinde %0,1 oraninda ¢oziinmiis DEPC bulunan su ile doldurularak 2 saat 37°C’
de bekletilir. Daha sonra birkag¢ kez distile su ile ¢alkalanir ve 15 dakika otoklavlanir.
Otoklavlama DEPC’nin uzaklastirilmasi i¢in gereklidir. Elektroforez tanki ve aparatlari

da DEPC igeren su ile yikanmalidir (Sisk, 1997, Sarikaya, 2008)

RNA izolasyonu protokollerinin tiimiinde ilk asama oOnce hiicre c¢eperinin ve
membraninin parcalanmasidir. Daha sonra hiicre lizatinin santrifiijjlenmesi ile RNA
diger hiicresel makromolekiillerden ayrilir. Son yillarda iiretilen ticari RNA izolasyon
kitlerinin kullannmi RNA’nin parcalanmadan izole edilmesinde biiyiikk kolaylik

saglamaktadir (Sarikaya, 2008).

2.8.2. RNA’ nin Analizi

2.8.2.1. Spektrofotometre

Isik enerjisine dayanilarak yapilan bir optik Ol¢iim yontemidir. Spektrofotometre
ozellikle nicel ¢alismalarda molekiiler biyolojide en fazla kullanilan yontemdir. Bir
soliisyondaki makromolekiillerin miktar tayinlerinde yararlanilir. Bir molekiil saf
oldugu zaman belirli bir dalga boyundaki 15181 maksimum derecede emme 6zelligine
sahiptir. Bu 0Ozellige bagli olarak gelistirilmis absorbsiyon spektrometresi ile bir
karisimdaki maddelerin nitel ve nicel analizlerini yapmak miimkiin olur (Turner ve

dig., 2000, Temizkan, 2008).

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyundaki 15181 maksimum emme
ozelligi tagidigindan, bu dalga boyundaki emme derecesi niikleik asitlerin miktarinin bir
Olctistidiir. Buna gore, RNA’ nin miktar1 spektrofotometrede 260 nm dalga boylarinda
elde edilecek degerden belirlenebilir. 1 optik dansite (OD) tek zincirli RNA ig¢in 40
pg/ml’ ye karsilik gelmektedir. Miktar belirlemek igin kullanilan formiil ise; RNA
(ng/ml)= Ayeo x sulandirim orani x 40 ’dir. (Turner ve dig., 2000, Sharkey ve dig.,
2004, Sarikaya, 2008).
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2.8.2.2. Elektroforez

Elektroforez, molekiillerin elektrik yiiklerindeki farklara gore gelistirilmis bir tekniktir.
Bir elektriksel alanda ¢oziinmiis durumdaki molekiillerin elektrik yiiklerinin kitlelerine
oraniyla belirlenen hizda hareket (go¢) etmeleri prensibine dayanir. Elektroforezin bir
homojenattaki farki molekiilleri ayirma kapasitesi genellikle sinirhidir. Buna karsilik, az
miktardaki protein ya da niikleik asitleri saflastirmakta ve analizini yapmakta genis

capta kullanilir (Temizkan, 2008).

Niikleik asitlerin ve proteinlerin ¢esitli tiplerini ayirmakta genellikle jel
elektroforezinden yararlanilmaktadir. Jel elektroforezi saflagtirilmis niikleik asit ve
proteinlerin molekiil agirligi, miktar1 ve alt tiplerinin saptanmasinda genis Olcilide

kullanilmaktadir (Turner ve dig., 2000, Temizkan, 2008).

RNA analizinde farkli tipte jeller kullanilabilir. Formaldehit/agaroz jel kullanimi
ylikleme hacminin fazla olmasi ve ¢oziinme giiciiniin yiiksek olmasi nedeni ile tercih
edilmektedir. Ayrica gozenek 6zelligi nedeni ile Northern melezleme teknigi sirasinda
kapiler transfer ile RNA’nin membrana gegisi saglanabilir (Sambrook ve dig., 1989,

Sarikaya, 2008).

RNA, DNA agaroz jelinde oldugu gibi etidyum bromiir ile boyanir. Par¢galanmamis total
RNA, agaroz jel lizerinde olduk¢a belirgin 28S (veya 23S) ve 18S (veya 16S) rRNA
bantlarina sahiptir. RNA eger elektroforez Oncesi denatiire edilmemisse sekonder
yapisint korumaktadir. Bu nedenle jelde farkli boyutlarda RNA goriintiisii olusur.
Agaroz jele eklenen formaldehit RNA’ nin dogrusal sekilde kalmasini saglar (Sambrook

ve dig., 1989, Sarikaya, 2008).

2.8.3. Ters Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

PCR yo6ntemi DNA dizisinin spesifik bir bolgesini in vitro olarak, bir ¢ift oligontikleotid
primer ve DNA polimeraz enzimi yardimiyla ¢ogaltmay1 saglamaktadir. RT-PCR ise,
RNA PCR olarak da adlandirilan iki agamali bir PCR yontemidir. Tek iplikli RNA
orneklerinin “reverse transcriptase” enzimi yardimi ile geri transkripsiyonu yapilarak
kopya DNA (cDNA) elde edilir. Cift iplik haline gelen bu 6rneklerden istenilen gen
dizisinin PCR yontemi ile ¢ogaltimi yapilir (Sekil 2.3.). Bu asamalar tek bir tiipte tek bir



asama olarak da gerceklestirilebilmektedir. RT-PCR, transkripsiyonun yani gen
anlatiminin belirlenmesi i¢in kullanilan yar1 kantitatif bir yontemdir (Sharkey ve dig.,

2004, Ari, 2008).

RNA
Primer

RNA
cDNA

cDNA

DNA

Sekil 2.3: RT-PCR’ 1n isleyis mekanizmasi ve bilesenleri, RT: Reverse transcriptase,
cDNA: tamamlayict DNA, DNA Pol.: DNA polimeraz.

2.8.4. Northern Emdirimi (Blot)

Niikleik asit melezleme (hibridizasyon) yontemleri; tek iplikli niikleik asit
molekiillerinin tamamlayici dizileri ile uygun kosullar altinda kendiliginden esleserek
cift iplikli melez molekiiller olusturma 6zelligine dayanir. Bu melezleme reaksiyonlari
hem RNA hem de DNA molekiilleri iizerindeki belirli niikleotid dizilerini tayin etmek
icin kullanilir. Arastirilan niikleik asit dizisine tamamlayici olan problarin, radyoaktif
veya radyoaktif olmayan bir belirleyici ile isaretlenmesi gereklidir. Melezlemede
kullanilacak probun uzunlugu melezlemenin etkinligini belirler. (Yilmazer ve dig.

2008).

Northern emdirimi (blot), belirli dokular veya hiicrelerden izole edildikten sonra jel
elektroforezi ile ayrilan ve nitroselliiloz veya naylon membranlara transfer edilen 6zgiin
RNA dizilerinin saptanmasi ve analizi i¢in uygulanan bir yontemdir. ilgilenilen genin
transkripsiyon {riinii olan RNA’nin analizinin yapilmasi bu ydntemde DNA-RNA

melezlemesi ile miimkiin olmaktadir (Yilmazer ve dig. 2008).
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Northern emdiriminde temel olarak prob hazirlama, denatiirasyon, RNA’nin membrana

aktarimi, fiksasyon, melezleme, yikama ve belirleme agsamalar1 bulunmaktadir.

2.8.4.1.Prob Hazirlanmasi, Digoksigenin (DIG) Sistemi

Digoksigenin isaretleme sisteminde DNA, RNA ve oligoniikleotidlerin isaretlenmesinde
Digitalis bitkisinden elde edilen bir kardenolid steroid hapten olan “digoksigenin”, bir
niikleotid trifosfat analogu olan urasil bakiyesine bagli olarak DIG-11-dUTP yapisinda
bulunmaktadir. /n vitro DNA sentezi reaksiyonu seklinde gerceklesen prob hazirlanmasi
sirasinda ortama 4 ¢esit ANTP nin yanisira DIG-11-dUTP’de eklenir. Bu sekilde yeni
sentezlenen prob, kalip DNA zincirindeki her adenin niikleotidinin karshigi olarak ya
dTTP, ya da DIG-11-dUTP tagimaktadir. Yeni sentezlenen DNA’da her 20-25
niikleotidde DIG dUTP baglanmaktadir (Yilmazer ve dig., 2008).

Digoksigenin (DIG) sistemi radyoaktif madde gerektirmeyen ama onlar kadar duyarl
olabilen bir sistemdir. Ayrica hazirlanan problarin 1 yil gibi uzun bir siire
saklanabilmesi ve birden fazla melezleme reaksiyonunda kullanilabilmesi en onemli

avantajlarindandir (Yilmazer ve dig., 2008).

2.8.4.2.Denatiirasyon

DNA/RNA melezleme i¢in prob ve hedef dizilerin tek iplikli hale getirilmeleri
gerekmektedir. Denatiirasyon adi verilen bu iglem, asit, 1s1 veya alkali uygulamasiyla
yapilabilmektedir. Is1 ile denatiirasyon, uygulamanin basitligi ve daha etkili olusu gibi
nedenlerden Otiirii daha fazla tercih edilen bir yontemdir. Denatiirasyon islemi genelde
morfoloji kaybina neden olmaktadir. Bu nedenle bu islem sirasinda dikkatli olunmasi

gerektigi ifade edilmektedir (Yilmazer ve dig., 2008).

2.8.4.3.RNA 'nmin Membrana Aktarimi

Denatiire edilen RNA Glyoxal/DMSO igeren veya formaldehit igeren jel elektroforezi
ile dogrusal RNA molekiillerinin birbirinden ayrilmalar1 saglanir. Ardindan jelin
mebrana aktarimi gergeklestirilir. RNA’nin membrana aktariminda 3 farkli yontem

kullanilabilir; vakum transfer, elektro-emdirim veya kapiler aktarim.

RNA melezlemesinde nitroseliiloz membranlar daha iyi baglanma etkisi gosterse de

melezleme ve yikama asamalarinda sorun yaratmaktadir. Bu sorunun giderilmesi pozitif
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yuklii naylon membranlarin kullanimi ile saglanabilmektedir. Fakat bu membranlarda
da cesitli tipte arka planda melezlenmeler meydana gelmektedir (Sambrook ve dig.,

1989).

2.8.4.4.Fiksasyon

RNA molekiilleri membrana aktarildiktan sonra, membrana fikse edilmeleri yani pozitif
yuklii memebranin amine gruplari ile RNA molekiillerinin bazlar1 arasinda capraz
baglar olusturulmasi gerekmektedir. Bu islem i¢in birka¢ yontem kullanilmaktadir. Ya
membran 254nm dalga boylu UV 1sinina maruz birakilmali, ya 80°C’de vakum altinda
30-120 dak. firnlama yapilmali yada 120°C’de 30 dak. normal firinlarda tutulmalidir
(Sambrook ve dig., 1989).

2.8.4.5.Melezleme (Hibridizasyon) Oncesi Islemler

Melezleme islemi sirasinda problarin membrana ve kullanilan RNA populasyonunda
0zgil olmayan bolgelere baglanmasini indirgemek amaciyla 6n melezleme islemi
gerceklestirilmektedir. Hibridizasyon sicakligi kullanilan gene bagli olarak asagidaki

formiilde belirtilen sekilde hesaplama yapilarak belirlenmektedir.

To= 49,82+0,41 (%G+C)-(600/1) (1= baz ¢ifti biriminde hibrid uzunlugu)
Top= Tm- (20-25°C)

Istya dayanikli ve agzi kapakli hibridizasyon tiipiine yerlestirilen membranin iizerine
melezleme standart soliisyonu eklenerek, hesaplanan sicaklikta 30 dakika siireyle
hibridizasyon firininda inkiibe edilmesi ile membranin ©6n hibridizasyonu

gerceklestirilmektedir (Roche, 2004, Yilmazer ve dig., 2008).

2.8.4.6.Melezleme

Bu islemde, prob olarak kullanilan isaretli ve hedef diziye tamamlayici olan DNA
parcasinin, tamamlayicis1 oldugu dizilerle baglanmasi  gerceklestirilmektedir.
Isaretlenmis niikleik asit problar1 melezleme soliisyonuna aktarilarak énceden formiil ile

belirlenen sicaklik derecesinde gece boyu melezlemeye alinmaktadirlar (Yilmazer ve

dig., 2008).

2.8.4.7.Melezleme Sonrasi Yikama Islemleri
Isaretli prob hedef dizi disinda homoloji gosteren baska dizilerle 6zgiin olmayan

eslesmeler yapabilmektedir. Bu sekilde olusan melezler dogru eslesme gdsterenlere gore
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daha dayaniksizdir. Bu nedenle zayif eslesmis olanlar c¢esitli yikama islemleriyle
cOziilebilmektedir. Yikama islemleri ile zayif baglanan prob membrandan
uzaklastirilarak, dogru eslesme gosterenler membran {izerinde birakilmaktadir. Probun

uzun olmasi yanlis eslesmelerin azalmasini saglar (Yilmazer ve dig., 2008).

2.8.4.8.Isaretli Problarin Belirlenmesi

Radyoaktif olmayan prob isaretlerinin ¢ogu immiinojeniktir. En ¢ok kullanilan
radyoaktif olmayan isaretler olan biotin ve digoksigenin, kendilerine kars1 olusturulan
antikor ile saptanabilmektedirler. Digoksigenin, alkalin fosfataz enzimi bagl olan anti-

digoksigenin antikoru ile belirlenmektedir.

Digoksigenin siteminde, melezlenen problarin yapisinda bulunan DIG-11-dUTP’lerin
tasidig1 digoksigenine 6zgiil digoksigenin antikoru eklenerek antijen-antikor kompleksi
olusturulmaktadir. Bu kompleksin olusumunu takiben alkalin fosfataz enziminin
substratlart olan NBT/BCIP (nitroblue tetrazolium/5-bromo-4-kloro-3-indolil fosfat)
ortama katildiginda enzim aktivite gdstermektedir. Aktivasyon sonucunda mavi renkli
iiriin olusumu ile hedef RNA belirlenmektedir. DIG ile isaretlenmis DNA problar1 tim
hibridizasyon yontemlerinde kullanilabilmektedir (Sambrook ve dig., 1989, Roche,
2004, Yilmazer ve dig., 2008).

