T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUS

, {¥
o um.uwm i o€

GOKKUSAGI ALABALIKLARINDA (Oncorkynchus mykiss) PATOJEN
BAKTERI Yersinia ruckeri ‘ye KARSI ANTIKOR URETIMI VE TESPITI
UZERINDE BIR ARASTIRMA.

AYSEGUL KUBILAY

DOKTORA TEZI

SU URUNLERI MUHENDISLIGE ANABILIM DALI

Bu tez 14.04.1997 tarihinde agagndaki jiiri tarafndan oy birligi / ey—geldugu ile
kabul edilmistir,

//(@ O o

Prof.Dr.Giilsen TiM’UR Prof.Dr.M.Yasar AKSOYLAR  Prof Dr.Mustafa SARIEYUPOGLU
(Damgman) (Jiiri yest) (Fiiri Uyesl)




OZET

Gokkugag alabaliklaninda Yersimia ruckeri bakterini ile immunizasyonu takiben
olugan antikor reaksiyonunun lam aglutinasyon, mikroaglutinasyon, pasif hemaglutinasyon,
immunodiffiizyon, indirekt fluoresans antikor teknigi (IFAT), enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) gibi gesitli serolojik testlerle tayini iizerinde bir aragtirma
yuritilmistor.

Freund's incomplete adjuvant veya PBS iginde Yersinia ruckeri bakterininin
intraperitonal (i.p.) enjeksiyonu ile immunizasyonunu takiben olusan humoral immunite
seviyesi 20 haftalik periyod siiresince galigiimistir. Deneme gruplan ve kontrol grubu igin 20
baliktan olusan gruplar kullanilmugtir. Kuvvetlendirici enjeksiyon PBS iginde Yersinia
ruckeri bakterini ile immunize edilen gruba uygulanmigtir. Denemeler 11-12°C gevre
sicaklifinda ylirGtilmistir.

Patojen Yersinia ruckeri bakterisinin gokkusag: alabaliklarina intramuscular (i.m)
enjeksiyonu takiben olugan humoral immunite seviyesinde 13 haftalik periyodda ¢aligmugtir.
Deneme grubu igin 20 baliktan olugsan grup kullamlmugtir Deneme 11-12°C gevre
sicakliginda yuritilmustiir.

Gokkusagy alabaliklarinin gerek Yersinia ruckeri  bakterini ile intraperitonal
immunizasyonu ve gerekse patojen Yersinia ruckeri bakterisinin intramuscular enjeksiyonu
ile olusan enfeksiyon baliklarin kan sirkiilasyonunda yiiksek antikor titresi olusturmugtur. Bu
yitksek antikor titresi deneme periyodu siiresince (20 hafta) devam etmigtir.

Immunizasyondan bir hafta sonra Yersinia ruckeri bakterinine karsi humoral antikor
retimi gorillmemigtir. Immunizasyondan 2-3 hafta sonra mikroaglutinasyon pasif
hemaglutinasyon ve ELISA testleri ile dugiik antikor titresi, lam aglutinasyon ile zayif
aglutinasyon, IFAT testi ile zayif fakat belirgin fluoresans tespit edilmigtir. Humoral antikor
tretimi 5-6 hafta sonra artmug ve 19-20 hafta bu seviyeyi korumustur.

Formalinle oldurulmiis Yersinia ruckeri bakterisi igeren Freund's incomplete adjuvant
veya PBS énjeksiyonu ile immunize edilen baliklarin tiimiinde 35 giin sonra patojen bakteri

enjeksiyonuna kargt tam bir koruma olugmusgtur.



ABSTRACT .
A Study On Antibody Production And Detection in Rainbow Trout

(Oncorhynchus mykiss) Against Pathogen Yersinia ruckeri

An investigation was carried out in rainbow trout, Oncorhynchus mykiss, to detect
antibody response following immunization with Yersinia ruckeri bacterins using by various
serological techniques such as slide agglutination, microagglutination, passive
haemagglutination, immunodiffusion, indirect fluorescent antibody technique (IFAT),
enzyme-linked immunoserbent assay (ELISA).

The level of humoral immunity in rainbow trout following immunization by

‘intraperitonal (i.p.) injection Yersinia ruckeri bacterin in Freund's incomplete adjuvant or
PBS was studied a period of 20 weeks. Groups of 20 fish were used for the experimental
and the control groups. A booster injection was carried out for the group of immunized fish
with the Yersinia ruckeri bakterin in PBS. Experiments were carried out at 11-12°C
enviromental temprature.

The level of humoral immunity in rainbow trout following intramuscular (i.m.)
injection of pathogen Yersinia ruckeri bakteria was also studied in the period of 13 weeks.
Groups of 20 fish were used for the experimental group . Experiment was carried out at 11-
12°C enviromental temprature.

Both immunization by i.p. injection of Yersinia ruckeri bacterins and infection by
im. injection of pathogen Yersinia ruckeri bacteria induced high antibody titres in the
circulating blood of rainbow trout which continued for the period of experiments (20
weeks).

No production of humoral antibody was observed one week after immunization
against Yersinia ruckeri bakterin. Low antibody titres were detected by microagglutination,
passive haemagglutination and ELI§A, slight agg]utination by slide agglutination and faint
and distinct fluoresence by IFAT, 2-3 weeks after immunization. Humoral antibody
production was improved after 5-6 weeks and persisted up to 19-20 weeks.

All ﬁsh were protected against experimental challenge 35 days after immunization by

formalin killed Yersinia ruckeri bacteria in Freund's incomplete adjuvant or in PBS.

ii



ONSOZ

‘Ulkemizde son yillarda gelisme gosteren kiiltiir balikgih® umut verici bir diizeye erigmistir.
Tath sularda alabalik ve sazan, denizlerde ¢ipura ve levrek her iki ortamda salmon iiretimine
dayali igletmeler hizla ¢ofalmaktadir. Kiiltiir balik¢iginda hizh gelisme beraberinde enfeksiyoz
hastaliklan ortaya g¢ikarmugtir. Uygun ve zamaninda bir tedavi uygulanmadig takdirde balik
isletmelerinde biiylik ekonomik kayiplarla karg karstya gelinebilic. Bu nedenle balik hastaliklari
tilkemizde de son yillarda biiyiik 6nem kazanmugtir. Yersinia ruckeri ‘nin neden oldugu enterik
kizil agiz hastali yurdumuzda 1991 yilinda saptanmig ve daha sonra alabalik ¢iftliklerinde
yayginlasmastyla ekonomik kayiplara neden olmugtur. Bakteriyel balik hastaliklarimin teghisinde
geleneksel bakteriyolojik ve histopatolojik yontemler uygulanmaktadir. insan ve veteriner
hekimliinde rutin olarak yillardir kullamlan serolojik testler baltk hastahiklannda son 20 yildir
' ilerleme kaydetmistir.

Bu aragtirmada gokkusag: alababklanmin immunizasyonu i¢in inaktive edilmis Yersinia
ruckeri antijeni intraperitonal yolla enjekte edilmistir. Immunize edilen baliklanin serumlarinda
antikor olugumu; aglutinasyon, mikroaglutinasyon, pasif hemaglutinasyon, immunodiffizyon,
indirekt fluoresans antikor teknigi (IFAT) ve enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) gibi
serolojik testler ile tespit edilmigtir.

Bu konuyu bana neren ve aragtirmayi yoneten tez damgmamm Sayin Hocam, Prof. Dr.
Giilsen Timur’a, ¢aliymalanm yakindan takip ederek yardimlanm esirgemeyen Sayin Hocam,
Prof. Dr. Metin Timur’a, deneysel ¢aligmalanma imkan saglayan Fakiiltemiz Dekany, Sayin
Hocam, Prof. Dr. Yagar Aksoylaf’a, IFAT caligmalanmda yardime: olan Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali Ogretim Uyesi, Dog.Dr.Timer Vural’a, ELISA,
Pasif Hemaglutinasyon, Immunodiffiizyon testlerini gergeklestirmemde ve sonuglarm
degerlendirmemde yardimer olan, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Ogretim Uyelerinden Dog. Dr.
Ziya Alkan, Dog. Dr. Yusuf Ozbel'e ve tiim Paraztoloji Personeline, Antijenin sonike
edilmesinde her tiirlii fikir ve yardlmlapndan dolay1 Ankara Universitesi Mikrobiyoloji Ana Bilim
Dali Ogretim tiyesi Dog. Dr. Hakan Yardimci'ya, eriyik antijenlerin protein degerlerinin
saptanmasinda yardimar olan Silleyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Béliimii
Ogretim Uyelerinden Yard. Dog. Mehmet Akdogan’a en igten tesekkiirlerimi arz ederim.

Egirdir, 1997 Aysegill KUBILAY
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1. GIRIS

Akuakiiltiir diinyamin birgok iilkesinde son 20 yildan beri gok hizh gelisen bir endiistri
haline gelmistir. Bir ¢ok gelismis lilkede baliklann intensif olarak yiiksek populasyon
yogunlugunda yetigtiriciligi yapiimaktadir. Bu nedenle enfeksiy6z hastaliklar basanli bir balik
yetistiriciligi igin biiyiik bir tehlike olugturur (Ellis 1988).

Insan beslenmesinde biiyiik bir yeri olan balik geleneksel olarak deniz ve i¢ sulardan
avlanan bir besin kaynagidir. On dokuzuncu yiizyilin baglanindan itibaren hizh artan diinya
niifusuna paralel olarak ortaya ¢ikan g¢evre sorunlar ve yogun avlama balik iiretiminde
yetersizlige ve dolayisiyla da kiiltiir balikgihginda hizli gelismelere neden olmugtur (Timur
1985). Yurdumuzda 1970 yillarda gékkusag: alabahg: ile baglayan kultiir balik¢ihgi son
yillarda denizlerde yapilan gipura ve levrek yetistiriciligi ile gok genis boyutlar kazanmugtir
(Alpbaz 1990). Yurdumuzdaki kiltir balikgihgimn gelisimine paralel olarak bu isletmelerde
bakteriyel (Baran vd. 1980, Timur ve Timur 1985, Ergiiven ve Soylu 1988, Timur and
Timur 1991, Cagirgan and Yiireklitirck 1991, Diler ve Kubilay 1996, Timur vd. 1996 a,b.)
viral (Timur 1991, Timur vd.1993b) ve paraziter ( Timur vd. 1993a) hastabklar da
goriilmeye baglamgtir.

Ekonomik olarak agir kayiplara neden olan balik hastahklan konusundaki ¢alismalar
da diinyamin diger iilkelerinde oldugu gibi yurdumuzda da son yillarda biiyilk 6nem
kazanmustir. Bakteriyel balik hastaliklanmn teghisinde bakteriyolojik yontemler  yamsira
histopatolojik yontemler uygulanmaktadir (Bullock ~ 1989). Bugiin bu ana teknik
yontemlerin yamsira gerek insan hekimligi ve gerekse veteriner hekimliinde kullamlan
cesitli serolojik yontemler balikk hastaliklanmn teshisinde uygulanmaya baglanmugtir
(Anderson 1974, Plumb and Bowser 1983, Austin 1988, Bullock 1989, Schill ez al. 1989,
Aupstin and Apstin 1993). Bu amagla aglytinasyon, immunodiffiizyon, immunoflyoresans,
hemaglutinasyon, radioimmun asséy', enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
komplement fiksasyon, immunoelektroforezis gibi sicak kanh hayvanlarda uygulanan testler
balik hastaliklanina adapte edilerek bu hastaliklarin ¢ok kisa siirede teshisine yardimer oldugu
gibi diger‘ mikrobiyolojik ve histopatolojik tesghis yontemlerine de destek saglamug
olmaktadir ( Anderson 1974, Timur 1985, Dixon 1985, Toranzo et al. 1987, Austin 1988,
Bullock 1989, Austin and Austin 1993, Mananos ef al.1994).



Balik hastaliklanimn teghisinde serolojik teknikler ; hastalifin hizh teshisine ve hemen
tedavisine baslanmasma olanak saglamasi ve dolayisiyla ¢ikan hastalifin - zarannin
azaltilmasi, hastalifin yayilmasim onleyici uygun tedbirlerin alinabilmesine; zaman, insan
giicli, maliyeti azaltmas! ve saha galiymalannda hizli test uygulanmasina imkan vermesi gibi
nedenlerle kullamlmaktadir (Voller ez al. 1976 , Dixon 1985, Schill ez a/.1989).

Ingilizce enteric red mouth (ERM) yada yersiniosis olarak bilinen enterik kizl agiz
hastalig: ilk defa 19501 yillarda ABD'deki gokkusagi alabalig: yetistiriciligi yapilan
isletmelerde yitksek mortalite ile seyreden septisemik bir hastalik olarak rapor edilmigtir
(Ross et al. 1966, Bullock ef al. 1977, Busch 1982, Frerichs and Roberts 1989). ERM,
Yersinia ruckeri'nin sebep oldugu bakteriyel bir hastalik olup alabalik yetistiriciligi yapilan
isletmelerde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. ERM hastah@ diinyamn birgok
bolgesinde yayilmis durumdadir (Bullock ez al. 1977, Stevenson and Daly 1982, Roberts
1983, Lesel er al. 1983, Fuhrman et al. 1983, Bragg and Henton 1986). ERM hastalig
tilkemizde ilk olarak 1991 yilinda Denizli'deki bir igletmede gokkusag alabahiklarinda tespit
edilmistir (Timur and Timur 1991). Daha sonra bu hastalik diger alabalik isletmelerinde
goriilmiigtiir ve 6nemli bir sorun haline gelmigtir (Cagirgan and Yiireklitiirk 1991, Timur
1997).

Bu aragtirmada, bakteriyel balik hastaliklannin teghisinde hizli sonug veren serolojik
yontemlerin Tiirkiye'de ilk defa deneysel olarak kullalmasi amaglanmigtir. Bu amagla
yurdumuzda endemik bir hastalik haline gelen enterik kizil afiz hastalifmn etkeni olan
Yersinia ruckeri bakterisinin antijen olarak kullanilmas: uygun bulunarak inaktive edilmis ve
denemede kullamlan. gokkusagy alabaliklanma verilerek bu antijenle immunizasyon
saglanmigtir. Immunize edilen baliklann aglutinasyon, hemaglutinasyon, immunodiffizyon,
indirekt fluoresans antikor teknigi (IFAT), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
gibi serolojik testlerle serumlannda antikor varh@imin tespiti ve 20 haftalik deneme

siiresinde bu baliklarin serumda antikior titresinin izlenmesi amaglanmugtir,



2. LITERATUR BILGISI
2.1. Gokkusag Alabaliginin Sistematikteki Yeri ve Morfolojik Ozellikleri

Kuzey Amerika orijinli alabalik tiirlerinin ;'Salmo" cins isminin gegerliligi konusunda

1988 yilinda Amerikan Balikgihk Balik Isimlendirme Komitesinin (American Fisheries
Society's Committee on Names of Fishes) yaptif1 toplant: sonucunda gokkusag alabalifmin
Pasifik salmon (Oncorhynchus) tiirlerine Atlantik salmonundan daha yakin olmasi nedeniyle
Oncorhynchus cins isminin verilmesinin daha uygun olacag kabul edilmistir. Buna ek olarak
taksonomistler gokkusag: alabaligimn Kamchatkan alabaligy (S.mykiss) ile tek bir tirt:
olusturmalan ve my¥iss'in nomankletiirdeki énceligi nedeniyle ikisine birden Oncorhyrichus
mykiss olarak isimlendirilmesini kabul etmiglerdir. (Gall and De Groot 1990). Gokkusagt
alabaliginin sistematikteki yeri agagidaki gekilde belirlenmigtir (Blanc e al. 1971).

Phylum : Chordata

Superclass : Pisces

Class : Osteichthyes

Subclass : Actinopterygii

Superorder : Teleostei

Order : Salmoniformes
Suborder : Salmonidei
Family : Salmonidae

Subfamuly : Salmoninae

Genus : Oncorhynchus

Species  : Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792

Gokkusag alabahiginda sirt koyu yesil, mavi-yesil veya gri-yesildir. Karmn alt kismu

genellikle giimiisi renktedir. Viicudiin her iki yamnda bagtan kuyruga kadar uzanan
gokkusag renginde kahn bir bant bulunur. Erkek baliklarda zellikle tireme déneminde bu
bant daha parlak ve belirgin bir hal alir. Bas, sirt, yanlar, dorsal bélge, adipoz ve l;uyruk
yiizgegleri kiigiik koyu beneklerle kaplanmustir. Pektoral ve pelvik yiizgegler goguniukia
hafif kahverengi-gri veya pembemsidir. Bu baliklar en fazla 70 cm boy uzunluguna ve 7 kg
viicut agudifiing ulagir ( Atay 1980, Timur 1987 , Celikkale 1988).



Gokkusag: alabaliklan cinsi olgunluga iki yilda ulasabilirler. Ureme mevsimi bolgelere
gore farklihk gosterirse de gogunlukla Aralik-Mayis aylan arasinda gergeklesir (Timur 1987,
Celikkale 1988). Gokkusag: alabalifi yapay dollenme ile tiretilebilen uzh gelisim gosteren
bir baliktir. Bu baliklar bol oksijenli soguk sulan severler (Timur 1987).

Gokkusag alabaliklannm kiiltiir balik¢iliginda tercih edilmesinin baghca sebepleri ;
diger alabahk tirlerine gore daha kolay ¢evreye adapte olmasi, pelet yeme alismast ve yem
degerlendirme katsayisinin yiiksek olmasi, su sicakligindaki artisa dayanikli olmasi, biiyiime
hz1 ve hastaliklara karg: direncinin daha fazla olmasindandir (Timur 1987 , Celikkale 1988 ).

Gokkugag alabaligmn ilk kiiltiir yerinin Kaliforniya’daki Cloud River olarak bilinen
kiigiik bir nehir oldugu bildirilmigtir (Gall and Crandel 1992). Avrupa’ya 1882 yilinda
getirilen gékkusag alabaligmin tlkemizde yetistiriciligi 1970 yiinda baglayarak bu baligin
yetisgtiriciligi bugiin yurdumuzda oldukga yaygmlagmisgtir (Atay 1980, Baran ve Timur 1985,
Timur 1987 , Celikkale 1988, Timur 1990 ).

2.2. Baliklarda Immunite

Baliklarda immunite temel olarak yiiksek vertebrahlarla aym yapidadir. Immun
yamittaki baghca farkhiliklar baliklardaki diger fizyolojik olaylarda oldugu gibi sicakliga bagh
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle uzun bir siire baliklann immunite kabiliyetleni
konusunda bir anlagma saglanamamugtir. Ciinkii bazi aragtincilar sicakhk ve zaman
faktorlerini dikkate almamglardir (Ellis 1978, Bly 1984, Ellis 1989).

Baliklann immun sistemi memelilerin immun sistemine goére daha az kangik sistem
olmasina ragmen cell mediated immunite ve humoral immunite gibi gesitli: miidafaa
mekanizmalarin igermektedir (Ellis 1978, 1988a, 1989).