2.9. BALIKLARDA GEN ANLATIM CALISMALARI

Glinlimiizde  organizmalarin  yapisal  Ozelliklerinin =~ ve islevlerinin  ayrintili
incelenmesinde molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Canlinin yasadigi ortamda
herhangi bir degisiklik oldugunda 6rnegin sicaklik artmasi, oksijen miktar1 diismesi,
farkli besin igerigi kullanimiinda veya enfeksiyona maruz kaldiginda, yapisal bir¢cok
genin, Ornegin bagisiklik sistemi genlerinin anlatimindaki farklilik incelenerek canli
yapisindaki bilinmeyen yonler agikliga kavusmaktadir. Bu amagla, levrek baliklarinin
larval gelisim doneminde hangi proteinlerin sentezlendigi Darias ve dig. (2008)’ nin
“Microarray” teknigini kullanarak yaptiklari gen anlatim modelleri c¢alismasi ile
saptanmustir. Larvalarin 7-43. giinleri arasinda biitiin viicutta 6.626 ayr1 genin anlatim

yaptig1 rapor edilmistir (Darias ve dig., 2008).
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Baska bir ¢alismada diisiik dozda kadmiyum tuzuna maruz birakilan Antarktika baligi
(Chionodraco hamatus)’ nin gen anlatim degisimleri “mRNA differential display”
teknigi kullanilarak saptanmistir. Alinan sonuglar dogrultusunda karacigerde iki grup

genin kadmiyumla etkilendigi bildirilmistir (Carginale ve dig., 2002).

Low ve dig. (2003)’ nin yapmis olduklar1 ¢calismada ise niikleotid destekli yemler ile
beslenen kalkan baliklarinda immiin sistemde rol oynayan proteinlerden, IgM
(immiinoglobulin), RAG-1 (rekombinaz aktive edici gen-1), lizozim, transferrin, IL-1
(interleukin-1B), TGFB1 (biiylime faktori B1)° in gen anlatim degisikliklerini
incelemislerdir. Baliklarin solungag, bobrek ve dalak dokusundan izole ettikleri RNA
orneklerini kullanarak 35 dongiiliik RT-PCR sonucunda elde edilen iirlinlerin agaroz
jelde yiiriitiilmesi ile gen anlatimi farkliliklarini tespit etmislerdir. Bulunan sonuglara
gore, [gM ve RAG-1 anlatiminin solungacta ve dalakta arttig1 aksine bobrekte azaldigi,
lizozim anlattmmin bobrek ve dalakta azaldigi solungaclarda degismedigi, IL-1p
anlatiminin bobrekte arttigi diger dokularda degismedigi, TGFB1 ve transferrin
anlatimindaki degisimlerde istatistiki bir fark olmadigir goriilmiistiir (Low ve dig.,

2003).

Enfeksiyona maruz birakilan canlilarin yapisinin incelenmesi ve anlasilmasi i¢in de
cesitli calismalar yapilmustir. Ornegin; kirnizi mercan baliklarinin V. anguillarum ile
enfeksiyonu sirasinda, MHC Sinif IIB gen anlatiminin karaciger, dalak, bobrek ve
bagirsakta ilk 5-72 saatte arttigi, 96 saat sonrasinda ise normal diizeye indigi
belirlenmigtir (Chen ve dig., 2006). Benzer bir ¢alismada da alabaliklarin akut IHNV
(linfeksiydz hemapoetik nekrozis viriisii) enfeksiyonunda, MHC Sif IIB gen
anlatiminin dalak ve 6n bobrekte 72 saate kadar anlatiminin azaldig1 192 saat sonrasinda

kismi olarak normale dondiigii tespit edilmistir (Hansen ve La Patra, 2002).

Neves ve dig., (2009) yaptiklar1 ¢alismada ise Photobacterium damsela spp. piscicida
deneysel enfeksiyon caligmasinda transferrin ve ferritin genlerinin anlatim farkliliginm
incelemislerdir. Real time PCR yonteminin kullanildig1 ¢alismada transferrin geni en
cok karacigerde anlatim yapmustir (1.500.000 kopya). Diger dokularda (dalak,
karaciger, bobrek, bagirsak, solunga¢ ve beyin) ise normal sartlarda ¢ok az anlatim

yapmustir. Ilging bir bulgu olarak beyinden transferrin sentezlendigi ve anlatimimnin bu
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dokuda artarken esas sentezlendigi yer olan karacigerde anlatimin azaldigini
saptamislardir. Ferritin geni anlatiminin ise tam tersi sekilde degistigi tespit edilmistir

(Neves ve dig., 2009).

Bayne ve dig. (2001), yapmis olduklar1 ¢aligmada, bakteriyel enfeksiyon olusturulan
alabaliklarda akut faz yanmit olusturan genleri arastirmislardir. V. anguillarum ile
intraperitonal olarak enfekte edilen baliklardan dort giin boyunca 6rnekleme yapilmastir.
Transferrin proteininin akut faz proteini oldugu bulunmus ve gen anlatiminin arttig
rapor edilmistir Fakat calismada kullanilan bakteri yogunlugundan, baliklarin

enfeksiyon diizeyinden veya 6liim oranindan bahsedilmemistir (Bayne ve dig., 2001).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. MALZEME

3.1.1. Calismada Kullanilan Baliklar ve Sistem

Calisma sirasinda kullanilan tiim levrek baliklart Canakkale IDA Gida AS.’den temin
edilmistir. Strafor kutularda etrafina buz konulmus i¢i hava dolu ¢ift kathi naylon
torbalar icerisinde pilot enfeksiyon denemesi ig¢in 13 Subat 2007’ de 200 adet,
enfeksiyon denemesi igin ise 02 Subat 2008’ de 105 adet levrek baligi, I.U. Su Uriinleri

Fakiiltesi Yetistiricilik Boliimii deneysel balik hastaliklar1 laboratuvarina ulastirilmistir.

Deneysel balik hastaliklar1 laboratuvarinda, toplam su kapasitesi 7000 L olan kapali
devre galisan bir sistem mevcuttur. Bu sistem, biyolojik iinite, protein skimmer, UV
dezenfeksiyon iiniteleri ve 6 adet fiberglas tanktan (@90 cm, h:100 cm) olusmaktadir
(Sekil3.1.). Her tank, 50 L/dak su debisine sahip sirkiilasyon pompalari ile

beslenmektedir.

Gelen baliklarin tuzlu su kapali devre sisteminin sicaklifina ve tuzluluguna alistirilarak
tanklara aktarilmasi saglanmistir. 0,5 g agirhginda gelen baliklar denemede
kullanilabilmesi i¢in >30 g agirliga ulasana kadar yaklasik 6 ay besiye alinmistir. 22-24
°C sicakliklar arasinda tutulan baliklar 5 g’ a kadar % 6, 5 g’ dan 6rnekleme yapilincaya
kadar % 3 yemleme orani ile beslenmiglerdir. % 68 proteine sahip toz yem, % 55
protein iceren 1 mm, % 53 protein igeren, 1,5 mm, % 50 protein iceren 2 mm, % 48

protein iceren 3 mm Aqualex marka ekstrude yemler ile baliklar beslenmistir.

Deneme sirasinda tanklarin vanalar1 kapatilarak, iclerindeki su miktar1 200 L olacak

sekilde sabitlenmis ve atmosferik hava ile oksijenlendirilmesi saglanmistir.
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Sekil 3.1. Calismada kullanilan sistem, a) filtreler b) tanklar
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3.1.2. Cahismada Kullanilan Bakteri Suslar:

V. anguillarum ATCC 14181 (CEFAS Weymouth laboratory., UK) referans sus olarak
kullanilmak iizere Siileyman Demirel Universitesi, Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
kolleksiyonundan temin edilmistir. Bu susun patojenik 6zelliginin olmadig1 yapilan 6n
denemelerde belirlenerek esas deneme i¢in Vibriozis hastaligi goriilen, Mugla iline
bagl levrek balig1 yetistiriciligi yapan isletmelerden V. anguillarum susu izole edilmis

ve ¢alismada kullanilmustir.

3.1.3. Calismada Kullanilan Cihazlar

Oksijenmetre (WTW oxy 330), pHmetre (WTW pH 330), Otoklav (Hirayama HLS5),
Inkiibatér (Niive), ELISA plak yikama aparati (Nunc 47017), Spektrofotometre
(uQuant), Melezleme Firmi (Thermo Hybaid Mini-dual 14), Mikrotom (LEICA
RM2125 RT), Termal Dongii Cihazi (Biometra T-Personal), Elektrofororez (Thermo
Mini Gel), Gli¢ Kaynagi (Thermo), UV Transilluminator (Vilber-Lourmat), Calkalamali
inkiibator (Barstead/LabLine), Sogutmali santrifiij (Hettich), Masaiistii santrifiij
(Eppendorf)

3.1.4. Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler, Besiyerleri ve Kitler

Su Analizi i¢in; Nitrit kiti (Merck 114658), Amonyum kiti (Merck 114657) ve Demir
kiti (Sera Fe).

Bakteriyolojik o6rnekleme icin kullanilan malzemeler; 2-Phenoxyethanol (Sigma
P1126), Tryptic Soya Agar (Fluka 22091), Nutrient Broth (Merck 105443), Oksidasyon/
Fermentasyon Besiyeri (Merck 110282), D+Glukoz (Merck 108337), Thiocyanate Bile
Salt Sukroz Agar (Merck 110263), O/129 diskler (Oxoid DD014A), Maya Oziitii
(Oxoid LP021B), Ampisilin (Sigma A-9518), Safra Tuzlar1 (Oxoid LP055J), D-Sorbitol
(Fluka 85532), Agar agar (Merck 101613), NaCl (Riedel-de Haén 13423), NaOH
(Riedel-de Haén 06203), Gliserin (Merck 104091), PIPES (Sigma P6757), FeCls
(Sigma 15774) MgCl,.6H,0O (LaChema 30390), Chrome azurol S indikatér (Riedel-de
Haén 33108), API 20E (Biomeril lux, Fransa), Mono-Va agliitinasyon kiti (BIONOR,
Norveg).
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Serolojik deneyler i¢in kullanilan malzemeler; Giemsa (Merck 109204), May-Griinwald
(Isolab), Methanol (Merck 6008), Phosphate Buffered Saline (PBS) tablet (Sigma
P4417), Carbonate-Bicarbonate capsule (Sigma C3041), Bovine Serum Albumin (BSA)
(Sigma A3803), Tween 20 (Merck S22164), HRP (Horseradish peroxidase) isaretli anti-
rabbit Ig (Sigma A-2074), TMB (3, 3°, 5, 5’-tetramethylbenzidine) (Sigma T0440), HCI1
(Riedel-de Haén 07102), UIBC/TIBC kit (Bilimsel T1bbi Uriinler, izmir, UIBC-50400).

Histolojik incelemeler i¢in kullanilan malzemeler; Harris Hematoxylen Solution (Sigma
HHS16), Eosin-Y %0,05 aqueeous solutions (Merck 109844), Xylen (Riedel-de Haén
16446), Ethanol (Riedel-de Haén ), neutral red, fast green FCF (Merck), Tek
kullanimlik mikrotom bigag1 (Sakura 4689 Low Profile), Entellan (Merck 107961), Pul
parafin (Isolab 56-58°C).

RNA izolasyonu ve analizi i¢in kullanilan malzemeler; Ultraclean Tissue RNA Isolation
Kit (MOBIO 15000-50), Trizma base (Sigma T-6791), Na,EDTA (Sigma E-5134),
Agarose (Sigma A5093), Riboruler RNA ladder, high range (Fermentas #SM1821),
Diethyl pyrocarbonate (DEPC) 99% (Sigma D5758), Formaldehit (Fluka 47630),
Formamid (Merck 104008), MOPS (Sigma M5162), Filtreli Mikropipet Uglari
(Finntips, Axygen), RNase free miktotiipler (Axygen MCT-150-C).

RT-PCR teknigi i¢in kullanilan malzemeler; Titan One Tube RT-PCR Kit (ROCHE
11939823001), Primerler (BioBasic), Etidyum bromid (Sigma E-1510), Glacial asetik
asit (Merck 101056), 100 bp DNA ladder (Fermentas #SM0371).

Northern Blot teknigi icin kullanilan malzemeler; High Pure PCR Product Purification
Kit (ROCHE 11732668001), DIG DNA Labeling and Detection Kit (ROCHE
11093657910), Tween-20 (Serva 39796), Maleik asit (Merck 800408), SDS (Sigma L-
4390), Sodyum sitrat (Fluka 71402), NaH,PO4.2H,0O (Merck 106345), DIG Easy Hyb
Granules (ROCHE 11796895001), Naylon membran, pozitif yiiklii (ROCHE 1209299)
Whatman 3MM CHR (3030-861).

Calismanin  basinda anti-levrek transferrin antikorunun TUBITAK biinyesinde

yapilmasina karar verilmistir. Levrek transferrin proteininin ticari olarak satilmamasi ve



39

TUBITAK’ 1n levrek kanindan transferrini saflastiramamasi nedeni ile antikor
iiretilememistir. Calismada kullanilmak iizere Kanada Alberta Universitesi, Biyolojik
Bilimler Boliimiinde gorev yapan Prof. Dr. Mike Belosevic’ in tavsiyesi iizerine anti-

sazan transferrin antikoru kendisinden temin edilmistir.

3.1.5. Calismada Kullanilan Soliisyonlar

Natt-Herrick Soltsyonu

3,88 ¢ NaCl

250¢g NaSO4

1,74 g Na,HPO,

0,25 ¢g KH,PO4

0,10 g Metil meneksesi

7,5 ml Formaldehit

Distile su ile 1 L’ye tamamlanmistir. Whatmann kagidi ile siiziilerek kullanilmistir

(Noga, 2000).

PBS (Phosphate Buffered Saline) - %0,5 Tween
1 adet PBS tablet, 200 ml su i¢inde karistirilarak eritilmis ve otoklav yapilmstir.
1 ml Tween 20 eklenip iyice karistiritlmis ve ELISA yoOnteminde yikama soliisyonu

olarak kullanilmustir.

BSA (Bovine Serum Albumin)
PBS-%0,5 Tween iceren soliisyonda %0,5-1-3 yogunlukta olacak sekilde BSA tartilmis

ve 3 farkli soliisyon hazirlanmistir.

% 10 SDS (Sodyum Dodesil Stlfat)
10 g. SDS

90 ml su i¢inde ¢ozdiiriilmiis, 68 °C’ ye 1sitilip distile su ile 100 ml’ ye tamamlanmustir.