Immunite hayvanlarda enfeksiyonlara karst korunmada en o6nemli bir: fizyolojik
mekanizmadir. Vertebralilarda immuflite; primer (dogal) ve adaptive (kazanilmig) immunite
olmak iizere iki tiptir. Primer immunite, dogustan savunma mekanizmalanna dayanir ve
viicuda girebilecek ¢ok genig bir zarar verme mekanizmasina karsi non-spesifik olarak
caligir. Bu savunma mekanizmast (non-spesifik immun sistem) fagositik hiicrelerin
faaliyetini, interferonlan ve viicutta gesitli dogal olarak olusan lizozim, C-reaktive protein,
aglutinin ve lizin gibi maddelerin etkisini igerir. Adaptjye immunite kazanilmg bir bagisiklik



durumudur ve viicudun reaksiyon verme kabiliyetine bagli olarak zarar verici spesifik
partikiiler mikroorganizmalara kargs, spesifik reaktive lenfosit (cell mediated immunite) veya
serum antikorlannin (humoral immunite) olugmasidir (Timur G. 1975, Ellis 1978, Busch
1981, Bly 1984, Pelczar ef al. 1986, Trust 1986, Ellis 1988a, 1989, Janeway and
Travers1996). Yeni yumurtadan ¢tkan larva baliklarda immun sistemin gelismesi sirasinda
antijenle uyanlara kargn etkin lenfosit ve antikor iiretim kapasitesi simrhdir. Bu eksiklik
nedeniyle gen¢ baliklar uyaricilara karsi hassastirlar ve dolayistyla hastaliklara karst
direngleri zayiftir. Halbuki yiiksek vertebralilanin gengleri hayatlanmn ik bagimsizhk
dénemi periyodunda' annelerinden gelen pasif immunite ile donatilmig bir savunma
kabiliyetine sahiptirler. Bu kolaylik anne tarafindan g¢evresel antijenlere karsi aktif bir
sekilde iiretilen antikorlann hazir bir gekilde annenin dolagim sisteminden yavrusuna plesenta
aracihgs ile veya afiz siitiindeki (clostrum) antikorlarin yavru tarafindan 2-40 giin iginde
emilmesi suretiyle sindirim kanalindan kan dolagimiyla transferiyle saglanmaktadir(Bly

1984).
2.2.1. Primer (Dogal) Immunite

Non-spesifik savunmalar patojenik etkenlere karsi genis spektrumlu gergek
engellerdir. Bu engeller yapay olarak olusturulan spesifik antikorlara gére strekli kahci
engellerdir. Genellikle viicudu istila eden cansiz etkenlere karsi koruyucu olarak hizmet
ettigi gibi potansiyel patojenlere karg1 da koruyucu etki gosterirler. Non-spesifik sistemin
koruyucu faaliyeti genellikle istila edici (invasive agent) etkenin antijenik yapisi ile direkt
olarak ilgili degildir. Non-spesifik savunma daha ¢ok bahgin belirli bir hastalifa olan
hassasiyeti ile ilgili temel sebeplerle alakalidir. Non-spesifik savunma daha siki ve az
gecirgen epidermisi, mukusu, makrofajlar tarafindan sindirilen mikroorganizmalan opsonize
eden kamn kimyasal komponentlerini‘.'\"e konakeiy1 genis spektrumliu virﬁslai'a kargt koruyan
interferonlan igerir (Anderson 1974, Pelczar et al.1986). Patojenlere karsi ilk miidafaa non-
spesifik engeller ve inflamatory reaksiyon ile saglanir (Timur G 1975 ,Timur M 1975). Daha
sonra speéiﬁk immun reaksiyon gergeklesirr Bu reaksiyon &nceki non-spesifik
reaksiyonlardan spesifik olmas: ile aynlir. Immun reaksiyon patojen tarafindan bahgn
sisterfferini basarih hir istilasindan sonra baglar (Anderson 1974).



Mukus ve epidermis baliklarda ilk miidafaa hattim olusturur. Bu engellerle koruma
cok etkilidir. Epidermal mukoza hiicrelerinde devamli olarak yenilenmek suretiyle salgilamir
ve mukus baligin yiizeyinde birikmis dokiintilerin ve mikroorganizmalan kolayca
kendisiyle birlikte uzaklagmasim saglar. Pullar, epidermis ve dermis fiziksel yaralanmalarin
neden olacag:i agik yaralar ve bunun sonucu muhtemel enfeksiyonlarin olugmasmmda
koruyucu kalkan olarak gorev ytriitir (Anderson 1974).

Mukus baligin eksternal yiizey bolgelerinde paraziter —mikroorganizmalarn
yerlesmesini ve gelismesini engelleyici faktérler igerir. Mukusun patojenlerle savagma
mekanizmasi konusundaki aktivitesi hakkinda ¢ok az g¢aligma yapilmasina ragmen genellikle
epidermal mukus hiicre iiriinlerinde yiiksek hayvanlar tarafindan salgilanan goz yasi, burun
sekresyonu ve insan tikriigiinde bulundugu bildirilen lizozim enzimlerinin anologlarinin
bulundugu diigiiniilmektedir. Bilindigi gibi bu lizozim  enzimler birgok bakterinin
mukopeptit tabakasinin pargalanmasinda rol almaktadir (Anderson 1974).

2.2.2. Adaptive (Kazamlmis ) iImmunite

Kazamlmig immunitede savunma mekanizmasimn merkezi lenfosittir. Lenfositler
kazanlmig immunitenin, humoral immunite, cell-mediated immunite (CMI) ve bellek gibi ii¢

sathanin baglatiimasindan ve yiiriitilmesinden sorumludur.
2.2.2.1. Humoral Immunite

Antijenin viicuda ilk kez girmesi halinde T ve B lenfositleri birlikte redksiyon verirler.
B lenfositler plazma hiicrelerine veya bellek hiicrelerine doniisiirler.(Ellis 1978, 1988a,
Minbay 1988, Ellis 1989, Arda 1994a,d). Plazma hiicreleri kendilerinin olugmasim uyaran
antijene kars: 6zel antikor tiretirken l;éllek hiicrelerine ve daha sonra ayn antijenin ikinci kez .
viicuda girmesi halinde plazma hiicrelerine doniigebilecek 6zellige sahip hiicrelerdir. ‘T
hiicreleri farkh bir fonksiyona sahiptir. Baglangigtaki T hiicreleri, yardime1 hiicreler olarak
isinﬂmdirﬂirler Bu klon hiicreleri antijenin baglangi¢ stimulasyonu ile gogalirlar. Uzun siire
hayatta kalabilen yardimc: bellek hiicrelerine déniigiirler. Boylece ikinci bir uyanda T
hucrelermmsammaﬁar Bunlar sayilan artan B bellek hiicreleri ile igbirligi yaparlar. Boylece



ikinci uyarida kandaki antikor iretimi daha hizh gergeklesir ve birinci uyariya gore daha
yiiksek konsantrasyona ulasir(Ellis 1988a, Arda 1994g). Bellek hiicrelerinin hizh ve yiiksek
seviyede reaksiyon kabiliyeti nedeniyle patojen ve asilanin uygulanmasini takiben dikkate
deger artan bir resistans olugturur (Ellis 1988a, Timur 1992).

2.2.2.2. Cell Mediated Immunity ( CMI )

T lenfosit populasyonu T yardimer klonlarinin yam sira CMI dan sorumlu klonlara da
sahiptir. Immun' yamitin bu bolimii genis bir sahay: igine alr ve viicudu istila eden
mikroorganizmalari fagosite ederek sindirmek suretiyle viicudun non-spesifik koruma
mekanizmasint olugturan makrofajlarin teminini saglar (Ellis 1988a, Arda 1994a, Timur
1992).

Primer antijen stimulasyonunda T lenfosit klonlari CMI da rol alan gesitli farkh
fonksiyonel hiicrelere doniigiir. Bunlar arasinda oldiiriicii hiicreler, supresor hiicreler ve
lenfokin iireten hiicreler bulunur (Ellis 1988a).

Oldiiriicii hiicreler : Bu sitotoksik T hiicresi ile hedef hiicrenin arasinda fiziksel temas
sonucunda olugan bir mekanizma ile yabanci hiicreleri eritme ozelligine sahiptirler (Trust
1986, Ellis 1988a).

Lenfokin iireten hiicreler : Antijen stimulasyonu sonucunda bazi T hiicresi klonlan
lenfokin adi verilen bir takim humoral faktérler iiretirler. Bu faktorler makrofajlarin non-
spesifik defens mekanizmasm arttinr. Bu aktive olmus makrofajlar non-spesifik olarak
enfeksiyonla daha fazla miicadele etme kabiliyetine sahip hale gelirler (Trust 1986, Ellis
1988a).

Oldiiriicii hiicreler ve lenfokin tireten hiicrelerin yanitlan pozitif immuniteyi olugturur
( Ellis 1988a).

Supresor Cells) : Immun yamt olusumu srasinda antikorlann ve lenfokinlerin
iiretiminin kontrol edilmesi gerekir: Bu kontrol: immun yamt: bitiren veya negatif
immunitenin olugmasim saglayan bask: yapici yani suppressor hiicrelerin olugmastyla saglanir

(Ellis 19883).



2.3. Immun Yanitta Rol Oynayan Organlar

Antikor iireten lenfositler 6zellikle baz1 organlarda yogunlagmis olarak veya dolagim
sisteminde serbest olarak bulunurlar. Antikor uyanlmasi ve dretimi bir ¢ok orgam
ilgilendirir. Antikor iiretimi ve uyanlmas: ile ilgili organlar insanda timus, lenf digtimi ve
kemik iligini igerir. Antijen-antikor kompleksinin ve istila edici materyalin dokintiisiiniin
pargalanmasinda rol alan hiicreler dolagim sisteminden ve duragan fagositlerden (buyiik
cogunlugu makrofajlar), karaciger siniizoidlerinin Kuppfer hiicreleri ve bobrek hiicreleni
vardir (Anderson 1974). Insanda kan hiicrelerinin tiretiminden internal vaskularize kemik
iligi sorumludur. Halbuki, baliklar kemik ilifine ve lenf nodiillerine sahip degildirler. Teleost
baliklarda baghca lenfoid organlar; timus, bobrek ve dalaktir (Anderson 1974, Ellis 1978,
Bly 1984, Ellis 1989, Ellis et al. 1989, Razquin et al. 1990, Waterstrat ef al. 1991).

Bobrek baglica antikor iireten organdir. Bébrekler lenfosit ve plazma hiicrelerinden
zengin hemapoietik dokuya sahiptir (Anderson 1974, Razquin ef al 1990, Waterstirat et al.
1991). Bobrekler aym zamanda antijenleri fagosite eden ¢ok sayida makrofaj igeren
filtrasyon orgam olarak gorev yapar. Anterior bobrek gokkusag: alabaliklarinda en 6nemli
hemapoietik organdir. Bu bolgede ¢ok sayida blast ve undiferansiye hiicreler bulunur.
Bobrekte kiigiik lenfositler, nétrofiller, eosinofiller ve bazofiller de bulunur. Alabalik
bobreginde sirkiiler kandan veya diger organlardan daha fazla sayida fagositik makrofajlar
bulunur (Anderson 1974).

Timus bahklarda solunga¢ ¢emberinde dorso-lateral olarak pharyngeal epitel altinda
cift ve bilateral olarak bulunan bir organdir(Anderson 1974, Hibiya 1982). Genellikle gelisen
lenfositlerden olusur. Diger vertebralilarda oldugu gibi primer lenfoid organ olarak ve
lenfositlerin iiretildigi bir havuz olarak kabul edilir. Lenfositler buradan dolagima ve diger
lenfoid organlara go¢ eder. Timus'un antikor iiretimi ve antijenlerin yakalanmasi gibi
ytriitiicii fonksiyonu yoktur (Andersz)'ﬁ 1974).

Dalak bébrege gore daha az hemapoietik ve lenfoid hiicrelere sahiptir. Genellikle
siniislerde tutulan kandan olusur. Dalak bununla beraber, retikiller fibriller ve
makrofajlafdan olugan elipsoid ad1 verilen 6zellegmig kapillar duvarlan igerir. Retikula iplik
ag1 immun-kompleksler icin 6zellesmis bir tuzak olugtururken elipsoidlerdeki makrofajlar
yiksek fagositik aktivite yiiriitiirler. Bunun fonksiyonu baliklarda agiklanamamugtir. Fakat



memelilerde benzer antijen yakalama prosesi immun bellegin gelisimi ile ilgilidir (Ellis

1988b).
2.4. Immunoglobulinler (Antikorlar)

Immunoglobulinler antijenik uyarimlar sonucu viicutta plazma hiicreleri tarafindan
sentezlenen ve homolog antijenle birleserek spesifik bir reaksiyon verebilen glikoprotein
karakterindeki molekiillerdir (Gillmezoglu 1975, ilter 1975, Arda 1985b, Minbay 1988,
Bilgehan 1993, Muftioglu vd 1993, Arda 1994d). Protein olmalari nedeniyle
immunoglobulinler ¢ok iyi antijenik 6zelliklere sahiptirler. Kendilerine kars1 antikor sentezini
uyarnrlar ve bunlarlada reaksiyon verirler. Antikorlar ¢esitli maddelerle (FITC, izotop,enzimj
konjuge edilerek serolojik reaksiyonlarda (FAT,RIA ,ELISA) basan ile kullanilmaktadir
(Austin 1988, Schill ef al. 1989, Anderson 1993, Izgiir 1994, Janeway and Travers 1996).

Balk ve diger vertabralilann parazit invazyonlarina kars1 dogal antikor olarak lektin
uriinlerine sahip olduguna inamlmaktadir. Bugiin memelilerde IgG, IgM, IgA, IgD, ve IgE
olmak iizere 5 farkli simf oldugu bilinmektedir (Giilmezoglu 1975, Iiter 1975, Arda 1985b,
Pelczar et al. 1986, Bilgehan 1993, Miiftiioglu vd 1993, Arda 1994a,d,e, Janeway and
Travers 1996). Teleost baliklarda ise bir smuf immunoglobulin kesin olarak identifiye
edilmigtir. Bu immunoglobulin memelilerde makroglobulin veya IgM olarak isimlendirilen
siifa bir gok hususta benzerlik gosterir(Avtalion 1981, Trust 1986, Fuda et al. 1991,
Michel ef al. 1991, Sanchez et al. 1991, Buchman et al. 1992, Fuda et al. 1992, Al-Harbi
and Austin 1993, Estevez et al. 1993, Smith ef al 1993, Nagae ef al. 1993-1994ab,
Williams and Hoole 1995). Memelilerde bu sinif antikorlar genellikle plazma proteini olarak
bulunur ve immun yanit olarak tesekkiil eden ilk immunoglobulinlerdir. Daha sonra daha
kiigiik molekiillerin IgG nin olugmasina miisade ederler (Ellis1978, 1989).

Teleost bahklarda sadece bir smlf IgM antikorlarin yam sira hiperimmunize edilen
havuz japon baliklannda (Carassius auratus) IgG benzeri immunoglobulin molekiillerinin
varhg bildirilmistir (Ellis 1978).

Aﬁtikorlar biyolojik aktivitelerine gore ; aglutinin, presipitin ve viriis nétralize eden
antikor]ar olarak simiflandirilir. Baliklarda aglutininlerin; bakteri, viriis ve yabanci eritrosit
gibi antijenlere kars Gretimi demonstre edilmigtir. Gokkusag: alabaligi ve yilan balig: dahil
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bir kag teleost balikta, Freund's complete adjuvant igeren antijenin enjeksiyonu ile

aglutininlerin Uretiminin arttmldig: bildirlmistir (Ellis 1978). Presipitin antikorlar soluble

antijenlerin presipitasyonuna neden olur ve bu nedenle testler agar jellerinde veya seliiloz

asetat geritlerinde yapilir. Cogu aragtirmac: agag: yapih vertebralilarda presipitinin tespitinde

buiylik zorluklarla karsilagmis ve bu nedenle presipitin antikorlanmin pek iyi geligmedigi

dugtincesi ortaya atimstir(Bullock 1966, Ingram and Alexander 1977, Ellis 1978).

Presipitin, lymphocystis viriisiine karsi dogal olarak enfekte olmus dere pisilerinde

(Platichthys flesus) tespit edilmistir. Bununla birlikte benzer enfekte baliklarda presipitinlerin
olusumu biyiik farkhhk géstermistir (Russel 1974).

Balik serumlarinda viriis nétralizin antikorlar bildirilmigtir. Bu antikorlar viriis .
partikiillerinin ytizeyine yapigirlar ve hiicreleri enfekte etme kabiliyetlerini kaybettirirler (Ellis
1978, 1989).

Memelilerde antikorlar yiiksek konsantrasyonda serumda, doku sivilarinda, mukus
- sekresyonunda, géz yaginda ve sitte bulunur. IgM, IgG serumda ve doku araliklannda
bulunurken, IgA mukus ve siit sekresyonlarinda bulunmugtur. Baliklarda antikor ise
serumda, doku sivilaninda ve sindirim kanalinda, deriden ve solungaglardan salgilanan
mukus iginde bulunmusgtur (Ellis 1978).

Baliklann kanlarinda geyitli tipteki antikorlann varhg: saptanmstir. Bunlar arasinda
komplement, lizozim, properdin, hemolizin, presipitin nétralizan antikorlan ve

hemaglutininler sayilabilir (Arda 1974).
2.5. Antikor Uretimi ve Uretimi Etkileyen Faktorler

Antikor iretiminin kinetifi hayvamn antijenle ilk kez olarak veya miiteakip
kargilagmasima baghdir. Antijenin baglangig stimulasyonuna kars: olusan reaksiyon genellikle
primer immun yamt, antjjenin miitéakip ikinci kargilagmasimn yamiti ise sekonder yamt
olarak bilinir (Ellis 1978, 1988a, 1989, Arda 1994f). Sekonder yamt tiretim fazimn daha kisa
olmas: ve daha yiiksek bir antikor titresinin olusmastyla primer yamttan farklihk gosterir.
Teleost baliklarda klasik primer ve sekonder yanitlar demonstre edilmis ve daha yiiksek bir
antikor titresinin olusmasiyla sekonder yamt primer yamttan farklihk géstennistir. Teleost

baliklarda demonstre edilen klasik primer ve sekonder yamitlarda antikor seviyesinin ulagti3:



11

en yiksek nokta memeliler ile mukayese edilebilecek o6zellikte olup genellikle uzun bir
iiretim fazina sahip olduklan ve antikor titresinin yiikselmesinin memelilere ve kuslara gore
daha yavag oldugu bulunmustur. Genellikle ihik sularda yagayan baliklanin antikor iiretimi
icin sicak sularda yasayan tiirlere gére daha uzun tretim fazina sahip olduklan kabul
edilmektedir. Pisi baligi ve gokkusag: alabalig gibi tiirler igin Gretim fazmin 2 -3 -haftalik bir
siire oldugu deneysel ¢aligmalardan ortaya gikanlmgtir (Ellis 1978).

-Vitcutlannin sicakhgs gevre sicaklii olan ektotermik vertebralilarda gesitli gevresel ve
fizyolojik faktorler antikor tiretimini etkiler. Immun yanrt biitiin ektotermik vertebrahilarda
sicakhia bagimlbdir ve digiik sicakltk antikor iiretimini geciktirir veya tamamen
durdurur(Avtalion 1969). Immun yamtin olusturulamadigs sicaklik derecesi tiirlere ve
onlarn yasadiklan dogal gevre sicakligina gore degisiklik gosterir. Aynali sazan gibi ik su
bahklarinda 12°C’ nin altinda antikor iretilmezken, gékkusag: alabaliklarinda 5°C gibi
dugiik sicakliklarda antikor tretilir (Avtalion 1969,1981, Ellis 1988¢).

2.5.1. Suyun Sicaklif

Sigir serum albiimini ile immunize edilen sazan baliklan 12°C de tutuldugunda hi¢ bir
antikor titresi elde edilmemesine ragmen, 25°C de tutulanlarda artan bir antikor titresi tespit
edilmigtir. Daha sonra sicakhgin immun yamta etkisi tizerine yapilan ¢ahsmalarda antikor
tretiminin sicakha bagh oldugu ytiksek sicakhikta antikor iiretiminin arttif ispatlanomgtir
(Avtalion 1969, Anderson 1974, Arda 1974, Ellis 1978, ‘Avtalion 1981, Mannig and Mughal
1985, Laudan 1987, Wishkousky and Avtalion 1987, Ellis 1989, Wichardt and Thuvander
1989). Bu durum diisiik sicakliklarda T- supressor hiicre proliferasyonunun artmasina bagh:
olarak plazma hiicreleri tarafindan iretilen antikor miktarinin azalmasiyla ilgili olabilecegi
bildirilmigtir (Mannig and Mughal 1985, Wishkousky and Avtalion 1987).

Gokkusag alabaliklarnda Hagerman kizil agiz hastahg (ERM) ile ilgili olarak
yiiriitilen immunizasyon galigmalarinda, fenolle 6ldiiriilen bakterilerin tek bir enjeksiyon ile
baliklara verilmesiyle immunizasyon yapilmugtir. 17°C de ii¢ hafta tutulan alabaliklarin
serumlaninda yiksek aglutinasyon titresi bulundugu, 9°C de tutulan baliklarda ise spesifik
serum aglutininlerine rastlanmadig: bildirilmistir (Anderson 1974).
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2.5.2. Baligm Viicut Agirhgi

Genellikle salmonid baliklar 0,5 gram agirh@mm altinda (10°C de) agilandiklarinda
koruyucu immunite gelistirmezler. Bir ¢ok salmonid tiirde 1 gram agwlkta daha yiiksek
seviyede koruma gelisirken, bu gelisme salmonidlerin bitiin tlirlerinde 2,5 gram agirhga
ulaginca olusur. Bu nedenle baligin biyiikliigii onemlidir. Balik farkh sicakhiklarda
yetigtirildiginde bityime oram farkli oldugu igin koruyucu immunite yas ile degil viicut
agirhigina baghdir (Johnson ef al. 1982a,b, Ellis 1988¢, Thorburn and Jansson 1988). ERM
ve vibriosise kargt baliklarda agilama ile olusturulan koruyucu immunite bahigin agirhgina
bagh olarak artar. 1 gramlik baliklarda koruyucu immunitenin 120 giin, 2 gramhk baliklarda
180 giin, 4 grambk balklarda 1 yili agtifi ve erginlik dénemine kadar devam ettigi
bildinlmektedir (Johnson ez al. 1982b, Ellis 1988c¢ ).