50X TAE(Tris Acetic Acid EDTA) Tamponu
242 g Tris base

57,1 ml Glasiyel asetik asit

37,2 g Na,EDTA.2H,0 (pH 8,5)

Distile suile 1 L’ ye tamamlanmaigtir.
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% 1,5 Agaroz Jel
100 ml 1X TAE igine 1,5 g. Agarose eklenip eritilmistir. 50-60 °C’ ye kadar soguyan jel
icine 2-3 pl Etidyum bromid (10 mg/ml) eklenmistir.

5X MOPS (4-Morpholinepropanesulfonic acid) Tamponu
0,1 M MOPS (pH 7)

40 mM Sodyum asetat

5 mM EDTA (pH 8)

Diethyl pyrocarbonate (DEPC) ile muamele edilmis suda hazirlanmistir.

% 7 Formaldehit % 1 Agaroz Jel

37,5ml  1X MOPS

04¢g Agarose mikrodalgada eritilmistir. 45-50 °C’ye kadar sogutulan jel icine;
2,5ml Formaldehit

1-2 pl Etidyum bromid (10 mg/ml) eklenmistir.

Yikama Tamponu

0,1 M Maleik asit

0,I5M  NaCl

800 ml DEPC ile muamele edilmis suda ¢oziilmiistiir.

5SM NaOH ile pH 7,5’a ayarlanmas,

DEPC ile muamele edilmis su ile 1 L’ ye tamamlanip otoklav yapilmistir. Kullanilacagi

zaman i¢ine %0,3 oraninda Tween 20 eklenmistir.

Deteksiyon Tamponu

0,1 M Tris-HCI

0,1 M NaCl

800 ml DEPC ile muamele edilmis suda ¢oziilmiis,
%37 HCl ile pH 9,5’a ayarlanmustir.

DEPC ile muamele edilmis su ile 1 L’ ye tamamlanip, otoklav yapilmustir.

20x SSC

175,3g NaCl

88,2 ¢g Sodyum sitrat,

800ml DEPC ile muamele edilmis suda ¢oziilmiis,

5M NaOH ile pH 7,0’ ye ayarlanarak 1 litreye tamamlanip, otoklav yapilmistir.
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20x SSPE

1753 g  NaCl

27,6 g NaH,PO4.H,O

74 ¢ EDTA

800ml DEPC ile muamele edilmis suda ¢6ziilmiis,

M NaOH ile pH 7,4’¢ ayarlanarak 1 L’ ye tamamlanip, otoklav yapilmistir.
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3.2. YONTEM

3.2.1 Baliklarin Bakimi ve Beslenmesi

Baliklarin sisteme adaptasyonu tamamlandiktan sonra Vibrio anguillarum susunun
enfeksiyon olusturabilme yetenegi ve LDsy degerleri saptanmistir. Her doz igin 25 adet
levrek baligi kullanilarak LDsy degeri saptanan sus ile 2007 yilinda pilot enfeksiyon

denemesi yapilmistir.

Enfeksiyon denemesi i¢in 2008 yilinda getirtilen baliklarin adaptasyon siireci bittikten
sonra enfeksiyon denemesi yapilmistir. 100 adet levrek baligi ile paralelli deney gruplari

olusturularak, baliklar iki kontrol ve iki deney tankina boliistiiriilmiistiir.

Baliklara deneme baglayana kadar yemleme yapilmistir. 5 g agirli§a ulasincaya kadar
giinde bes-alt1 kez, 5-20 g arasi gilinde ii¢ kez, 20 g iistii baliklar da giinde bir kez
yemlenmislerdir. Enfeksiyon denemesi sirasinda yemleme yapilmamistir. Baliklara 12
saat gece/giindiiz olacak sekilde fotoperiyot uygulanmistir. Levreklerin yasam

kosullarina bagli olarak bulunduklari suyun tuzluluk orani %o 30 olarak sabitlenmistir.

Calisma siiresince tanklardan hergiin su 6rnegi alinip kitler yardimi ile NO,, NHy4 ve Fe
degerleri oOlgiilerek, NO, degerlerinin <0,5 mg/L, NH4 degerinin <l mg/L olmasina
dikkat edilmistir (Stickney ve Kohler, 1990). Demir degeri enfeksiyon boyunca kontrol
grubu ve enfekte balik grubu sularinda 0 mg/ml Ol¢lilmiistiir. Suyun O, degerleri

oksijenmetre ile dlgiilmiis ve deney boyunca >5 mg/ml olmasi i¢in su havalandirilmistir.

3.2.2. Bakteri izolasyonu ve Uretimi

Calismada hem V. anguillarum ATCC 14181 referans susu hem de Mugla iline bagh bir
isletmedeki hasta baliklardan izole edilen bakteri ornekleri kullamilmustir. Ornekleme
yapilan isletmeden, hastalik belirtisi gosteren levreklerin karaciger, dalak ve
bobreklerinden steril 6ze ile alinan 6rnekler %1,5 NaCl iceren Triptik Soy Agar (TSA)
besiyerine inokiile edilmistir. Ekim yapilan besiyerleri laboratuvara getirilerek 23-25
°C’ de 24 saat inkiibasyonu yapilmistir. Ureme olan besiyerlerinden saf koloniler elde
edebilmek amaciyla %2 NaCl igeren TSA besiyerlerine azaltma yontemiyle yeni

ekimler yapilmig, 23-25°C” de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda elde
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edilen bakteri kolonileri morfolojik yapilar1 agisindan incelenmistir. Karisik oldugu
belirlenen kiiltiirlerden krem renkli, yuvarlak ve seffaf Vibrio siipheli koloniler alinarak

%2 NaCl iceren TSA besiyerine ekilmis ve yeniden ayni kosullarda inkiibe edilmistir.

3.2.2.1. Biyokimyasal Testler

Bakterilerin izolasyonu ile birlikte morfolojik ve biyokimyasal karakterizasyonu igin
yapilan testler 1.U. Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Gram boyama, hareket testi (asili damla metodu), sitokrom oksidaz,
katalaz, O/F, O/129 testleri yapilmig ve tiir ad1 belirleyebilmek i¢in hizli tan1 kiti API
20E kullanilmistir (Austin ve Austin, 2007, Cotuk, 2003, Timur ve Timur, 2003,
Whitman, 2004). Izole edilen bakteri V. anguillarum kesin tanisi icin ek olarak secici
besiyeri olan Vibrio anguillarum Medium (VAM, Alsina ve dig., 1994) ve TCBS
besiyerlerine ekilmistir. Bakterinin tiir tespiti i¢in ayrica BIONOR Mono-Va

agliitinasyon kiti de kullanilmistir.

3.2.2.2. Siderofor Uretiminin Belirlenmesi

Izole edilen V. anguillarum susunun demir baglama Ozelli§inin yani siderofor
tiretiminin belirlenmesi i¢in Chrome Azurol S (CAS) agar kullanilmistir (Podschun ve
dig., 1992, Pérez-Miranda ve dig., 2007). Bu deneyde pozitif kontrol olarak kullanilan
bakteri Bacillus cereus, Isleme ABD. koleksiyonundan temin edilmistir. Petrilere
dokiilen CAS agar donduktan sonra iizerine sivi besiyerinde tUretilmis V. anguillarum
susu ve pozitif kontrol B. cereus kiiltlirlinden 5 pl damlatilmas1 ve ayn1 zamanda agarda
tiretilmis bu suglarin 6ze yardimi ile agara dokundurulmasi sonucu iki farkl yontem ile
deneme gerceklestirilmistir. Bakteri iiremesi ve etrafinda turuncu zon olusmasi pozitif

sonu¢ olarak degerlendirilmistir.

3.2.3. Deneysel Enfeksiyon Olusturma

3.2.3.1. LDsy Degerlerinin Belirlenmesi

V. anguillarum olarak tanimlanan suslar ve ATCC 14181 referans susu ile iki ayri
deneme yapilmistir. Bakteriler TSA’dan 250 ml NB iceren sekiz erlen igerisine
ekilmistir. 24 saat 24 °C’de calkalamali inkiibatorde iiretilen bakteriler santrifiijlenerek
toplanmis ve PBS ile iki kez yikanmistir. PBS icinde toplanan bakteriler
spektrofotometre ile 600 nm dalga boyunda 1 (~10° ml" bakteri) olacak sekilde
ayarlanmistir (Ellis, 1988, Colquhoun ve Serum, 1998, Corripio-Miyar ve dig., 2007).

Hazirlanan bakterin 25 adet balik iceren dort adet deney grubu suyuna inokiile edilerek
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10%, 10*, 10°, ve 10° ml" yogunluklarda V. anguillarum igeren tuzlu su olusturulmustur.
Bu suglarin LDsg degerleri belirlenerek, kronik enfeksiyon olusturan bakteri yogunlugu
eenfeksiyon denemelerinde kullanilmistir (Reed ve Muench, 1938, Salyers and Whitt,
1994).

Ayrica iretilen bakteriler ile enjeksiyon yontemi ile enfeksiyon olusturma denemeleri
de yapilmistir. Bu denemelerde her iki susun 10° ve 10° hiicre/ml yogunlugunda bakteri
iceren PBS soliisyonu hazirlanmis ve 0,1 ml karin i¢ine (intraperitonal) enjeksiyonu

yapilmistir.

3.2.3.2. Pilot Enfeksiyon Denemesi

Levrek yetistiren isletmeden izole edilen ve V. anguillarum olarak tanimlanan sus
TSA’dan 250 ml NB iceren dort erlen igerisine ekilmistir. 24 saat 24 °C’de ¢alkalamali
inkiibatorde tretilen bakteriler santrifiijlenerek toplanmis ve PBS ile iki kez yikanmistir.
PBS i¢inde toplanan bakteriler spektrofotometre ile ODgp=1 olacak sekilde
ayarlanmistir (Ellis, 1988, Colquhoun ve Serum, 1998, Corripio-Miyar ve dig., 2007).
Bakteri igeren PBS soliisyonlar1 iki adet deneme tank suyuna inokiile edilerek son
hacmin 10° ml™" yogunlugunda V. anguillarum igermesi saglanmistir. Bu denemede elde
edilen 6rneklerin yetersiz olmasi nedeni ile ikinci bir deneme gergeklestirmek zorunda

kalinmustir.

3.2.3.3. Enfeksiyon Denemesi

2008 yilinda getirtilen levrek baliklari ile esas enfeksiyon denemesi gergeklestirilmistir.
V. anguillarum olarak tanimlanan sus TSA’dan 250 ml NB igeren dort erlen igerisine
ekilmis, 24 saat 24 °C’de calkalamali inkiibatorde iiretilmislerdir. Ureyen bakteriler
santrifiijlenerek toplanmis ve PBS ile iki kez yikanmustir. PBS icinde toplanan
bakteriler spektrofotometre ile ODgy=1 olacak sekilde ayarlanmistir (Ellis, 1988,
Colquhoun ve Serum, 1998, Corripio-Miyar ve dig., 2007). Bakteri iceren PBS
soliisyonlar1 pilot enfeksiyon denemesinde uygulandig: gibi iki adet 25° er balik iceren
tank suyuna, son hacim 10° ml"' yogunlugunda V. anguillarum hiicresi igerecek sekilde
hesaplanip inokiile edilmistir. Denemede iki adet kontrol tankina deneme tanklarina
eklenen bakterin miktarinda steril PBS eklenmistir. Baliklar deneme siiresince durgun

su i¢erisinde tutulmuslardir.
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3.2.4. Baliklarin Orneklenmesi

Enfeksiyon olusturulduktan sonra her giin 6lmek iizere olan baliklar kepce yardimi ile
toplanarak incelenmistir. Kontrol baliklarindan ise paralel iki tanktan hergiin birer adet
balik 6rneklenmistir. Ayrica 6len baliklar da toplanmis fakat histolojik ornekleme
haricinde higbir yontem icin incelemeye almmamuslardir. Orneklenen tiim baliklarin

sayisi tablo 3.1.” de verilmistir.

Tablo 3.1.: Giinliik 6rneklenen canli balik ve 6lii balik sayist

Orneklenen balik sayis1 (adet) Olii balik say1s1 (adet)
Kontrol Hasta Kontrol Hasta
l.giin |2 2 l.giin | O 0
2. giin 2 2 2. giin 0 2
3. giin 2 3 3. giin 0 2
4.giin |2 5 4.giin |0 6
S5.giin |2 3 5.giin |0 6
6.giin |2 8 6.giin | O 6
7. giin 0 0 7. giin 0 5

Anestezik madde olarak kullanilan 2-Phenoxyethanol, 0,2 ml/L konsantrasyonda olacak
sekilde suya karigtirllmig ve baliklar bayiltilmistir (Summerfelt and Smith, 1990,
Cetinkaya ve Sahin, 2005). Baliklarin enfeksiyon denemesinden Once strese
girmemeleri i¢in agirliklart Olgiilmemis, bu islem baliklarin hergiin 6rneklenmesi
sirasinda gergeklestirilmistir. Agirliklar1 ortalama 31 g olan ve hastalik belirtileri

kaydedilen baliklarin 6lmeden kan 6rnekleri alinmistir.

3.2.5. Hematolojik Ornekleme

Bayiltilmig balik 6rneklerinden kaudal venadan enjektdr yardimi ile heparinli ve
heparinsiz tiiplere yaklasik 1,5 ml kan alinmistir. Heparinli tiip, eritrosit, 16kosit sayimi
ve hematokrit Ol¢limleri i¢in kullanilmistir. Heparinsiz tiiplerdeki kan ornekleri ise

serumu ayrilarak transferrin 6l¢iimii i¢in kullanilmistir.
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Hematokrit 6l¢timleri mikrohematokrit yontemi ile yapilmistir. Kapiller tiiplere alinan
kan 6rnegi 10.500 rpm hiz ile 5 dk santrifiij edildikten sonra dereceli cetvel yardimi ile
ylizde oranm1 hesaplanmistir (Blaxhall ve Daisley, 1973). Lam {izerine alinan bir damla
kan ile siirtme preparat hazirlanmistir. Kanin sekilli elemanlarinin tespit edilebilmesi
icin preparatlar May Griinwald-Giemsa boyama yoOntemi ile boyanmistir (Rowley,

1990, Basusta, 2005, Anonim, 2008).

Kan hiicre sayimlart hemositometrik yontem ile gerceklestirilmistir. Bu yontem igin
alman kan orneklerinden 20 pl alinip 4 ml Natt-Herrick soliisyonu i¢ine karistirilmistir
(Houston, 1990, Noga, 2000,). 5 dak. oda sicaklifinda bekleyen 6rneklerden Neubauer
sayim kamarasi yardimi ile hem eritrosit hem 16kosit sayimlar1 yapilmistir. Eritrosit
sayimlart ortadaki kiiclik kareleri iceren biiyiik kareden bes orta boy kare icindeki
eritrositlerin sayilmasi, 16kosit sayimlari ise ortadaki biiyiik karenin c¢aprazlarinda
bulunan biiylik karelerden dort orta boy (toplam 20) karenin igindeki lokositlerin
sayilmasi seklinde yapilmustir. 1 mm®” deki toplam hiicre sayilari asagidaki formiillerde

belirtilen sekilde hesaplanmistir (Noga, 2000, Anonim, 2008).

Toplam eritrosit sayis1 = sayilan hiicre x 50 x 200 (sulandirim orant)

Toplam I6kosit sayis1 = sayilan hiicre x 10 x 200 (sulandirim orant)

3.2.6. Bakteriyel Ornekleme

Baliklarin diseksiyonundan sonra hizli hareket edilerek karaciger dokusundan RNA
izolasyonu i¢in 6rnek alinmis, karacigerin dokunulmayan kismindan ise bakteriyel ekim
yapilmistir. Dalak ve bobrek boyut olarak kiiclik oldugundan histolojik drneklemeler
icin kullanilmig, bakteriyel Ornekleme i¢in bu organlardan ekim yapilmamstir.
Ekimlerden tireyen bakterilerin biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir. V. anguillarum

stipheli bu izolatlar ek olarak VAM ve TCBS besiyerlerine de ekilmistir.

3.2.7. Histolojik Ornekleme

Bakteriyel ekim bitiminde geriye kalan kullanilmamis karaciger dokusu ve diger ic
organlarin (dalak, bobrek, bagirsak, kalp) dokularindan érnekler alinip yaklagik 0,5 cm’
boyutunda kesilerek %10’luk tamponlu formol iginde tespit edilmistir. Standart doku

isleme yontemi izlenerek dokular 6nce suda yikanmis daha sonra alkol serileri ve
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kloroformdan gegirilerek ve parafine gomiilmiistiir. Parafin bloklar i¢erisindeki dokular
mikrotomda 5 pum kalinliginda kesilmistir. Kesitlerin parafinden temizlenmeleri i¢in 3
ksilen serisi, etanol serileri (%90, %70 ve %50) uygulanmis ve akan su altinda
bekletilmislerdir. Kesitler hematoksilen-eozin boyama yontemi ile boyandiktan sonra
etanol ve ksilende temizlenerek, entellan yardimi ile sabitlenmis ve mikroskop altinda
incelenmistir (Culling, 1963, Hinton, 1990). Gram negatif bakterilerin gosterilmesi igin
Ollett’ in modifiye ettigi Twort Boyama Metodu kullanilmistir. Bu metoda gore suya
kadar standart yonteme gore getirilen kesitlerin boyanmas: gerceklestirilmistir. Ornekler
asetik asit-alkolde boya akmayincaya kadar bekletilmistir. Ksilende temizlenen 6rnekler
entellan ile sabitlenerek incelenmistir. Metodun sonucunda pembe renkli bakterilerin

gozlenmesi amaglanmistir (Culling, 1963).

3.2.8. Serolojik Ornekleme ve Transferrin Miktar Ol¢iimii

Baliklardan alinan kan oOrneklerinden serum ayrilarak sandwich-ELISA yontemi ile
transferrin miktarinin enfeksiyon sirasindaki degisimi saptanmaya calisilmistir. Bu
amag i¢in kullanilan anti-sazan transferrin antikoru konsantrasyonunu hesaplamak i¢in
Warburg-Christian yontemi kullanilmigtir (Arda ve Ertan, 2008). Konsantrasyonu
belirlenen antikorun deneme i¢in 3 farkli yogunlugu (0,1; 1; 10 pg/ml) kullanilmistir.
96 kuyulu plaklar anti-sazan transferrin Ig ile kaplanmis 1 gece +4°C’de bekletilmistir.
Ertesi sabah 5 kez PBS-%0,5 Tween soliisyonu ile yikanan plaklar PBS ile 3 farkh
oranda (%0,5; 1; 3) sulandirilan BSA ile kaplanarak 2 saat oda sicakliginda
bekletilmistir. 3 kez PBS-%0,5 Tween soliisyonu ile yikanan plaklar ¢alismada elde
edilen ve 3 farkli oranda (107,10, 10™) sulandirilan levrek serumlari ile kaplanmustir.
1 saat oda sicakliginda bekletilen ve 3 kez PBS-%0,5 Tween soliisyonu ile yikanan
plaklara ilk kaplanan miktarda anti-sazan transferrin Ig eklenmistir. Tekrar 1 saat oda
sicakliginda bekletilen plaklar 3 kez PBS-%0,5 Tween soliisyonu ile yikanmigtir. 5
farkli yogunlukta (107'-107) HRP isaretli anti-tavsan IgG eklenen plaklar 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edilmis ve 3 kez PBS-%0,5 Tween soliisyonu ile yikanmistir. En
son olarak eklenen kromojen TMB ile 20 dk. Bekleyen plaklar {izerine 1 M HCI
eklenerek reaksiyon durdurulmus ve spektrofotometre yardimi ile ODg4gp nm’de

yogunluk ol¢timleri yapilmistir (Arkoosh ve Kaattari, 1990).
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Bu calisma ile kan oOrneklerinden ayrilarak -20°C’de saklanan enfekte ve kontrol
baliklarinin serum Orneklerinden ELISA yontemi ile transferrin miktarimin kandaki
degisimine bakilmistir. Ancak bu yontemde kullanilan anti-sazan transferrin antikoru
negatif 0rneklere yanlis pozitif reaksiyon verdigi i¢in sonuclar degerlendirilememis ve

bu yontemin kullanimindan vazgecilmistir.

Levrek baligina karst 6zgiil anti-transferrin antikorunun {iretilmesi i¢in denemeler
yapilmigtir. Levrek kanindan transferrin saflastirma deneyleri 1.U. Fen Fakiiltesi,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik boliimiinde, sepharose dolgu maddeli kolon (CL-40B)
kullanilarak yapilmis, elde edilen orneklerde transferrin proteinine rastlanmamaistir.
Kullanilan kan miktarinin diisiik olmasi ve bu metodun ilk kez denenmesi sonucu
transferin saflagtirmas1 deneyinde basarisiz olundugu diisliniilmiistiir. Ayrica alinan
serum Orneklerinin -20 °C’ de saklama siirelerinin dolmasi nedeni ile bagka bir yonteme

gecme zorunlulugu dogmustur.

Dolayli olarak kandaki transferrin miktarint belirleyebilmek i¢in ferrozine yontemi ile
kandaki doymamis demir baglama kapasitesi (UIBC) o6l¢iilmiistiir. Bu yontem igin
UIBC kit temin edilmis ve serumlardan bu kit yardimi ile fotometrik olarak Ol¢tim
yapilmistir. Bu kitin isleyis prensibi; bilinen bir miktar Fe™ iyonu alkali pH’ taki bir
seruma ilave edilir. Fe™ iyonlar1 doymamis demir igeren transferrine baglamir. lave
bagsiz Fe'” iyonlar1 ferrozin reaksiyonu (renk degisimi) kullanilarak olgiiliir. flave
edilen Fe™ iyonlarmnin miktar1 ile dl¢iilen bagimsiz iyonlarin arasindaki fark Doymamis
Demir Baglama Kapasitesi (UIBC)’ dir. Bu da transferrin miktarinin yaklasik sonucunu
vermektedir. Bu kit ile dlgiilebilecek en yiiksek deger (500 pg/dL) kit igerisindeki
standart yogunlugudur (BT Products, 2008).

Ayrica 1.U. Mediko Sosyal Biriminde otoanalizatér kullanilarak 3. ve 6. giin serum
orneklerinin demir miktarlar1 da 6l¢iilmiistiir. Otoanalizatér i¢in 1 ml serum Ornegi
gerektiginden her giin 6rnekleri i¢in ayri ayr1 demir miktar1 6l¢iimi yapilamamustir.
Transferrin doygunlugu (TD); kandaki demirin toplam demir baglama kapasitesine
orani olarak tanimlanmaktadir. Formiil olarak su sekilde belirtilmektedir;

% TD= [serum demir miktar1 / (serum demir miktari+UIBC)] x 100 (McLaren, 2001)
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3.2.9. Dokudan RNA izolasyonu

Baliklarin diseksiyonundan sonra hizli hareket edilerek karaciger dokusundan RNA
izolasyonu i¢in 10-30 mg alinmistir. Doku 6rneklerinin total RNA izolasyonu hazir kit
(MO BIO Ultraclean Tissue RNA Isolation Kit) kullanilarak giinliik olarak yapilmistir.
Doku oOrnekleri RNaz igermeyen mikrotiiplere konularak agirliklari ayarlanmig daha
sonra pestle yardim ile ezilmistir. Once lizis tamponu ile dokularmn parcalanmasi
saglanmis, daha sonra filtreli kolon iceren tiipler yardimi ile RNA 6rneklerinin kolonda
tutunmast saglanmigtir. Yikama soliisyonu ile temizlenen RNA &rnekleri eliisyon
tamponu ile kolondan ayrilarak temiz tiiplerde biriktirilmistir. Izole edilen RNA
ornekleri 10 pl hacimlerde tiiplere ayrilarak -20 °C’ de saklanmistir (MOBIO
Laborotories, 2005).

Kontrol ve deney baliklarindan izole edilen RNA 6rnekleri 1/500 oraninda sulandirilmis
ve absorbsiyon degerleri spektrofotometrede 260 nm dalgaboyunda 6l¢iilmiistiir. Ayrica
280 nm dalgaboyundaki absorbsiyon degerleri Olciilerek safliklar1 kontrol edilmistir.
RNA o6rneklerinin miktarlart agagidaki formiil ile hesaplanmistir (Turner ve dig., 2000,

Sarikaya, 2008).

RNA (pg/ml)= Ay x sulandirim oran1 x 40

Ornekler %1’ lik agaroz, %7’ lik formaldehit jel elektroforezinde 5 V/cm akim ile 45
dakika yiiriitiilerek UV altinda analiz edilmistir (Sisk, 1997, Sambrook ve dig., 1989).

3.2.10. RT-PCR (Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Elde edilen RNA orneklerinden transferrin geninin anlatimindaki degisikliklerin takibi
RT-PCR yontemi kullanilarak yapilmistir. Caligma bagsladigi tarihte levrek baligi
transferrin geninin tiim dizisi bilinmediginden Chini ve dig. (2006)’ nin yaptiklar
calismada bulunmus levrek transferrin genine ait 29 EST (expressed sequence tag -
anlatim yapan dizi etiketi), yakin diger deniz balig1 tiirlerinin (kirmizi mercan, siyah
mercan vb.) transferrin genleri ile karsilastirilmistir. Bu diziler igerisinde uzunluguna
gore en yliksek homolojiye sahip CX535550 Genbank numarali 815 b¢ uzunlugundaki
EST (Sekil 3.4.) secilerek, cogaltilmas: i¢in uygun primer tasarlanns ve BIOGEN

firmasina sentezlettirilmistir.
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1 caccaccgtt gattgccaga atgeccccac agttgaggag tgcctcaaaa agattatgeg
61 taaagaggct gacgcaatgg cagtggattg aggacnggtg ttccecttgg aaagtintgg
121 cnctggttee tgttatggtg gagcagtatg acgaacaaag tgegecaace ctggagaggc
181 ctettcttac tatgetgttg ctgtggtaaa gaagaattcg ggggtgacct gggacacact
241 gaagggcaag aggtcttgcc acacaggcect tggecagaaca getggetgga acatcececat
301 gggtcacatc catagtataa ctaatgactg tgacttcact aagttcttca gtaggcggac
361 tgtgeecceg gageanaccce cagetcttee ttetgacact cagtgtgeeg geagtggeaa
421 agctgtggcg aaatgagtcce aagtgetctg ccagtgetat agagatacta cggctacact
481 gaagcttcaa tgtcttgtta ggtgeeggcea tttttecttc atcaaacaac acaattttte
541 taaaaacagc cgatggtcct ggntecaccg tggeccaagta getttgaatt cettatgact
601 tccaactatt tttgccttaa agaaccetgg tgecagtect gataaacctt ttgeaccttg
661 gtctttntcc cgaacccttg tagatcttcc gaaaacagta atttcgectc ttcccageac
721 cgcaattttn gacacggtce ccangantne ctcaagagaa acnentcatn cntttcgagg

781 ggaacacatt ggcganaata taggcatant tcata

Sekil 3.2.: CX535550 Genbank numarali Levrek balig1 transferrin gen EST dizisi

Primer 3 (2007) programu kullanilarak yapilan bu se¢im sonucu EST’nin 183 bg’lik

kismini ¢ogaltabilecek primerler tablo halinde asagida verilmistir.

Tablo 3.2. Transferrin geni EST ¢ogaltimi i¢in kullanilan primer dizileri

[leri primer 5’-AATGGCAGTGGATTGAGGAC-3’
Geri primer 5’- CAAGACCTCTTGCCCTTCAG-3

Bu calismada transferrin gen EST’sinin ¢ogaltilmasi yaninda korunmus internal gen
dizisi olarak 541 b¢ uzunlugunda B-aktin geni de ¢ogaltilmistir. B-aktin geni ¢ogaltimi
icin Laing ve dig. (1999)’ nin yaptiklari ¢alismada kullanilan primerler BIOGEN

firmasina sentezlettirilmistir (Tablo 3.)

Tablo 3.3. B-aktin geni ¢gogaltimi i¢in kullanilan primer dizileri

fleri primer 5’-ATCGTGGGGCGCCCCAGGCACC-3’
Geri primer 5’-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3”
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RNA orneklerinin hepsi ayni konsantrasyonda olacak sekilde sulandirilarak ROCHE
Titan One Tube RT-PCR Kit yardimi ile RT-PCR yapilmis ve beklenen bantlar %1’ lik
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek UV altinda analiz edilmistir (Sisk, 1997,
Sambrook ve dig., 1989).