2.5.3. Antijenin Fiziksel Durumu

Memelilerde antijenin fiziksel yapist onun immunojenik veya tolorejenik olma 6zelligi
tizerinde etkilidir. Baliklarda da antijenin uygulanis formu g¢ok énemli olabilir. Baliklarda
antijen uygulama formu genellikle immersion (daldirma) metodu seklinde uygulanmgtir.
Antijenin fiziksel yapist onun alinmasina ve sonra immun yanita etkili olmaktadir (Manning
and Mughal 1985, Salati er al. 1989). Gokkusag: alabaliklarinda antijenin solungaglardan
girdigini ve eriyik halindeki antijenin alinmasinda partikiiler tastyicilarin (latex tanecikleri) bu
islemi gok kolaylagtirdig gozlenmigtir. (Mannig and Mughal 1985).

Antikor tretimi igin genellikle eriyik protein antijenlerinin adjuvant i¢inde verilmesi
gerekir. Sazanlara serum albumini (BSA) Freund's incomplete adjuvant iginde enjekte
edildigi zaman immunojenik etki ettigi halde, fizyolojik tuzlu su iginde verildigi zaman ise
immunojenik olmadig1 tespit edilmistir. Antijenlerin immunitesi balik tiirlerine gére
degismektedir. Bovin serum albumin (BSA) tilapia igin iyi bir antijen oldugu halde
gokkusagy alabalig: icin adjuvant iginde enjekte edilse bile zayif immunite vermektedir
(Mannig and Mughal 1985, Avtalion 1981).
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2.5.4. Antijenin Dozu

Primer immun yanttta antikor {iretiminin seviyesi genellikle uygulanan antijen dozu ile
ilgilidir (Avtalion and Wishkousky 1987 Tatner et al 1987 ,Ellis 1988c). Belli baz1 ¢ok
yitksek dozlarda antijen enjeksiyonu yapildiginda bahk tolerans olusturmaktadir
(Wishkousky and Avtalion 1987, Ellis 1988¢c, Aydin 1994a).

2.5.5. Antijenin Verili§ Yontemleri

Baliklarda en iyi bagisiklik kazandiran metod, immunojenin enjeksiyon yontemi ile
veritmesidir. Bu yontem sirastyla banyo ve oral yontem izlemektcdir. Yersinia ruckeri
antijeni kanal yayin baliklanna intraperitonal (i.p.), intramuskular (i.m.), intradzefagal
verildiginde en disitk antikor titresi 6zefagustan antijen verilen balik grubunda rastlanmigtir.
Yersinia ruckeri 'ye karst agilamada enjeksiyon yonteminin banyoya karsi ¢ok daha iyi
bagisikhk sagladigi bildirilmistir (Johnson and Amend 1983a). Antijenin intramuskular
enjeksiyonunun intraperitonal enjeksiyondan biraz daha yiiksek antikor seviyesi sagladig
bildirilmistir (Ellis 1988c).

Oral immunizasyon serumda genellikle antikor iiretimi- saglamaz, fakat antikor
sindirim kanah mukusunda ortaya ¢ikabilir (Ellis 1988¢c). Aeromonas salmonicida ile oral
immunizasyona tabi tutulan alabaliklara antijen enjeksiyonu yapildiginda serum antikor
titresi oral immunizasyondan kaynaklanan baskilayici (suppressor) hiicrelerin etkisiyle baski
altina alindigy tespit edilmigtir. Halbuki; yem ile birlikte verilen Vibrio agisinda sistemik
supresyon goOriilmemigtir. Oral agtlamadan 4 hafta sonra kanda aglutinin antikorlar

olusmustur (Ellis 1988c, Lillehaug 1989, Dec et al. 1990).
2.5.6. Antijenik Kompetisyon (Antijenik Rekabet)

Antijenik kompetisyon; bir antijene kargt olugturulacak immun yanitin diger bir antijen
uygulanmast ile inhibe olmasi olayidir. Baliklarda iki farkli gamma-globulin birlikte veya
eritrositlerin viruslarla birlikte verilmesi ile bu kompetisyonun varlig gosterilmistir. Diger

» taraftan salmonid baliklarda bakteriyel antijenlerin gesitli- kombinasyonlar: ile .yapilan
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uygulamalarda koruyucu immunitenin olusmasinda engellenme tespit edilmemistir (Larsen
1988, Ellis 1989). Bu nedenle baliklarda antijenik kompetisyonun varhig tespit edilmesine
ragmen, polyvalant agilarda yeterli koruyucu eﬂﬁnin olusmasinda bir engelleme
goriilmemektedir (Larsen 1988, Ellis 1989).

2.5.7. Adjuvantlar ve Immunostimulanlar

Adjuvantlar isimlerinden anlagilabilecegi gibi antijen ile birlikte etki yaparak antijeni
daha immunojenik hale getiren bdylece immun yamti arttiran maddelerdir. Bunlar etk
mekanizmalan farkli ve gogu kere iyi anlagilamams gesitli maddeleri igerirler (Grayson ef
al. 1987, Ellis 1988¢, Aydin 1994b,¢c, Janeway and Travers 1996).

Baliklarda immunizasyonda bir ¢ok kimyasal ve biyolojik madde sonradan kazamlan
bagisiklig arttirmak igin kullamimaktadir(Mannig and Mughal 1985, Aakre ef al. 1994).
Freund's incomplete adjuvant antikor iiretimini arttirmasi ve yiiksek immunostimulant etkiye
sahip olmasi nedeniyle bahk immunolojisinde genig¢e kullamlmaktadir. (Cossarini-Dunier
1986a, Kitao et al. 1987, Adams et al 1988, Ellis 1989, Schill ez al. 1989). Ancak bu
adjuvantin kullanilmas: enjeksiyon yerinde nekrotik veya granulamatéz lezyonlara neden
olmaktadir (Anderson and Dixon 1984, Ellis 1989). Baliklarda etkili olarak kullamlan diger
adjuvantlar arasinda banyo yolu ile uygulanan dimethylsulphoxide (DMSO) ve intravendz
enjeksiyonla verilen deniz tunicate ( Ecteinascidia turbinata) ekstrakti ( ETE) bulunmakta

ve bu adjuvantlar ticari olarak kullanilmaktadir (Ellis 1989 ).

2.5.8. Mevsimsel Etkiler

Baz bulgular baliklanin immun sistemlerinde sadece diigiikk sicaklikla ilgili olmadan
mevsimlere bagh zayif periyodlarinin oldugunu goéstermektedir (Wishkovsky and Avtalion
1987, Ellis 1988c). |

2.5.9. Iimmun Yanit: Baskilayan Faktorler

Balik saglig: tizerinde kirliligin bir etkisi oldugu uzun zamandir bilinmektedir. Agir
metaller, organik ¢oziiciiler ve pestisitler immun yamit: etkilemektedirler. Baliklarda gesitli
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hastaliklarin ortaya ¢ikmasi, bahik yogunlugu, dokunma gibi strese neden olan faktérlerle
ilgilidir (Avtalion 1981, Mock and Peters 1989). Stresin kortikosteroidlerin salgilanmasinin
artmasna bagh olarak immun baski yaptig: bildirilmistir (Anderson ef al. 1982, Ellis 1988c,
Arda 1994b). Yersinia ruckeri'ye karst banyo ile agilanan gokkusag alabaliklarina IP olarak
kortikosteroid enjekte edildiginde kan dolagiminda antikor iireten hiicrelerin miktarinin
etkilenmesi ile antikor titresinin dugtiglinii gostermigtir (Manning and Mughal 1985).
Antibiyotiklerden oxytetracycline'nin in vivo olarak immun reakstyonlar {izerinde baskilayici
bir etkiye sahip oldugu bulunmugtur. Oxytetracycline'nin bu etkisi fagositik makrofajiar ile B
ve T lenfositleri arasindaki etkilegime baglidir (Ellis 1988c).

2.5.10. Beslenmenin Etkisi

Astlamada yeterli immun yamit baligin saghklt ve iyi kondiisyonda olmasina baghdir.
Bu nedenle baliga besin ihtiyacimn karsilanmasi igin dengeli bir rasyonun temin edilmesi
gerekir ( Blazer and Wolke 1984ab, Henken ef al. 1987, Salomoni et al. 1987, Ellis 1988c,
Landolt 1989, Navarre and Halver 1989, Hardie ef a/ 1990, Thomas and Woo 1990, Arda
1994b,  Aydin 1994a). Temel olarak ticari yemler sazan, gokkusag alabalifi, Atlantik
salmonu ve kanal yayin baliklar1 bu ihtiyaci genellikle yemlerle saglamaktadir (Ellis 1988c).

Kanal yayin baliklarinin yavrulannda ; Edwardsiella ictaluri antijenlerine karg1 farkh
miktarda Vitamin C (askorbik asit) verilmesini i¢eren Qailsmalarda Vitamin C nin verildigi
mega dozda antikor yamtinda belirli bir artma bildirilmistir (Ellis 1988c, Navarre and Halver ..
1989, Hardie ef al 1991, Thompson et al. 1993).

2.6. Antijen

Antijenler viicutta spesifik antikor sentezini uyarabilen ve meydana gelen antikorlarla
oOzel reaksiyon verebilen molekiillerdir (Giilmezoglu 1975, Ellis 1978, Arda 1985b, Minbay
1988, Ellis 1989, Aksit vd 1991, Bilgehan 1993, Miiftiioglu vd 1993, Arda 1994c). En son
caligmalar memelilerde antijenik molekiillerin B hiicreleri, T yardimet hiicreleri (Th) ve T

suppresor hiicreleri (Ts)'ni tagiyic1 bolgeleri (epitoplan) igerdigini gostermistir. Bu ozel
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bolgeler tiim molekiile oranla g¢ok kiigiiktiir ve sayilan da molekiilin bayikligi ile
orantithdir (Ellis 1988a, Timur 1992).

2.7. Enfeksiyoz Hastaliklarda Kullanilan Serolojik Y6ntemler

Enfeksiyoz hastaliklarm teghisi antikorlann aranmasi ve enfeksiy6z etkenlerin tespiti
icin serolojik yontemler insan ve veteriner hekimliginde bu yiizyilin bagindan beri ¢ok yaygin
olarak kullanlmaktadir. 1960' h yillardan itibaren balik patojenlerinin teghisinde,
balk serumlannda spesifik patojenlere kargi olusan antikorlanin tayininde, asilarin
geligirilmesinde; bakteri suglan ve tipleri arasindaki ve viral patojenler arasindaki serolojik
iligkiyi: ortaya ¢ikarmak igin gesitli serolojik yéntemler giderek daha ¢ok kullamlmaktadir.
Klinik diagnoz ve baglica bakteriyel balik patojenlerinin incelenmesi i¢in serodiagnostik
metodlar gelistirilmistir. Bu metodlar dogal olarak non-lethal (6ldiiriicii olmiayan) 6rnekleme
yontemlerine dayamr. Hizh olmasi, dogrulugundaki biyiklik payr ve klinik diagnoz ve
inceleme i¢in ekonomik uygulama 6zelligine sahiptir (Voller et al. 1976, Busch 1981).

Serolojik gahigmalar temel enfeksiyonlann ¢ogunun teshisinde zaman ihtiyacim azaltir
ve teshisin dogrulugunu arttinir. Seroloji aymt zamanda immun responsun anlagilmasina da
yararhdir. (Anderson 1974, Voller et al. 1976, Dixon 1985, Schill et al. 1989). Serolojik
prosediirler de gergek test sonuglani ve degerlerinin alinabilmesi igin antijen ve antiseranin
standardize edilmesi kalitelerinin bilinmesi 6nemlidir. USA’daki Eastern Fish Disease
laboratuvarinda (simdiki National Fish Healt Research laboratuvari) 1975 yihinda balik
saghfi aragtrmalart ve teshisinde kullamlmak igin ayiraglar tretilmeye baglanmugtir
(Anderson and Dixon 1984, Schill ez al. 1989).

Eriyik antijenle uygulanan serolojik yontemler balik patojenlerinin (viral, bakteriyel,
parazitik) daha az diagnostik alet kullanilarak antijenik kompozisyon ¢alismalarinda
kullanthr (Busch 1981). o

Serolojik teknikler 1960' I yillarda ozellikle salmonid baliklarin Aeromonas
patojenlerinin olusturdugu gesitli bakteriyel hastaliklarin gesitli konulanm incelemek igin
kullanilmuglardir.  Aglutinasyon testi frunkulosis hastaliginin etkeni olan Aeromonas
salmonicida’ ya kars tesekkiil eden antikorlan incelemek i¢in kullamlmgtir (Bullock 1966,
Anderson 1974).
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Bugiin balik hastaliklarinda, aglutinasyon, hemaglutinasyon, komplement fiksasyon,
immunofluoresans, ELISA, immunodiffizyon, nétralizasyon gibi serolojik testler
kullanilmaktadir. (Plumb and Bowser 1983, Chart et dl. 1984, De Kinkelin et al. 1985,
Austin e al. 1986, Dixon 1985,1987, Austin 1988, Schill ez al. 1989, Austin and Austin

1993, Manonos ef al. 1994).
2.7.1. Aglutinasyon ve Hemaglutinasyon

.Siispansiyon halindeki bakterilerin eritrosit yada lokosit gibi hiicrelerin yiizeyinde
-dogal olarak bulunan yada lateks, bentonit gibi sentetik pargaciklarin yiizeylerine yapay
-olarak yapistirilan antijenler elektrolitli ortamda kendi antikorlar: ile birlesecek olursa hiicre
veya pargaciklar birbirlerine yapigarak gozle goriilebilecek kiimeler halinde gokerler. Bu
‘olaya aglutinasyon adi verilir (Cetin 1965, Anderson 1974, Plumb and Bowser 1983,
Bilgehan 1993, Pelczar ef al. 1986, Bullock 1989, Izgiir 1994, Janeway and Travers 1996).

Cesitli aglutinasyon yontemleri baliklarda bakteriyel hastaliklar teshisinde, patojen
susglarin  serolojik kargitagtinlmasinda patojenlere kargi balikta antikor aranmasinda
kullamlmustir (Toranzo et al. 1987, Schill ef al. 1989). Balik hastaliklanmn arastinimasinda
serumda mevcut antikorlann tayininde en gok uygulanan popiiler testlerden birini olugturur.
Bu test serumda mevcut antikorlann varh@m antijen veya antijen tagiyicilan ile
aglutinasyon veya kiimelesmesi ile ortaya ¢ikarir (Anderson 1974). Bununla birlikte
aglutinasyon yontemleri diger serolojik metodlar kadar duyarli olmadif1 icin bakteriyel
hastaliklarin teghislerinin onaylarinda kullanilir (Schill e al. 1989).

Aglutinasyon bakteriyel balik patojenlerine ait aym tiiriin cins ve suslar arasindaki
serolojik iliski hakkinda da gerekli bilgilerin ortaya ¢ikanlmasim saglar (Toranzo et al
1987, Bernoth and B6hm 1988).

Aglutinasyon testi balik hastaliklan arastinlmasinda yaygin bir sekilde kullanilmmgtir.
Hizh mikrobiyolojik lam aglutinasyon testinin frunkulosis hastaliginin teghisi i¢in kullanildig
bildirilmigtir (Rabb et al 1964, 'Anderson 1974). Lateks aglutinasyon yontemleri ve pasif
hemaglutinésyon testlerinin kullanilmas: ile frunkulosis bakterisinin ve aglutinasyon yapan

suslarin identifikasyonunu saglamustir.
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Staphylococcus protein A ile Co-aglutinasyon testleri Aeromonas salmonicida ve
Renibacterium salmoninarum bakterilerinin identifikasyonu igin kullanilmugtir (Schill ef
al.1989). Sazan erytrodermatitis hastahfinda tipik Aeromonas salmonicida' nm
identifikasyonu i¢in bu test immunofluoresans testine gore daha ¢ok tercih edilerek
kullanilmugtir. Aeromonas suslaninin aynimasinda komplement fiksasyon ve aglutinasyon,
ELISA yo6ntemleri kullamlougtir (Bernoth and Bohm 1988). Salmonid baliklardan izole
edilen Mycobacterium chelonei'nin izolatlanmn klasifikasyonunda 6 alt tiirinii belirlemede
ELISA ve mikroaglutinasyon kullanilmugtir (Arakawa et al. 1986). Flexibacter columnaris’
in farkl suslari arasinda antijenleri gostererek suslarin dért antijenik gruba aynimasim
saglamigtir. Cytophage psycrophila’ nin farkli suslarinin serolojik homojenitesi aglutinasyon
ile gosterilmigtir. Merkezi Pensilvanya'daki alabalik kulugkahanelerinde Aeromonas
salmonicida' ya kars1 dogal olarak kazamlmig aglutinin antikorlarinmn yaythmimn incelenmesi
ile ilgili galigmalarda lam aglutinasyon testi kullamlmugtir (Krantz and Heist 1970).

Flexibacter columnaris’ in 3 izolatimn serolojik kargilagtinlmasinda tavsan ve
gokkusags alabaliklarinin  antiseralanm  kullanarak bakteriyel aglutinasyon teknigi
kullamlmugtir (Sanders et al. 1976).

Kanada'daki ti¢ farkh nehirde bulunan salmon populasyonlaninda Aeromonas
hydrophila, Corynebacterium ve Aeromonas salmonicida bakterilerine kargi spesifik
aglutininler tespit edilerek serolojik testlerle tahmini hastalik olasilif ile ilgili bulgular elde
edilmistir (Weber and Zwicker 1979).

Kortisol ve @yclophosphamide enjeksiyonlan ,kisa siireli thymectomy uygulanarak
immunosupresyon saglanmis gokkusagn alabaliklarinda iki farkh antijene kargi antikor
olusmadifi microtitre plate aglutinasyon yontemiyle tespit edilmigtir (Tatner 1990). .

Mikroaglutinasyon yo6nteminde kullanilmak® tizere Aeromonas salmonicida,
Aeromonas hydrophila, ERM bakterilerinin tetrazoliumla boyanmug antijenleri hazirlanarak
kullamlmstir (Eurell e7 al. 1979). :

Kiiltirlerde izole edilmig Rem’bactérium salmoninarum' un identifikasyonu igin
fluoresans antikor testi (FAT) ve ELISA testleri kullaniliginda, ELISA testinin diger testlere
gore daha hassas oldufu onu takiben Co-aglutinasyon (CoA), FAT ve Lateks -
aglutinasyon (LA) nun takip ettigi tespit edilmistir. Bununla beraber dort testte diagnoz igin
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yeterli bulunmamugtir. Ancak CoA ve LA teknikleri gerek hizli olmalan gerekse
kullamimlaninin kolay ve ucuz olmasi nedeniyle tercih edilmistir (Dixon 1987).

Baliklarda, bakteriyel patojenlere kargt serumda antikor seviyelerinin belirlenmesinde
aglutinasyon tekniklerinden ; Pasif hemaglutinasyon (Anderson ef al. 1979, Secombes and
Resink 1984, Cossarini-Dunier 1986b, Mughal and Mannig 1986, Laudan et al 1987,
Saeed and Plumb 1987, Tatner et al. 1987, Thomos and Woo 1990, Al-Harbi and Austin
1992), direkt hemaglutinasyon (Salomoni ez al.1987), tiip aglutinasyon (Krantz et al 1963,
Fujibara and Nakatani 1971, Ingram and Alexander 1977, Strand et al. 1977, Hardie et al.
1990), lam aglutinasyon, (Krantz ef al. 1963, Rabb ef al. 1964, Toranzo et al. 1987, Ellis
et al. 1988, Davies 1991a) mikroaglutinasyon (Harret ef al. 1975, Antipa and Amend 1977,
Weber and Zwicher 1979, Eurell ez al 1979, Sakai et al. 1993, Cossarini - Dunier
1986a,b, Pelczar et al. 1986, Cipriano and Ruppenthal 1987, Saeed and Plumb 1987, Tatner
et al. 1987, Grayson et al. 1987, Bemoth and B6hm 1988, Hasting and Ellis 1988,
Navarre and Halver 1989, Dec et al. 1990, Sakai et al. 1991,1993) kullanitmaktadir.