RT-PCR kiti firmanin tavsiyesi dogrultusunda kullamlmustir. iki farkli karisim buz
icerisinde hazirlanmis tek bir tiipte karistirilarak 1s1l dongii cihazina yerlestirilmistir.
42°C’ de 50 dk 6n bekletmeye tabi tutulan Ornekler, ilk dongii icin 94°C’ de 5 dk,
sonraki 35 dongii i¢in 94°C’ de 45 sn, 57°C’ de 45 sn, 72°C’ de 45 sn, en son olarak da
72°C’ de 10 dk tutulmus, reaksiyon bitiminde +4°C’ de saklanmiglardir. Her iki gen
icin de ayni kosullar kullanilmistir (Laing ve dig., 1999). Jelde gen anlatim farkim
gorebilmek i¢in RNA o6rnekleri 1 ng, 100 pg ve 10 pg/pl yogunlukta kullanilmistir.

RT-PCR’ da kullanilan maddeler

Master mix 1:

steril su 14,5 ul
dNTP mix 4 pul
DTT soliisyonu 2,5 ul
RNaz inhibitdrii 1 pul

primer F (100 pmol) 1 pl
primer R (100 pmol) 1 ul

kalip RNA I ul

Master mix 2:

steril su 14 pl

5X RT-PCR tamponu 10 pl

Enzim karisimi I ul (ROCHE, 2005)

3.2.11. Northern Emdirimi

Northern emdirimi yonteminde oncelikle kullanilacak DIG (digoxigenin-dUTP) isaretli
prob hazirlanmistir. Problar transferrin geni ve B-aktin geninin RT-PCR yontemi ile
cogaltilmast sonucu elde edilmistir. DNA oOrnekleri, PCR {iriinii saflagtirma kiti
(ROCHE) kullanilarak saflastirilmis ve ROCHE firmasindan temin edilen “DIG DNA
Labeling and Detection Kit” kullanilarak DIG ile isaretlenmesi saglanmistir. DNA
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orneklerinden 10,5 pl alinarak (2 pg) tizerine 4,5 pl dH,O eklenerek toplam hacim 15
ul’ye ayarlanmistir. 10 dakika siire ile kaynayan su igerisinde tutulmustur. Ardindan 5
dakika siire ile buzda bekletilmis ve iizerine kit igerisinde yer alan hekzaniikleotid
karisimindan 2 pl, ANTP isaretleme karigimindan 2 pl ve Klenow enziminden 1 pl
eklenmis ve gece boyu (16 saat) 37°C’de inkiibe edilmistir. Takip eden giin drnekler
tizerine 2 ul 0,2 M EDTA (pH 8,0) eklenerek 65°C’de 10 dakika siiresince tutulmustur.
Protokolde belirtildigi sekilde sulandirmalar yapilarak melezleme sirasinda

kullanilabilecek DIG isaretli prob miktari belirlenmistir (ROCHE, 2004).

Transferrin ve B-aktin gen problari i¢in asagida belirtilen formiil kullanilarak melezleme

sicaklig1 hesaplanmistir (ROCHE, 2004, Yilmazer ve dig., 2008).

To= 49,82+0,41 (%G+C)-(600/1) (1= baz ¢ifti biriminde hibrid uzunlugu)
Top= Tm- (20-25°C)

iki genin ortak oldugu 50°C sicaklik melezleme i¢in kullanilnustir. Bu ¢alismada 1.U.
Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik boliimiine ait melezleme firmi

kullanilmustir.

Total RNA oOrneklerinden 15 pg yogunlukta alinarak formaldehit agaroz jele
yiiklenmistir. 5 V/cm akim ile 45 dakika yiiriitiilen RNA 6rnekleri UV altinda bakilarak
saglam orneklerin melezlemeden dnceden belirlenmesi saglanmistir. Blotlama yapilacak
tank 10x SSPE tamponu ile doldurulmustur. iki adet Whatmann kagidi ve bir adet
naylon membran agaroz jelin boyutlarinda kesilmistir. Uzunca kesilen bir adet
Whatmann kagidi ise iki ucu da tampona degecek sekilde yerlestirilmis, lizerine RNA
orneklerinin bulundugu jel yerlestirilmistir. Jel tlizerine ayni boyutlarda kesilen
membran ve onun iizerine de Whattman kagitlar1 konulmustur. En iiste jel boyutunda
kesilmis emici kagit havlular konularak, ~300 g agirlik yardim ile sabitlenmistir. Sekil
3.5’ te goriildiigl gibi kapiler transfer sistemi olusturularak gece boyu bekletilmistir.
Ertesi sabah jel atilarak naylon membran 2x SSC’de 1slatilmistir. Membran 120°C’ lik
etiivde 30 dk tutularak RNA’nin membrana tutunmasi saglanmistir. Daha sonra naylon
membran 50°C’ye ayarlanmis hibridizasyon firininda 12 ml melezleme soliisyonu

(Hibridizasyon soliisyonunun miktari membranin boyutuna gore hesaplanmaistir) i¢eren
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steril falkon tiiplerde 30 dakika siireyle tutulmustur. Onceden hazirlanan DIG ile
isaretlenmis transferrin probu membranin bulundugu siseye eklenerek gece boyu
melezlemeye alinmistir. Ayni anda ayn1 6rnekleri igeren baska bir membran da diger bir

tiip icinde B-aktin probu ile melezlemeye tabi tutulmustur (Yilmazer ve dig., 2008).

Ertesi giin, problar -20°C’ye kaldirilmistir. Membran ise 2x SSC ve %0.1 SDS iceren
yikama soliisyonu ile iki kez 5’er dakika siireyle yikanmistir. Daha sonra hibridizasyon
firininda 65-68°C’de 0.5x SSC ve %0.1 SDS iceren yikama soliisyonda iki kez 15’er
dakika siireyle yikanmigtir. Membran RNaz igermeyen agzi1 kapakli bir kaba alinarak 1-
5 dakika siireyle yikama tamponunda, 30 dakika 50 ml bloklama soliisyonunda ve iki
kez 15’er dakika siireyle 40 ml yikama tamponunda calkalayicida yikanmistir. 2-5
dakika siireyle 10 ml deteksiyon tamponunda hareketsiz tutularak bu siirenin sonunda
taze hazirlanmig olan 10 ml BCIP-NBT substrast soliisyonunda karanlikta 6-12 saat
siireyle tutularak renklenmeleri beklenmistir (Sambrook ve dig., 1989, ROCHE, 2004).

Melezlemenin olugumu, problarin yapisinda bulunan dUTP’ lerin tasidig1 digoksigenin
ile alkali fosfataz enzimine bagli anti-digoksigenin antikoru arasindaki immiinolojik
reaksiyona gore belirlenmistir. Meydana gelen kompleksteki alkali fosfataz ile substrat
bir araya geldiginde mor renk olusturmustur. Elde edilen renklerin yogunluguna gore
degerlendirmeler yapilmis, kontrol baliklari ile enfekte baliklar arasinda gen anlatim
farklilig1 gozlenmistir. Transferrin geni anlatimmin miktar1 ile kontrol geni B-aktin’ in
anlattminin melezleme sonucu olusan farklar birbiri ile kiyaslanmistir (Sambrook ve

dig., 1989).
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Sekil 3.3.: Kapiler aktarim sistemi
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4. BULGULAR

4.1. BAKTERIYOLOJIK BULGULAR

Izole edilen V. anguillarum susu ile ATCC 14181 referans susunun morfolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerinin hemen hemen ayni oldugu, izole edilen susun sadece API
20E kitinde indol testine negatif sonu¢ verdigi belirlenmistir. Yapilan standart
biyokimyasal testler sonucunda bu suslarin yuvarlak, krem renkli koloniler olusturdugu,

Gram (-), hareketli kivrik basiller oldugu gozlenmistir.

Daha 6nceki donemde izole edilmis V. anguillarum suslarindan farkli olan bu izolat ek
olarak secici besiyeri olan VAM ve TCBS besiyerlerine ekilmistir. Secici besiyeri
TCBS’ de iireyen sar1 koloniler (Sekil 4.1), VAM’ da iireyen sar1 koloniler ve etrafinda
bulunan hidroliz zonu bakterinin V. anguillarum oldugunu dogrulamistir (Sekil 4.2). V.
anguillarum teshisi i¢in yapilan testlerin sonucglar1 ve API 20E profili tablo halinde
verilmigtir (Tablo 4.1, 4.2).

Tablo 4.1: izole edilen Vibrio anguillarum susunun fenotipik dzellikleri

Test isimleri V. anguillarum V. anguillarum
ATCC 14181 (hasta baliktan izole edilen sus)

Gram - -
Hareket + +
Sitokrom oksidaz + +
O/F F F
0/129 (10 ve 150 ng) H H
VAM’ da lireme + +
TCBS Agarda iireme + +
BIONOR Mono-Va

+ +
Agliitinasyon

-:negatif +: pozitif F: Fermentatif H: Hassas
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Tablo 4.2: V. anguillarum suslarmin API20E Profilleri

SUS ADI s N
a| | =| = [ < - | = | < o =
z 2 @ | 2 2l el @l 2| 2|8 = 2| 5| 2| »
5| 2| 5|8|c|=|5|E|z| 58| |22 2 =28 =2 %53
ATCC1418T |+ 1+ 1 - | - -1 -1 -1 - T+ 1+l sl 1x1 -1+ -Tx1-1-1T-7T+=
V. anguillarum | + | + | - - - - - -+ + 1+ + - + - + - -+
susu

ONPG: , ADH: Arjinin dihidrolaz, LDH: Lizin Dihidrolaz, ODH: Ornitin dihidrolaz, CIT: Sitrat kullanimi, H,S: Siilfir olusumu,
URE: Ure kullamm, TDA: , IND: indol olusumu, VP: Voges-Proskauer, GEL: Jelatin kullanimi, GLU: Glukoz kullanimi, MAN:
Mannitol kullanimi, INO: Inozitol kullanimi, SOR: Sorbitol kullanimi, RHA: Rhamnoz kullanim1, SAC: Sakkaroz kullanimi, MEL:
Melibiyoz kullanimi, AMY: Amygdalin kullanimi, ARA: Arabinoz kullanimi, OX: Oksidaz {iretimi

Sekil 4.1: TCBS besiyerinde liremis V. anguillarum kolonileri

Sekil 4.2: a) VAM besiyerinde tiremis V. anguillarum kolonileri
b) Ekim yapilmamis VAM besiyeri
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Calismada ilk olarak V. anguillarum ATCC 14181 referans susu ile suya inokulasyon
yontemi kullanilarak 4 ay siiren bir enfeksiyon denemesi yapilmistir. Fakat bu susun
patojenitesinin diisiik oldugu ve enfeksiyon olusturmadigi gézlenmistir. Enjeksiyon
yontemi ile yapilan denemelerde ise enfeksiyon akut formda gelismistir. Akut
enfeksiyon nedeni ile bu denemede kullanilan baliklar 2-7 giin igerisinde 0lmiis ve bu

kadar kisa zamanda detayl1 bir enfeksiyon takibi yapilamayacagina karar verilmistir.

4.1.1. Siderofor Uretimi Bulgular

izole edilen V. anguillarum susunun siderofor iiretimi deneyi sonucunda CAS Agar’ da
ireyerek olusturdugu turuncu renkli zon ile siderofor iirettigi tespit edilmistir (Sekil
4.3). Pozitif kontrol olarak kullanilan B. cereus susu da siderofor iiretmistir (Sekil 4.4)
Siderofor {trettigi tespit edilen V. anguillarum susu ile suya inokulasyon yodntemi

kullanilarak enfeksiyon olusturma c¢aligsmalarina baglanmistir.

Sekil 4.3: CAS besiyerinde tiremis V. anguillarum kolonileri; a) Sivi besiyerinden damlatma
yontemi ile yapilan deneme sonucu lireme b) 6ze ile ekim sonucu iireme
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Sekil 4.4: CAS besiyerinde ﬁrmis V. anguillarum kolonileri ve
pozitif kontrol Bacillus cereus kolonileri

4.1.2. Deneysel Enfeksiyon Bulgular:

10° ve 10* hiicre/ml yogunluklardaki V. anguillarum ile enfekte edilen levrek
baliklarmnda 4 aylik deneme siiresi boyunca 6liim gozlenmemistir. 10° hiicre/ml
yogunlugundaki V. anguillarum ile enfekte edilen levrek baliklarinin 3 hafta sonunda
%75 i, 10° hiicre/m] yogunlugunda enfekte edilenlerde ise 4 giin sonunda tiim baliklar
Olmistiir. Bu sonuglara gore enfeksiyonun takibi icin sudaki en uygun bakteri
yogunlugunun 10° hiicre/ml olduguna karar verilmis ve baslanan esas denemede bu

yogunluk kullanilmistir.

4.2. KLINIiK BULGULAR

Enfeksiyon olusturulan 30 g iistii agirlikli levrek baliklar1 1 hafta boyunca her giin
orneklenmistir. Denemenin 7. giliniinde elektrik kesintisi nedeni ile baliklar oksijen
yetersizligine maruz kalmis ve 5 enfekte balik ile 38 kontrol baligi Slmistiir. Bu

nedenle 6len baliklar caligmaya dahil edilmemistir.
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2-phenoxyethanol ile bayiltilan baliklarin dis ve i¢ bakilarinda hastalik belirtileri
gozlenmistir. Enfekte baliklarda genel olarak dis bakida; c¢ene alti, agiz ici, ylizgeg
dipleri, goz cevresi, operkulum, bas lizerinde ve solungaclarda hemorajiler (Sekil 4.5),
eksoftalmus, i¢ bakida; karaciger, dalak ve viseral organlarin yiizeyinde hemorajiler,
bagirsakta sar1 renkli sivi toplanmasi ve beyaz mukoid madde varligi (Sekil 4.6),

dalakta biiylime saptanmistir. Enfeksiyonun son giinlerinde ise dalak ve bobrekte erime

oldugu dikkati ¢gekmistir.

Sekil 4.5: Enfekte olmus levreklerde goriilen belirtiler; a) bas tizerinde ve yiizgeg diplerinde
hemorajiler, b) gozde ve agiz ¢cevresinde hemorajiler

Sekil 4.6: Enfekte olmus levreklerde goriilen belirtiler; a) karacigerde petesiyal hemoraji ve
ekimozlar, b) bagirsakta sari renkte sivi toplanmasi ve beyaz mukoid madde birikimi
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Enfekte baliklardan yeniden izole edilen bakterilerin biyokimyasal 6zellikleri, Secici
besiyeri TCBS’ de sar1 koloniler, VAM’ da sar1 koloniler ve etrafinda hidroliz zonu
olusturmas1 enfeksiyon etkeninin V. anguillarum oldugunu dogrulamistir. Baliklardan
tekrar izole edilen bakterinin, biyokimyasal 6zelliginin enfeksiyon i¢in suya inokiile

edilen V. anguillarum ile ayn1 oldugu saptanmustir.