2.7.2. Immunodiffiizyon ve immunoelektroforezis

Immunodiffiizyon (Presipitasyon) soluble 6zellikteki antijenleri spesifik antikorlan ile
birleserek ¢okintii (presipitat) olugturmas: temel ilkesine dayamr(Cetin .1965, Izgiir 1994).

Agarda ‘'yapilan presipitasyon deneylerinde disiik voltaji  elektrik  akim
uygulandifinda antijen ve antikorun diffizyonu daha fazla hizlamir. Bu olaya
elektroimmunodiffiizyon adi verilir (Giilmezoglu 1975, Minbay 1988, Bilgehan 1993, Izgiir
1994).

Immunoelektroforezis, immunodiffizyon ile elektroforezisin birlestigi ¢ok amach
kullamm o6zellifi olan bir teknik olup (izgiir 1994) presipitasyon antikor testinin bir
modifikasyonudur (Anderson 1974)." "

Presipitasyon testler ana temel olarak Ouchterlony double agar jel -immudiffiizyon
sistemi esasina dayamr. Bu testler basit fakat dncelikle kalitatif testlerdir ve tahmini antikor
veya onaylanmig antijen determinasyonunda kullamhr. Bununla beraber bu testlerin
gecerliligi (dogrulugu) ozellikle kaba antijen preparat kullanddiginda zayif oldugu ve baz
grup patojenlerle ¢apraz reaksiyon verdigi bildirilmistir (Busch 1981).
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Presipitin testi aeromonadlann belirlemek i¢in ve doku ekstraktlannda antijen
aranmasinda oldugu gibi antijen veya antikor aranmasindaki afiniteyi determine eder
(Bullock 1989).

Jel i¢indeki presipitasyon testlerinde saf agar ile olusturulmusg jel tabakalarnimmn iginde
yayllmaya birakilan antijen ve antikorlarin birbirine uygun olduklan bélgelerde bulamk
presipitasyon g¢izgileri halinde ¢dkmektedir (Bullock 1966, Giilmezoglu 1975, Timur M.
1975, Bullock 1989, Bilgehan 1993, Al-Harbi and Austin 1993, Izgiir 1994) .

Enfekte bobrek materyali kullanarak uygulanan Quchterlony ¢ift diffizyon testi ile
BKD'nin teshisi basan ile gergeklestirilmistir (Kimura et al. 1978).

Immunodiffiizyon ve immunoelektroforezis temel bakteriyel patojenlerin iligkilerinin
anlagilmasinda faydal: olmaktadir (Khvoinew 1988, Ingram 1993 ). Genis cografik alanlarda
ki Flexibacter columnaris' in 22 sugunun kargilagtindmasim gapraz immunoelektroforezis
yontemini kullanarak denemislerdir (Schill ez al. 1989). Streptococcus spp. 86 susunun
gruplandinimasinda, Aeromonas salmonicida'mn ekstra seliiler protein sekrasyonun
identifikasyonunda, Pseudomonas anguillaseptica suglanmin analizinde, Renibacterium
salmoninarum'un ana yiizey antijenlerinin tammlanmasinda immunoelektroforezis ve
immunodiffiizyon testlerini kullanmglardir (Kimura ez al. 1978, Schill ef al. 1989). Counter-
immunoelektroforezis ve iki- boyutlu roket immunoelektroforezis VHS ve SVL
viruslanimin  baslangig tespitinde kullamilmugtir. Balik parazitlerinde immunodiffizyon ve
immunoelektroforezis ile ¢alismalar, Saprolegnia parasitica, S. ferax, S. delica ve S.
diclinamn  identifikasyonunda kullamlmustir. Aynica bu metodlarla Bothriocephalus
gregarius ve Bothriocephalus barbatus antijenlerinin karsilagtinlmasinda dakullanilmigtir
(Schill et al..1989). Bulgaristan' 1n gesitli bolgelerinden gokkusag alabaliklanindan elde
edilen 22 Yersinia ruckeri sugunun serolojik ¢aligmasinda, tavsandan elde edilen Yersinia
ruckeri suguna ait hiperimmun antiserum kullamlarak immunodiffiizyon testi kullanilmigtir
(Khvoinev 1988). A

2.7.3. Fluoresans Antikor Testi (FAT)

Fluoresans antikor testi, birgok bakteriyel, viral, parazitik hastaliklarin teshisinde ve
aranmasinda ¢ok kullamlmug bir yontemdir. Belki de baliklarin bakteriyel patojenden ileri



21

gelen hastahklannda en ¢ok kullamlan yontemlerden biridir. Direkt ve indirekt yontemler
kullanlarak Aeromonas salmonicida, Renibacterium salmoninarum gibi birgok hastalik
etkeninin klinik bulgu ve izolasyon olmadan dogru teghisler miimkiin olmustur (Busch
1981).

Fluoresans antikor teknigi baliklarda antijen ve antikorun aranmas: igin kullamlmgtir.
En fazla uygulamasi salmonid baliklarda bakteriyel bobrek hastalifina neden olan
Renibacterium salmoninarum' un aranmasinda gergeklestirilmigtir (Anderson 1993).
Ezme preparatlar fluorescein isothiocyanate (FITC) ile isaretlenir ve Renibacterium
salmoninarum’ a kargi olusturulan antiserum ile kaplanir. Bu serum genellikle keci veya
tavsandan hazirlamr. Fluoresans mikroskopta incelendiginde parlak elma yesili renk
bakterinin varlifim ortaya gikarir (Anderson 1993, Hetrick 1989).

Direkt FAT baliklarda enfekte dokudan lam iizerine hazirlanan ezme preparatlarda
antijen aranmasinda veya eger patojen spesifik antikor fluoresans boya ile etiketlenmemis
ise indirekt FAT (IFAT) bu amagla kullanilmaktadir. IFAT iki basamak igerir. Birinci
basamak patojen-spesifik antikorun kaplanmasini kullamrken, ikincisi isaretlenmis antikor
igerir ki, bu da birincisine karst olugturulmustur. Ornegin, R. salmoninarum igin yapilan
IFAT'da ilk olarak doku ezme preparatlan tavsan veya bagka hayvanlarda olusturulan
antisera ile kaplanmast gerekir ki, bu sera patojene karst hazrlanmugstir; ikinci kaplama
tgiincti bir tirde (kegi olabilir) olusturulmug FITC- isaretlenmis antikordur. Bu antikor
kegiye tavsan immunoglobulin (IgG) nin enjeksiyonu ile olusturulur. Sonuncusu anti-antikor
seradir ( Anderson 1993).

Aym teknik balik populasyonlannda spesifik antikorun varligmmn arastinimasinda
kullaniimaktadir. Bu durumda bilinen antijen cam lam iizerine yayilir, FAT veya IFAT
-teknikleri 6rnekteki serum antikorlanmn aragtinlmasinda diagnostik amagla kullamlabitir
(Anderson 1993).

Direkt fluoresans antikor te;sfi, Aeromonas salmonicida izolatlartmin arasindaki
antijenik farkliiklarin aranmasinda  kullamilmustir. .Benzer teknik minow baliklarinda
Aeromonas liquefaciens' in varhfimn aranmasinda kullanilmistir. Bu metodla gokkusag
alabaliklarnn dokularinda ve doku kiiltiirlerinde Egtved virusun varhfim gostermistir
(Schill et al. 1989).



22

Fluoresans teknifi 1950'den beri bakteriyel balk patojenlerinin identifikasyonu igin
gelistirilmigtir. Klontz and Anderson (1968)un ¢ahsmalan Aeromonas salmonicida
izolatlarimn arasindaki antijenik farkliliklanin aranmasindaki ¢aligmalan FAT'in erken donem
uygulamalarnim kapsar. ERM'nin diagnozunda FAT'in kullamlabilecegi de gosterilmigtir
(Johnson et al. 1974). Renibacterium salmoninarum’un sebep oldugu subklinikal
enfeksiyonlarda bakterilerin buytimeleri yavastir ve Gram boyama ile teshis zordur. Hem
IFAT hem de DFAT bu patojenlerin aranmast ve teshisinde yaygin olarak kullamlmaktadir
(Bullock et al. 1977, Austin ef al. 1985, Lee and Gordon 1987, Manfreidi 1986, Dixon
1987 , Meyers et al. 1993a,b). Streptococcus sp., Pasteurella piscicida, Nocardia
kampachi ve Vibrio anguillarum'un sankuyruk baliklarindan identifikasyonunda DFAT
(Schill et al., 1989), Edwarsiella ictaluri ve Edwarsiella tarda' min identifikasyonunda
IFAT';m etkili oldugu saptanmustir (Ainsworth et al. 1986, Saeed and Plumb 1987, Plumb
and Klesius 1988, Schill ez al. 1989).