4.3. HEMATOLOJIK BULGULAR

Pilot enfeksiyon denemesinde enfeksiyon olusturulan 18-28 g agirlikli levrek
baliklarindan 3 hafta boyunca giin asir1 O6rnekler alinmig ama kan orneklerinin az
miktarda olmasi nedeni ile serolojik deneylerin yapilabilmesi i¢in esas enfeksiyon

denemesinde balik agirliklar1 30 g iistiinde tutulmustur.

Pilot enfeksiyon denemesinde hasta baliklarda hematokrit degerlerinin deney siiresinin
basinda ve bitisinde kontrol baliklarinda %34-28 olarak degisirken hasta baliklarda

PR

%24-18 olarak degistigi bulunmustur.

Asil enfeksiyon denemesi sonuglar1 hergilin ornekleri i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmis,

giinliik sonuglarin ortalamasi hesaplanarak tablo 4.3’ te verilmistir.
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Tablo 4.3: Toplam Eritrosit, Toplam Lokosit Sayilar1 ve Hematokrit Degerleri

Eritrosit Sayis1 (x10%/mm’) Lokosit Sayist (x10°/mm’)

Kontrol Hasta Kontrol | Hasta
1. giin 3 1,975 1. giin 42 105
2. giin 2,415 1,75 2. giin 59 | 240,67
3. giin 2,45 2,335 3. giin 62 90,67
4. giin 2,1 1,475 4. giin 49 61
5. giin 2,3 1,19 5. giin 50 30
6. giin 2,47 2,32 6. giin 57 50,4

Hematokrit Degeri (%)
Kontrol | Hasta
1. giin 30 28
2. giin 34 23
3. giin 30 28
4. giin 32 24
5. giin 31 17
6. giin 35 18

Eritrositlerin hasta baliklarda giinden giine diistiigii, enfeksiyonun 3. ve 6. giinlerinde
sayisinin azaldigr fakat olgunlagmamis eritrosit sayisinin arttigi saptanmistir. Lokosit
sayisinda ise bir dalgalanma tespit edilmistir. Enfeksiyonun ilk iki giinii bagisiklik
sisteminin tepki vermesi ile lokositlerin onemli bir artis gosterdigi fakat daha sonra
bakterinin 16kosit sayisinda azalma meydana getirdigi saptanmistir. Hematokrit
degerleri de giinden giine azalmis, baliklarda genel olarak bir anemi durumu ortaya

cikmustir (Sekil 4.7).
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MayGriinwald-Giemsa ile boyanan kan preparatlarinin incelenmesi sonucunda; enfekte
baliklarda eritrositlerin enfeksiyonun 3. ve 6. giinlerinde olgunlasmamis eritrosit
sayisinin arttigl, enfeksiyonun 3. giliniinden sonra eritrositlerin hiicre sekillerinin
yuvarlaklastigi yada poligonal sekil aldigi goézlenmistir (Sekil 4.8). Enfeksiyonun 5.
giini kan hiicrelerinin eridigi gozlenmistir (Sekil 4.9). Enfeksiyonun ilk giiniinden
itibaren kanda V. anguillarum hiicrelerine de rastlanmistir (Sekil 4.10). Enfeksiyonun

ilk 2 giinli ndtrofil ve monositlerin sayisinin arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.8: Enfekte balik kan drneklerinde eritrositlerin poligonal sekil almasi
(okla gosterilmistir), v: V. anguillarum hiicreleri MayGriinwald-Giemsa x1000
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Sekil 4.9: Enfekte balik kan 6rneklerinde kan hiicrelerinin erimesi
(okla gosterilmistir), MayGriinwald-Giemsa x1000
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Sekil 4.10: Enfeksiyonun 2. giinii kan 6rneklerinde V. anguillarﬁm hiicreleri

(okla gosterilmistir), MayGriinwald-Giemsa x1000
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Sekil 4.11: Enfekte balik kan 6rnekleri, 1: lenfosit, m: monosit, n: nétrofil,
v: Vibrio anguillarum hiicreleri, MayGriinwald-Giemsa x1000
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4.4. HISTOLOJIiK BULGULAR

Yapilan histolojik orneklemeler sonucunda enfeksiyon ilerledikge meydana gelen
histopatolojik degisikliklerin arttig1 gdzlenmistir. ilk giin; dalak dokusu orneklerinde
hemosiderin birikmesi (Sekil 4.12), yer yer liquefactive nekroz ve hemoraji odaklar
saptanmistir. Ayrica yer yer hemapoietik hiicrelerin bosaldigi ve retikiiler bag doku

aginin goriilebildigi tespit edilmistir.

Ikinci giin; dalak dokusunda beyaz ve kirmizi pulpalarin bosaldig: tespit edilmistir.
Karacigerde hiperemi, parankim hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon ve multifokal
nekrotik erime odaklar1 goézlenirken (Sekil 4.13), pankreasta hiperemi (Sekil 4.14) ve
acinar hiicrelerde nekroz saptanmistir. Solungag filamentlerinin nekrotik oldugu, epitel
hiicrelerinin dokiildigii saptanmistir (Sekil 4.15). Kalp dokusunda ventrikiilde miyopati
tespit edilmistir (Sekil 4.16, 4.17). On bobrekte liquefactive nekroz tespit edilmis,

tiretimi yapilan eritrositlerin piknotik oldugu gézlenmistir.

Uciincii giin; dalak dokusunda liquefactive nekroz, bobrek tiibiil epitel hiicrelerinde
dejenerasyon, nekroz, peritiibiiler 6dem ve hemoraji odaklari ile bébrek tiibiillerinde ve
interrenal haemopoietik dokuda liquefactive nekroz gézlenmistir (Sekil 4.18). Karaciger
parankim hiicrelerinde ilerlemis vakuoler dejenerasyon, ince bagirsaklarda ise mukoza

epitelinde nekroz ve liimene dokiilme saptanmistir (Sekil 4.19).
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4 P IT N
Sekil 4.13: Enfeks
nekrotik odaklar (okla gosterilmistir), H+E x400
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Sekil 4.14: Enfesiyonun 2: giin ornekleri ﬁankra;s dokusunda
hiperemi, H+E x400

Sekil 4.15: Enfeksiyonun 2. giiniinde solungagta hemoraji, filament epitel hiicrelerinde
nekroz ve dokiilme (okla gosterilmistir) H+E x200
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Sekil 4.17: Enfeksiyonun 2. giiniinde kalp kas hiicrelerinde nekroz
sonucu miyopati (okla gdsterilmistir), H+E x400



70

Sekil 4.18: Enfeksiyonun 3. giiniinde bobrek dokusunda tiibiil epitel hiicrelerinde dejenerasyon
ve liquefactive nekroz odaklari (L), a) peritiibiiler 6dem (okla gosterilmistir), H+E x100,
b) nekrotik intertiibiiler dokuda yaygin hemoraji odaklari (okla gosterilmistir) H+E x100
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Sekil 4.19: Enfeksiyonun 3. giiniinde bagirsak mukoza epitel hiicrelerinde
nekroz ve liimene dokiilme (okla gosterilmistir), H+E x100

Dordiincii giin; dalak kesitlerinde liquefactive nekroz ve nekrotik bosluklarda bakteri
hiicreleri gozlenmistir (Sekil 4.20). Karaciger parankim hiicrelerinde vakuoler
dejenerasyon ve nekroz tespit edilmistir. Bobrek tiibiil epitelinde dejenerasyon,
hematopoietik dokuda liquefactive nekroz gézlenmistir. Bagirsak duvarinda ve kaslarda
hiperemi gozlenmis ve mukozada nekroz sonucu bagirsak duvarinda delinme tespit

edilmistir (Sekil 4.21).

Besinci giin; bosalmis dalakta multifokal liquefactive nekrotik odaklar dikkati ¢ekmistir
(Sekil 4.22). Bobrekte liquefactive nekroz, peritiibiiler 6dem olusumu, melanonakrofaj
merkezleri, multifokal hemorajik odaklar (Sekil 4.23, 4.24) ve nekrotik bosluklarda
bakteri hiicreleri (Sekil 4.25) gézlenmistir. Karaciger parankim hiicrelerinde vakuoler
yag dejenerasyonu ile birlikte multifokal hemorajik odaklarin arttifi (Sekil 4.26),
pankreasta hiperemi saptanmistir. Deride gozlenen lezyonlu bolgeden hazirlanan
kesitlerde 6rneginde ise pullarin dokiilmiis oldugu, epidermisin dejenerasyona ugradigi

tespit edilmistir (Sekil 4.27).
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Altinct giin; dalak hiicrelerinde liquefactive nekroz (Sekil 4.28), karacigerde
liquefactive nekroz odaklari, multipetesiyal hemoraji, vakuoler yag dejenerasyonu
gozlenmistir (Sekil 4.29). Bobreklerde hemoraji ile birlikte yaygin liquefactive nekroz
odaklari, peritiibiiller 6dem olusumu ve intertiibiiler hematopoietik dokuda bosalma
saptanmistir (Sekil 4.30). Bagirsak duvarinda, mukoza epitelinde ve kaslarda nekroz ile

liimene dokiilme gozlenmistir (Sekil 4.31).

Sekil 4.20: Enfeksiyonun 4. giiniinde dalak dokusunda bakteri hiicreleri tespiti,
a) H+E x1000, b) Twort’ un gram boyas1 x1000
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Sekil 4.21: Enfeksiyonun 4. giiniinde bagirsak duvari ve kasta delinme
(okla gosterilmistir), H: hiperemi, H+E x200

Sekil 4.22: Enfeksiyonun 5. giinlinde bosalmis dalakta multifokal liquefactive
nekroz odaklari (okla gosterilmistir), H+E x200
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Sekil 4.23: Enfeksiyonun 5. giinlinde bobrek dokusunda peritiibiiler 6dem (okla gosterilmistir),
O: multifokal hemorajik odaklar, M: melanonakrofaj merkezleri , H+E x100

Sekil 4.24: Enfeksiyonun 5. glinlinde bobrek dokusunda peritiibiiler 6dem
(okla gosterilmistir) ve interrenal dokuda yaygin hemoraji, H+E x400
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Sekil 4.25: Enfeksiyonun 5. giiniinde bébrek dokusunda nekrotik odaklarda
bakteri hiicreleri tespiti (okla gosterilmistir), H+E x1000

v;’ g

Sekil 4.: nsinu 5. gﬁﬁﬁnd karaier dosu multifokal
hemorajik odaklar (okla gosterilmistir), H+E x200
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Sekil 4.27: Enfeksiyonun 5. giiniinde hasta levrek baliginda dermise kadar inen deri
lezyonu; erimis epidermis (E) ve altinda kalan pullar (P), H+E x100

Sekil 4.28: Enfeksiyonun 6. giin dalak 6rneklerinde gozlenen nekroz sonucu
dokuda bosalmalar, H+E x400
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- Sékil 4.29: nfeksiyonun 6. giiniinde karacigraeliquefative
nekroz odaklar (okla gosterilmistir), H+E x200

>

Sekil 4.30: Enfeksiyonun 6. giiniinde bobreklerde yaygin liquefactive
nekroz odaklari (okla gdsterilmistir), peritiibiiler ddem olusumu ve intertiibiiler
hemapoietik dokuda bosalma, H+E x200




Sekil 4.31: Enfeksiyonun 6. giiniinde bagirsak duvari kaslar1 ve mukoza epitelinde
nekroz ile liimene dokiilme, H+E x200

4.5. SEROLOJIK BULGULAR

Kan orneklerinden ayrilan ve -20°C’de saklanan serum Orneklerinden ELISA ydntemi
ile transferrin miktarinin enfeksiyon sirasinda ve normalde kandaki degisimine
bakilmigtir. Ancak bu yontemde kullanilan anti-sazan transferrin antikoru negatif
orneklere yanlis pozitif reaksiyon (Sekil 4.32) verdigi i¢in sonuglar degerlendirilmemis

ve bu yontemin kullanimindan vazgecilmistir.
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Sekil 4.32: ELISA deneme sonuglari; a) TMB eklendikten sonraki goriintii ,b) 1M HCI eklenip
reaksiyon durduktan sonraki goriintii, ¢) Kuyularin 6érnek isimleri; K: anti-carp Ig ile kaplama,
LS: Levrek serumu, P: peroksidaz isaretli anti-rabbit IgG
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Dolayl1 olarak kandaki transferrin miktarin1 belirleyebilmek ic¢in kandaki doymamis
demir baglama kapasitesi (UIBC) olgiilmiistiir. Bu kit ile yapilan deneyin sonuglari
Sekil 4.33” te verilmistir.

1 [2 |3 14 |5 |6 |7 [8 [9 [10[I1]I2

1 {2 |3 |4 |5 1|6 |7 [8 |9 [10]11]12]Serum
13(14)15]16[17[18]19]20(2122]23]|24
25126127128 (29(30)31]32[33]|34]35]36
37 | 37
112 (3 |4 |5 |6 [7 |8 ]9 [10[11]12
13[14[15]16|17[18]19]20 (21 |22]23]|24
25126(27128129(30(31]32]33[3435]36

Serum (tekrar)

QT (EH|T|OQ|= (>

Sekil 4.33: Orneklerin demir baglama kapasitesine gre renk degistirmesi, B: kor, S: Kit demir
standarti, 1-37: Ornek numaralart

Hemolize ugrayan kan orneklerinin serumlar1 giivenilir sonu¢ vermediginden bulgulara
eklenmemistir. Her glin serumlarinin ayr1 ayr1 ortalamasi alinmis ve sonuglar Tablo 4.4.
ve Sekil 4.34° de grafik ile verilmistir. Ayrica 1.U. Mediko Sosyal Biriminde
otoanalizator kullanilarak 3. ve 6. giin serum Orneklerinin demir miktarlar1 da
Ol¢iilmiistiir. Otoanalizator i¢in 1 ml serum Ornegi gerektiginden her giin 6rnekleri igin

ayr1 ayr1 demir miktar1 6l¢iimii yapilamamaistir
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Tablo 4.4: Giinlik doymamis demir baglama kapasitesi (UIBC) ve demir degerleri

UIBC (pg/dl) Demir miktar1 (pg/dl)
Kontrol Hasta 0. giin 141
1. giin 351,3 410,94
3. giin 76
2. giin 357,84 408,91
6. giin 9
3. giin 365,2 487,99
4. giin 383,88 499,64
5. giin 371 437,09
6. giin 380 444,04
600
500 ._./I— -
= 400
2 0———?—%\‘"
g 300
Q
@
=) 200 - —&— Kontrol
—— Hasta
100
0
1.giln 2.gln 3.gln 4. gln 5.gln 6. gun

Enfeksiyon giinii

Sekil 4.34: Giinliik doymamis demir baglama kapasitesi (UIBC) degerleri grafigi

Transferrin doygunlugu asagida belirtilen formiile gore hesaplanmistir;

% TD= [serum demir miktar1/ (serum demir miktari+UIBC)] x 100.

Kontrol, 3. ve 6. giin 6rneklerinin transferrin doygunluklari hesaplanmis ve kandaki
demir miktarinin azalmasi ile transferrin doygunlugunun azaldigi tespit edilmistir.

Sonuglar Tablo 4.5. ve Sekil 435 te grafik ile g0Osterilmistir.
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Tablo 4.5: Enfekte balik transferrin doygunluk degisimi

Enfeksiyon giinii

% Transferrin doygunlugu
Kontrol 27,7
3. giin 13,5
6.giin 2
30

S

= 25 -

=]

>bo

=]

e 20 |

3

&

8 15

£

g 10 —&— Hasta

k7

c

S 5

'—

0
0.glin 3.gln 6.gln

Sekil 4.35: Enfekte balik transferrin doygunluk degisim grafigi

4.6. RNA iZOLASYONU VE RT-PCR BULGULARI

Hem kontrol hem deney baliklarindan izole edilen RNA ornekleri spektrofotometre
yardimi ile 260 nm dalgaboyunda Olciilerek miktarlari ve 280 nm dalgaboyunda
Elde edilen RNA orneklerinin

konsantrasyonlar1 Tablo 4.6’ da verilmistir. Ayn1 zamanda yapilan formaldehit iceren

Olgiilerek saf olma dereceleri

agaroz jel elektroforezi sonucunda, izolasyon sirasinda RNA’ larin yikilmadiklari

dogrulanmistir (Sekil 4.36).

belirlenmistir.
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Tablo 4.6: RNA 6rneklerinin konsantrasyonlari

OrnekNo | OD: | RNA kons. (ug/pl) Ilzl(l)\?;eﬂ:ill?a:lz:tagl;l
1 0,12 1,18 472
2 0,152 1,82 72,8
3 0,421 7,2 288
4 0,117 1,12 44,8
5 0,216 3,1 124
6 0,138 1,54 61,6
7 0,192 2,62 104,8
8 0,129 1,36 4.4
9 0,268 4,14 165.,6
10 0,111 1 40
11 0,114 1,06 42,4
12 0,083 0,44 17,6
13 0,117 1,12 44,8
14 0,124 1,26 50,4
15 0,127 1,32 52,8
16 0,071 0,2 8
17 0,102 0,82 32,8
18 0,112 1,02 40,8
19 0.1 0,78 31,2

20 0,129 1,36 4,4
21 0,092 0,62 24,8
22 0,107 0,92 36,8
23 0,108 0,94 37,6
24 0,115 1,08 43,2
25 0,073 0,24 9,6
26 0,096 0,7 28

27 0,095 0,68 27,2
28 0,103 0,84 33,6
29 0,079 0,36 14,4
30 0,086 0,5 20

31 0,083 0,44 17,6
32 0,167 2,12 84,8
33 0,137 1,52 60,8
34 0,121 1,2 48

35 0,138 1,54 61,6

Ornekler hepsi ayn1 konsantrasyonda olacak sekilde sulandirilarak Titan One Tube RT-
PCR Kit (ROCHE) yardimi ile RT-PCR yapilmis ve beklenen bantlar %1’ lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek UV altinda analiz edilmistir (Sekil 4.37)
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28S RNA >
18 RNA —»

Sekil 4.36: Levrek baliginin karaciger dokusundan izole edilen total RNA 6rnekleri,
M: RNA ladder high range

541 bg

_ 183 bg

Sekil 4.37: RNA orneklerinden yapilan RT-PCR sonucu; 1: Levrek B-aktin geni,
2: Levrek transferrin gen EST’si, M: Marker (1000 bp DNA ladder)

Jelde gen anlatim farkini gorebilmek i¢in kullanilmasi gereken en uygun RNA miktar1
icin denemeler yapilmistir. Kullanilan 1 ng, 100 pg ve 10 pg/ul yogunlukta RNA
ornekleri ile yapilan RT-PCR sonucunda anlatim farki gdzlenmediginden alinan

sonuclar anlatim farkini ortaya koymak icin yeterli bulunmamistir (Sekil 4.38).



85

a b ¢ d 1SS R S IO SRR VT

541 by —=> [N -

13 14 15 16 17 18 19

M, 20 21 22 23 24 25 26 27 M
— C—
_— —

Sekil 4.38: RT-PCR sonuglari, a-e: internal kontrol gen B-aktin ¢ogaltilan 6rnekler,
1-27: transferrin geni ¢ogaltilan drnekler, K: kontrol (insan -aktin geni),
M: 100bp DNA ladder

4.7. NORTHERN EMDIiRiM BULGULARI

Membranda bulunan tiim RNA 6rneklerinde tek bant seklinde isaretlenme gozlenmistir.
Deney sonucunda ilk giin ve ikinci giin hasta baliklarin transferin gen anlatiminda artma
oldugu, ligiincii glin anlatimin azalmaya basladigi, dordiincii ve besinci giin anlatimin
kontrol baliklarindan da diisiik oldugu, altinci giin ise transferin anlattminin yok

denecek kadar az oldugu gozlenmistir (Sekil 4.39).

T A

Sekil 4.39: Northern emdirim deneyi; A: B-aktin gen anlatim sonuglari, T: transferin gen anlatim
sonuclari, 1-6: enfekte balik 6rnekleme giinleri, K: kontrol baligi
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada levrek baliklarinda deneysel olarak V. anguillarum enfeksiyonu
olusturularak, bakterinin konak canlida olusturdugu patolojik degisiklikler ve konagin
verdigi tepki, bazi parametreler kapsaminda arastirllmistir. Hastalik cikisini
engelleyebilmek icin, hastaligin seyri ve etken patojenin enfeksiyon siiresince balikta
meydana getirdigi bozukluklarin zamanla nasil gelistigini 6grenmek biiyiik 6nem
tagimaktadir. Bu amagla yapilan bu ¢alismada V. anguillarum patogenesisini incelemek
icin deneysel enfeksiyon olusturulduktan sonra baliklarin kan ve doku oOrnekleri
alimmustir. Bu 6rnekler ile, total eritrosit sayimi, total 16kosit sayimi, hematokrit degeri
Ol¢iimii, kan frotileri, doymamis demir baglama kapasitesi belirlenmesi, serum demir
miktar Ol¢iimili, serum transferrin doygunlugu belirlenmesi, bakteri izolasyonu,

histopatolojik inceleme ve transferrin gen anlatimi analizleri yapilmistir.

Deneysel olarak enfekte edilen levreklerden hergiin yapilan o6rneklemelerde tipik
vibriozis belirtileri gézlenmistir. Olmek iizere olan veya yeni 6lmiis balik 6rneklerinde
dis bakida; bas iizerinde, ¢ene altinda, goz ¢evresinde, agiz i¢inde, operkulum, ¢ene
altinda, ylizgec¢ diplerinde hemorajiler, i¢ bakida; karaciger, dalak, bagirsak cidar1 ve
viseral organlarin ylizeyinde hemorajiler, bagirsakta sar1 renkli sivi toplanmasi ve beyaz
mukoid madde birikimi, dalakta biiyiime saptanmistir. Enfeksiyonun son giinlerinde ise
dalak ve bobrekte erime oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu klinik tablo pek ¢ok
arastirmacinin bildirdigi tipik Vibriozis bulgular ile benzerlik gostermektedir (Ransom
ve dig., 1984, Ellis, 1989, Inglis ve dig., 1993, Pedersen ve dig., 1997, Actis ve dig.,
1999, Austin ve Austin, 2007). Ayrica Candan (1993) ve Demircan ve Candan (2006)
tarafindan bildirilen bagirsakta beyaz, opak, mukoid madde birikimi bu calismada
incelenen baliklarda da dikkati ¢ekmistir. Her ornekte goriilmese de bazi baliklarda
ekzoftalmus, ylizeysel lezyon olusumu, kalpte biiyiime, viseral organlari ¢evreleyen
viicut i¢ yilizeyinde hemorajiler, solungaglarda anemi, safranin siskin ve rengini

etrafindaki dokulara verdigi tespit edilmistir.
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Izole edilen V. anguillarum’ un Gram (-), omak seklinde morfolojiye sahip, hareketli
oldugu ve kati besiyeri ilizerinde yuvarlak, krem renkli koloniler olusturdugu
saptanmistir. Bu sus % 1,5 NaCl igeren TSA’da 24-25°C sicaklikta kolaylikla
tiretilmistir. Bu bulgular daha 6nce bildirilen raporlarla uyumludur (Blanch ve dig.,
1997, Pedersen ve dig., 1997, Benediktsdottir ve dig., 1998, Actis ve dig., 1999, Noga,
2000, Demircan ve Candan, 2006, Austin ve Austin, 2007).

Bu calismada V. anguillarum suslart hem VAM besiyerinde hem de TCBS’ de tiremis
ancak VAM besiyerinde daha kisa zamanda sonug alinmigtir. Benzer bulgular Alsina ve
dig., (1994)’ nin yaptiklar1 ¢alismada da bildirilmistir (Alsina ve dig., 1994). V.
anguillarum teshisi i¢in yapilan biyokimyasal testlerin sonuclar1 ve API 20E profili
diger aragtirmacilarin (Actis ve dig., 1999, Noga, 2000, Buller, 2004, Whitman, 2004,
Demircan ve Candan, 2006, Austin and Austin, 2007) buldugu sonuglarla uyumludur.

Bu c¢alismada kullanilan susun indol testinin negatif sonu¢ vermesi referans sus sonucu
ile uyusmamaktadir. V. anguillarum’ un farkli serotip veya farkli cografik bolgelerden
elde edilen suslar1 arasinda biyokimyasal 6zelliklerin degiskenlik gosterdigi daha dnceki

yayinlarda rapor edilmistir (Breuil ve Haffner, 1989, Whitman, 2004).

Vibrio enfeksiyonlarinda bulagmanin temelde oral yolla (su ve besin yolu ile) oldugu
bildirilmektedir. Belirli kosullar altinda bakteri intestinal duvarlara gecerek, konakta
sistemik hastalik olusturma yetenegindedir (Actis ve dig., 1999, O’toole ve dig., 2004,
Reed ve Francis-Floyd, 2009). Bu ¢alismada da V. anguillarum suya inokiile edilerek,
baliklarda in vivo enfeksiyon olusturma denenmistir. Elde edilen veriler 1s18inda bu
enfeksiyonun oral yolla bulagsmasinin ¢ok hizli ve siddetli septisemiye neden oldugu
bulunmustur. Ayrica bu ¢alismada bakterinin olusturdugu enfeksiyon sonucu bagirsak

duvarinin delinmesi orjinal bir bulgudur.

1960 yilinda Salmo trutta’ dan izole edilen ATCC 14181 numaral1 V. anguillarum susu
02a serotipidir (Buller, 2004). Actis ve dig. (1999)’ nin belirttigi sekilde salmon ve
salmon olmayan baliklarinin patojeni olan O2a serotipine sahip bu sus bu ¢aligmada

referans olarak kullamilmig fakat levrek baliklarinda enfeksiyon olusturmamistir.
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Referans susun alt kiiltiirleri yapildik¢a patojenitesinin diismesi veya salmon izolati

olmas1 nedenleri ile levreklerde enfeksiyon olusturmadigi diistiniilmiistiir.

Pedersen ve dig. (1997) V. anguillarum O1 serotipinin patojenitesi lizerine yaptiklar
calismada 10° -10® hiicre/ml yogunlukta bakteriyi enjeksiyon yontemi ile intraperitonal
olarak baliklara uygulamis ve LDs( degerlerini bulmuslardir. 18 farkli susun kullanildigi
calismada her susun farkli LDsy degeri oldugu bulunmustur. Genellikle ilk 24 saat
icinde 6len baliklarda cok az patolojik degisiklikler bulunmustur. ilerleyen saatlerde
patolojik degisiklikler siddetlenmistir. Deride ve kafada, operkulum, géz ¢evresi, agiz
cevresi ve yiizge¢ diplerinde hemorajiler gézlenmistir. Bu calismada da LDs, degeri 10°
hiicre/ml bulunan V. anguillarum susu ile enfeksiyon denemesinde suya inokulasyon
yontemi kullanilmig ve basarili bir sekilde enfeksiyon olusturulmustur. Bu enfeksiyon
calismasinda iskelet kaslarinda hemoraji ve aniisiin disar1 ¢ikmasi haricinde Pedersen ve

dig. (1997)’ nin bildirdigi bulgulara benzer bulgular elde edilmistir.

Calismada eritrosit sayisinin, hasta baliklarda giinden giine diistiigli gézlenmis, fakat 3.
ve 6. giinlerde yeni eritrositlerin olugmaya baglamasi ile eritrosit sayisinda artma tespit
edilmistir. Saglikli bir balikta olgunlasmamis eritrosit miktari, eritrosit miktarinin % 1° 1
kadar olmasi gerektigi bildirilmistir (Roberts, 1978). Kan 6rneklerinde yiiksek miktarda
olgunlasmamis eritrosit bulunmasi kendini yenileyen anemi bulgusudur (Stoskoppf,
1993). Bu denemede enfeksiyonun 2. giliniinden itibaren olgunlagsmamais eritrosit sayilari

artmis, 3. ve 6. gilinlerde ise bu say1 %50 civarina ulagmustir.

Enfekte baliklardan elde edilen 16kositlerin miktar olarak dalgalanma yaptig1 tespit
edilmistir. Bagisiklik sisteminin tepki vermesi ile 16kositlerin enfeksiyonun ilk iki glinii
onemli bir artis gosterdigi fakat daha sonraki giinlerde bakterinin 16kosit sayisinda
azalma meydana getirdigi hatta 5. glinde kontrolden daha diisiik seviyeye ulastigi
saptanmistir. Ransom ve dig. (1984) V. anguillarum etkenli bir vibriosis vakasinda
salmonlarda 16kosit sayisinda azalma gozlendigini rapor etmistir. Bu azalmanin
bakterinin litik etkisi ve sistemik enfeksiyon olusumu ile organlarin zarar gormesi ve

viicudun l6kosit iiretememesinin bir sonucu oldugu diisiiniilmiistiir.
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Hematokrit degerleri de glinden giine azalmis, baliklarda genel olarak bir anemi durumu
ortaya c¢ikmistir. Bu bulgu daha oOnce yapilmis calismalari sonuglart ile uyum

gostermektedir (Akan ve dig., 1996, Neves ve dig., 2009).

Vibriozis vakalarinda hasta baliklarda gdzlenen histopatolojik bulgular, bu ¢alismada
levreklerde olusturulan deneysel enfeksiyon siiresince de gozlenmistir. Histopatolojik
olarak hastaligin ii¢ sistemik formuna gore degisik bulgular gozlendigi bildirilmistir
(Roberts, 1978, Inglis ve dig., 1993, Actis ve dig.,1999, Noga, 2000). Karacigerde fokal
nekroz, bobrekte hemapoietik dokunun bosalmasini takiben renal tiibiillere ve hatta
renal dokular arasina yayilan nekroz, dalakta hematopoietik dokuda bosalma, kalpte
daha az siddetli lezyonlar ve kaslara kadar ilerleyen deri lezyonlar V. anguillarum’ un
akut formunda gelisen 6nemli bulgulardir. Bu ¢alismada deneysel enfeksiyon sonucu
elde edilen histopatolojik bulgular akut forma 6rnek teskil etmis, denemede kullanilan
V. anguillarum susu levrek baliklarinda tipik akut hemorajik septisemiye neden

olmustur.

Enfeksiyon sonucu gozlenen histopatolojik bulgular gecmis yillarda bildirilmis Vibrio
anguillarum enfeksiyonu ¢alismalarindaki histopatolojik bulgular ile uyumludur
(Roberts, 1978, Ransom ve dig., 1984, Grisez ve dig., 1996, Actis ve dig.,1999, Noga,
2000, Korun ve Gokoglu, 2007, Korun ve Timur, 2008). Histololojik kesitlerde
bakterinin baglangicta dalakta, ilerleyen asamalarda bdobrekte kiimelestigi tespit
edilmistir. Karacigerde ise parankim hiicrelerinin yavas yavas dejenerasyona ugradigi
bulunmus, hepatik venalara ¢ok yakin boliimlerde kiigiik ¢apta nekrozlar goézlenmistir.
Ransom ve dig. (1984) ve Actis ve dig. (1999)’ nin bildirdikleri gibi, bu ¢aligmada da
dalak ve bobrek en cok etkilenen organlar olmustur. Enfeksiyonun ilk gilinlerinden
itibaren dalagin etkilendigi ve tiim dokuda nekrotik odaklar olustugu gdzlenmistir.
Bagirsak mukozasinda yaygin ve siddetli nekroz gozlenmis, enfeksiyonun son
giinlerinde bagirsak mukozasinin delindigi saptanmistir. Enfeksiyon ilerledikce dalak ve
bobrek dokusunda da liquefactive nekroz sonucu dokunun pargalandigi tespit edilmistir.
Kan damarlar1 ve nekrotik parankim dokular1 arasinda ve ¢evresinde bakteri hiicrelerine

rastlanmis, solungag ve biitiin viseral organlarda hemorajiler gézlenmistir.
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Bobregin tiimiinde nekroz ve peritiibiiler 6dem mevcuttur. Enfeksiyon boyunca genel
olarak solunga¢ epitel hiicrelerinin nekroze olarak dokiildiigl, kalp kasinda da
hemorajik odaklar ile birlikte kas hiicrelerinin erimesi sonucu miyopati olustugu
gozlenmistir. Roberts (1978) ve Inglis ve dig. (1993) nin hastaligin kronik formunda
goriildigiinii belirttigi kaslara kadar inen deri lezyonlari, bu ¢alismada enfeksiyonun
akut gelismesi nedeni ile olusmamis, lateral viicut kaslarinda herhangi bir bozukluk

gbzlenmemistir.

Diger ¢aligmalarda rastlanmayan kan damarlarinin kan hiicreleri ile dolu (hiperemik)
olmasi, solungaglarda nekroz olusumu ve sadece ilk giin dalak oOrneklerinde
hemosiderin birikimi dikkati ¢ekmistir. Bu calismada olusturulan septiseminin akut
gelismesinin, vibriozisin kronik formunda goriildiigii bildirilen hemosiderin birikiminin
dalak oOrneklerinde gozlenmemesine sebep oldugu disiiniilmiistiir (Roberts ve dig.,

1978, Inglis ve dig., 1993).

Simdiye kadar yapilmis olan ¢alismalarda V. anguillarum’ un sahip oldugu sideroforun
konak transferrinine baglanmus olan Fe™ iyonunu kopardigi ve yapismi bozdugu
bulunmustur (Acis ve dig., 1999). Calismada baliklardan alinan kan 6rneklerindeki
transferrin miktarinin V. anguillarum enfeksiyonu sirasinda nasil degistigi serolojik
olarak gosterilmeye caligilmistir. ELISA yontemi kullanilarak transferrin miktar tespiti
yapilmaya calisilmigtir. Daha Once baliklar ile yapilan calismalarda transferrin
antikorlar1 kullanilarak miktar tespiti deneylerinde ¢apraz reaksiyonlar tespit edilmistir.
Onchorhynchus keta ve salmonid olmayan 12 farkli tlir baligin antikorlarinin
kullanildig1 bir ¢calismada salmonid transferrin antikorunun iki balik haricinde c¢apraz
reaksiyon verdigi gozlenmistir (Yano, 1996). Roed ve dig. (1995)’ nin yaptii
calismada ise Atlantik salmonlarinda serum transferrin miktarin1 Olgmek igin
olusturulan poliklonal transferrin antikorunun 10" oraninda sulandirilan alabalik
serumu ile diisiik miktarda ¢apraz reaksiyon verdigi saptanmistir (Reed ve dig., 1995).
Yapilan bu ¢alismada ise kullanilan anti-sazan trasferrin antikoru ile 10"'-10” oraninda
sulandirilan levrek serumunun capraz reaksiyon vermedigi saptanmistir. Bu nedenle

yapilan ELISA deneyinde kullanilan sazan antikoru ile levrek baliklari serumundaki

transferrin miktar1 ol¢lilememistir.
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Transferrin miktarinin dogrudan o6l¢iilemedigi bu ¢alismada likit ferrozin metodu ile
dolayli olarak Fe™ bagli olmayan transferrin miktar1 (doymamus demir baglama
kapasitesi) ve transferrin doygunlugu ol¢iilmiistiir. Kit kullanilarak gergeklestirilen bu
olgiimlerin sonucunda Fe™ bagl olmayan transferrin miktarinin kontrol baliklarmdan
her zaman fazla oldugu, 3. ve 4. giinlerde daha da artti§1 sonraki iki giin ise yine ilk iki
gilin ile aynmi seviyeye indigi gozlenmistir. Transferrin doygunluguinun ise Neves ve
dig., (2009)’ nin bulgularina benzer olarak kandaki demirin azalmasi ile dogru orantili

olarak azaldig: tespit edilmistir.

Noga, (2000), baliklarin yasadiklar1 sudan aldiklar1 demirin yam sira diyete eklenen
demirin biiylimeyi etkiledigini bildirmistir. Fakat vibriozisin demirin fazla oldugu
ortamlarda balig1 daha kolay etkiledigi de bilinmektedir (Austin ve Austin, 2007, Noga,
2000). V. anguillarum trettigi siderofor yardimi ile transferrine bagli bulunan demiri
koparabilme yetenegine sahiptir (Pedersen ve dig., 1997, Actis ve dig., 1999,). Kanda
demir azalmasina neden oldugu bildirilen V. anguillarum’ un bu ¢alismada kullanilan
susunun siderofor iirettigi CAS agarda turuncu renkli {ireyen bakterinin zon olusturmasi
ile tespit edilmis ve siderofor iiretimi sayesinde transferrin doygunlugunun azalmasina

neden olmustur.

Genlerin fonksiyonel yapisi canli ile ilgili bir¢ok bilgiyi sunmaktadir. Cevresel
modifikasyonlar (kimyasallar, fizyolojik ve patolojik kosullar) ise transkriptom
diizeyinde tepkilerin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (Gornati ve dig., 2005). Yapilan
bircok c¢alismada enfeksiyon sirasinda balikk immun sistem genlerinin anlatim
farkliliklar1 belirlenmistir (Chen ve dig., 2006, Rodrigues ve dig., 2006, Neves ve dig.,
2009). Bu caligmada ise vibriozis enfeksiyonu sirasinda transferrin gen anlatim farkini
tespit edebilmek icin RT-PCR ve Northern emdirim yontemleri kullanilmistir. RT-PCR
yonteminde kullanilmasi gereken en uygun RNA miktar1 i¢in denemeler yapilmistir. 1
ng, 100 pg ve 10 pg/ul RNA o6rnekleri ile yapilan RT-PCR sonucunda yogunluk farki
gbzlenmediginden alinan sonuglar anlatim farkini anlamak igin yeterli bulunmamustir.
Bu bulgular, Neves ve dig., (2009)’ nin real-time RT-PCR yontemi kullandiklar
calisma sonucunda belirttigi karacigerde ¢ok yogun transferrin anlatimmin (1.500.000
kopya) oldugu sonucu ile uyusmaktadir. Ayni sonuglar Chini ve dig.. (2006)’nin

yaptiklar1 calismada da rapor edilmistir. Karacigerde c¢ok yogun transferrin geni
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mRNA’s1 bulunmasi, bu ¢aligmada RT-PCR yOnteminin anlatim farkini géstermek igin

yetersiz kalmasina yol agmustir.

Low ve dig., (2003) yapmis olduklari ¢aligmada transferrin geni i¢in solungag, bobrek
ve dalaktan RNA izolasyonu yapmislardir. 35 dongiiliik RT-PCR sonucunda elde edilen
irlinler agaroz jelde yiiritiildligiinde gen anlatim farklarini tespit edebilmislerdir. Fakat
Neves ve dig. (2009)’ nin bildirdiklerine gore transferrin geni dalak, bobrek, bagirsak,
solunga¢ ve beyinde normal sartlarda ¢ok az anlatim yapmaktadir. Bu nedenle Low ve
dig. (2003)’nin kullandigi RT-PCR yontemi basarili sonu¢ verdigi halde yapilan bu
calismada karacigerden izole edilen RNA orneklerinde yogun transferrsn mRNA’s1
bulunmasi nedeni ile basarili sonu¢ alinamamistir. Yaptigimiz bu calismada RNA
miktarinin yetersiz gelmesi sonucu RT-PCR yoOnteminin optimizasyonu yeterince
yapilamamistir. Bundan sonra yapilacak ¢aligsmalarda, RT-PCR yontemi ile karacigerde
transferrin geni anlatiminin karsilagtirilabilmesi i¢in daha fazla RNA izolasyonu
yapilmasi, reaksiyon kosullarinin daha fazla denemeye tabii tutulmasi (daha diisiik kalip
RNA miktar1 kullanimi, daha az dongii ile reaksiyonu sonlandirma vb.) veya Real-time

PCR yonteminin kullanilmasinin daha iyi sonug verecegi diistiniilmektedir.

Northern emdirim deneyinde elde edilen transferrin geni anlatimi sonuglarina gore;
kandaki transferin doygunlugu diismekte iken gen anlatimimin da distigi tespit
edilmistir. Enfeksiyonun ilk giinlerinde transferrin geni anlatiminda artma vardir ¢linkii
bagisiklik sistemi akut faz yanmit olarak bakterinin demiri kullanmasini engellemeye
calismaktadir. Enfeksiyonun 3. ve 4. giinlerinde kanda demir azaldig1 i¢in transferrin
doygunlugu azalmis bu nedenle anlatim yani protein iiretimi azalmaya baglamistir. Son
giinlerde ise kandaki transferrin doygunlugu en az diizeyde oldugundan kanda ihtiyag
olandan fazla transferrin proteini bulunmasi anlatimmin neredeyse durmasina neden
olmustur. Bayne ve dig., (2001) yapmis olduklar1 ¢alismada, V. anguillarum ile
intraperitonal olarak enfekte edilen alabaliklarda akut faz yanit olusturan genleri
arastirmislardir. Baliklardan 4 giin boyunca 6rnek alinmis ve transferrin gen anlatiminin
artma yeteneginde oldugu rapor edilmistir. Fakat c¢alismada kullanilan bakteri
yogunlugundan veya baliklarin enfeksiyon diizeyinden bahsedilmemistir (Bayne ve
dig., 2001). Yapilan bu caligmada ise ilk iki giin Orneklerinde transferrin gen

anlatiminin arttig1 tespit edilmis fakat daha sonraki giinlerde anlatim azalmaya
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baslamistir. Bu bulgular, Neves ve dig. (2009)’ nin Photobacterium damsela ssp.
piscicida enfeksiyonu olusturulmus levrek baliklarinda transferrin gen anlatimi ve

transferrin doygunlugu sonuglari ile uyumludur.

Sonug olarak bu caligmada levrek baliklarinda vibriozis etkeni V. anguillarum’ un
patogenesisi izlenmis ve orneklenen baliklardaki patolojik degisiklikler hastaligin tipik
bulgular1 ile uyumlu bulunmustur. Hasta baliklarda viseral organlarda multifokal
nekrozlar, hemorajiler ve 6dem, kandaki eritrosit hiicrelerinde dejeneratif ve nekrotik
degisiklikler nedeni ile anemi, l6kosit sayisinda azalma ile bagisiklik sisteminin zayif
diismesi sonucu oliimlerin akut septisemiye bagli olarak gelistigi gozlenmistir. Kandaki
demir miktarinin azalmasi ile transferrin doygunlugunun azalmasi ve buna bagl olarak
viicudun transferrin proteinini tiretmedigi, dolayis1 ile bu proteinin V. anguillarum’ a
kars1 savunmada yetersiz kaldig: tespit edilmistir. Bundan sonra yapilacak ¢aligmalarda
diger immiin sistem proteinlerinin gen anlatim degisiklikleri saptanarak V. anguillarum’

a kars1 savunmada hangi proteinin daha etkin rol oynadig: tespit edilebilir.
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