Doku kiiltiirinde ve hasta baliklarin dokulaninda IPNV antijenlerinin rutin  olarak
aranmasinda IFAT (Hetrick 989, Hernandez et al. 1991), IHN (Danton et al 1994) vg
VHS virusuna karg: olugan antikorlarin aranmasinda FAT (Olesen et al. 1991) kullamlmgtir.
Paraziter enfestasyonlardan intrahaemocitik parazit Bonamia ostrea' nin teshisinde IFAT
(Boula ef al. 1989), Myxosoma cerebralis' in sporlarimn identifikasyonunda FAT (Markiw
and Wolf 1978, Hamilton and Canning 1988) , Ichthyopthrius multifilis' e kargt monoklonal
antikorlann karakterizasyonunda fluoresans mikroskopi kullanilmustir (Schill ef al. 1989).
Gokkusags alabaliklaninda Diplostomum spathaceum karsi sirkiilasyon antikorlarimn

varhgimn saptanmasinda immunofluoresans metodu kullamitmugtir (Whyte et al. 1987).
2.7.4. Enzyme - linked Immunosorbent Assay (ELISA)

+ Son yillarda gok genis kullanim ‘alant bulmug ¢ok hassas bir serolojik test yontemidir.
Antijén-antikor birlesmesini ortaya ¢ikarmak igin deneye antikora baglanabilen enzim
(enzim konjugati) ve enzim substrat: konur (Voller ef al. 1979, Austin ef al. 1986, Pelczar
et al. 1986, Izgiir 1994, Bayraktar vd. 1995, Janeway and Travers 1996). Reaksiyonlar
temelde bir spektofotometre olan 6zel EIA okuyucularinda degerlendirilir (Voller et al.
1976 , Aksit vd 1991 ). Enzim isaretli immun deneylerde kullanilan baghica enzimler;
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peroksidaz, alkalin fosfataz, B-galaktosidaz enzimleri ve bunlarn substratlandir. Ucuz bir
enzim olan peroksidaz, konjugasyonda uzun sire stabil kalabilmekte ve reaksiyon
sonuglanmn gozle degerlendirilmesi miimkiin olmaktadir. Ancak substratlan kanserojen
ozelliktedir. Alkalen fosfafaz ise konjugasyonda stabil degildir ve olduk¢a pahaldir.
Reaksiyon sonuglarm gozle degerlendirilmesi miimkin degildir. Ancak substratlarin
caliganiar igin herhangi bir toksik etkisi yoktur (Izgiir 1994). ELISA testini yapabilmek i¢in
herseyden 6nce kullamlan antijenle konjuge titresinin belirlenmesi ve ayrica testte negatif
ve pozitif kontrol serumlanmn kullanilarak sonuglann karglagtinlmasi ve daha
sonra degerlendirilmesinin yapilmas: gerekmektedir. Degerlendirmede negatif kontrol
serumlanndan elde edilen optik yogunlugun ortalama degeri pouzitiflik esik degeri olarak
kabul edilir. Testte kullanilan antijen genellikle hiicrelerin sonikasyon ile pargalanmasi
suretiyle hazirlanir ve mikro-titre plate'lerine adsorbe ettinilir. Testte konjugat olarak
peroksidazla veya alkalen fosfatazla isaretlenmis kegi anti tavsan Ig G'leri ve substrat
olarakta, peroksidaz enzimi igin, 2-2 azinodi (3-etilbenztiazolin siilfat) (ABTS) 5-
aminosalisilik asit hidrojen peroksit ya da ortafenilendiamin, alkolenfosfataz enzimi igin
paranitrofenilen fosfat kullamlir ( Engvall and Perlmann 1972, Voller et al.1976,1979,
Nakamura et al. 1986, Austin 1988, Izgiir 1994, Yardimc: vd. 1993).

Bu test antijen ve antikor konsantrasyonlarmin tahmininde kullamlan
immunopresipitasyon, aglutinasyon ve 151k veren metodlarla mukayese edildiginde en hassas
yontemdir (Voller e al.1976, Dixon 1985, Manfredi 1986, Arkoosh and Kaattari 1993,
Yardimer 'vd. 1993). Bu test ¢ok hizh ve basit teknikleri igine aldig1 gibi radioisotop gibi
zararh maddelerin kullammm gerektirmedigi icin avantajlidir (Voller ez al.1976, Hetrick
1989, Arkoosh and Kaattari 1993).

Bahk hastaliklan galigmalaninda patojenlerin gok hizlt teshisi ve identifikasyonunda
gereklidir. Enzim-linked immunosorbent assay (ELISA) hizh diagnostik metod olarak
enfeksiyoz pankreatik nekrozis v1rusu (IPNV)'nun (Dominguez et al. 1991), hemapoietik
nekrosis virusu (IHNV)'nun ( Jorgensen ef al. 1991, Hyatt ef al. 1991), viral hemorajik
septisemi virusu (VHSV)'nun (Jorgensen ef al. 1991, Olesen et al. 1991), sazanlann bahar
viremisi virusu (SVCV)(Rodak ez al. 1993), yilan balig: rhabdovirusunun A ve X'nin (EVA,
EYX)(Schiil ez al. 1989) , Aeromonas salmonicida, (Smith 1981, Chart et al 1984, Austin
et al:1986, Hamilton et al. 1986, Bernoth and B6hm 1988, Rose et al. 1989, Bernoth 1990,
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Frerichs and Holliman 1991, Lund ef al. 1991, Amesen et al. 1993, Aakre et al 1994)
Renibacterium salmoninarum, (Dixon 1987, Pascho and Mulcahy 1987, Hsu ef al. 1991,
Sakai et al. 1991, Gudmundsdottir ez al. 1993, Meyers et al. 1993a,b, Olea et al., 1993,)
Yersinia ruckeri, (Austin et al.1986, Barton et al. 1989, De Groot and Dixon 1989,
Olesen 1991) Vibrio anguillarium, (Chart et al. 1984, Thuvander et al. 1987, Espelid et al.
1988) Vibrio salmonicida (Hawarstein et al. 1990, Bogwald et al 1991, Hanna ef al. 1991),
Vibrio parahaemolyticus (Adams 1991), Myxosoma cerebralis (Schill et al. 1989),
Tetramicra brevifilum, mikrosporia (Leiro et al. 1993), Diphyllobothrium dentriticum
(Sharp et al 1989), Cryptobia salmositica (Sitja-Bobadilla and Woo 1994)
Diphyllobothrium dentriticium 'un (Sharp et al.1989) aranmasinda, identifikasyonunda, izl
serotiplendirilmesinde ve bu patojenlere karst olusan antikorlarin tespitinde kullanilmugtir.
Gokkusagy alabaliklaninda Diplostomun spathacesm parazitlerine kargi sirkulasyon
antikorlaninin tespitinde ELISA testi kullamlmugtir (Whyte et al. 1987). Tilapia baliklarinda
immunize edilen anneden embryoya spesifik antikor gecisinin tespitinde ELISA testi
kullamlmugtir (Mor and Avtalion 1990).

2.8. Enterik Kizil Agiz Hastali

Bu hastabk, enterik bakterilerden Yersinia ruckeri’nin sebep oldugu Amerika ve
Avrupa' 'da  salmonid baliklarda ve oOzellikle gokkusag: alabalifi yetistiricilifi yapilan
isletmelerde 6nemli ekonomik kayiplara neden olan septisemik kontagiyoz bakteriyel bir
enfeksiyondur (Ross ef al. 1966, Busch 1982, Bullock and Anderson 1984, Frerichs and
Roberts 1989, Bullock and Cipriano 1990, Davies 1991a,b).

2.8.1. Hastaligm Tarihgesi

ERM hastalifi, Amerika Birlesik Devletleri’nin Idaho eyaletinin Hagerman Vadisi’nde,
Gokkusags Alabalifs yetistiricilifi yapilan igletmelerde yiiksek mortaliteye neden olan ve
septisemi ife seyreden hastalik olarak bildirilmigtir (Ross ef al. 1966, Busch 1982, Bullock
1989, Shotts and Teska 1989). Ross ef al. (1966) hastali@ diinyada ilk defa tammlamus ve
etkene Red Mouth (RM) bakterisi ismini vermigtir. Daha- sonra hastahgm ilk defa
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gorildigth vadinin adindan dolayit Hagerman red mouth adi verilmigtir. Ancak,
Amerikan Balikgihk Birlifinin, Balik Saghg Boliimii, hastalifin sebep oldugu etkeni
Enterobactericeae familyasindan oldugunu hatirlatarak, hastalim ismini enteric red mouth
(ERM) olarak degistirmigtir. ERM hastalifinm ilk goriilmesinden bu zamana kadar gesitli
literatiirlerde kizil afiz hastalii, kizil bogaz hastaligy, kizil karin hastalii, Hagerman kizil
ag1z hastalig1, bakteriyel hemorajik septisemi isimleri seklinde de belirtilmigtir (Busch 1982).

ERM hastalifi, ABD’de 1950 yilindan sonra, bu iilkenin bir ¢ok bélgesine yayilms ve
Kuzey Amerika bolgesindeki alabalik ve salmon yetistiricilii yapilan bolgelerde ERM
hastahif1 endemik enfeksiyon olarak belirtilmigtir (Busch 1982). ERM hastalig, Avustralya
(Bullock et al.1977, Llewellyn 1980), Kanada (Stevenson and Daly 1982), Ingiltere
(Roberts 1983), Fransa (Lesel er al. 1983), Almanya (Fuhrman er al. 1983), Danimarka
(Dalsgaard e/ al. 1984), italya (Giorgetti e al. 1985), Norveg (Sparboe et al. 1986),
Giiney Afrika (Bragg and Henton 1986), Finlandiya (Rintamaki ez al. 1986), ispanya (De
La Cruz ef al. 1986, Romalde et al. 1994), Iskogya (Dear 1988), Macaristan (Szakolczai et
al. 1989), Polonya (Grawinski 1990), Yunanistan (Savvidis 1990), Yugoslavya (Jencic ef
al. 1991), Venezuella (Alvarez et al. 1992), Kuzey Irlanda (McCormick and McLoughlin
1993) gibi degisik iilkelerden rapor edilmigtir. |

Tiirkiye’de ise Timur ve Timur 1991 yilinda Denizli'deki bir alabalik isletmesi
gokkusag alabaliklarinda gikan bir epizootikte Yersinia ruckeri’ yi izole ve identifiye ederek
ERM hastaliginn gorildigiini  bildirmiglerdir (Timur and Timur 1991).

2.8.2. Epizootiyoloji ve Patogenezis
2.8.2.1. Hastaligm Konakgilan

- Hemorajik septisemi ile karakterize olan ERM hastahg genel olarak alabalik ve
salmon baliklarinin hastalifi olarak dikkati gekmektedir. Ancak ERM hastali gokkusag
alabaliklannda ¢ok daha yaygin olarak goriilmektedir. Bununla birlikte, gelikbag alabahg
(Salmo gairdneri), kizlgerdanli alabalik (Salmo clarki), kahverengi ala ( Salmo trutta ),
dere alasi (Salvelinus fontinalis), Coho salmonu (Oncorhynchus kisutch) ve Sockeye
salmonu (Oncorhynchus nerka) (Busch 1982, De Kinkelin ez al. 1985, Frerichs and Roberts
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1989, Austin and Austin 1993) Atlantik ve Pasifik salmonu gibi diger salmonidlerden izole
edildigi bildirilmigtir ( Bullock and Cipriano 1990, Austin and Austin  1993). . Yersinia
ruckeri patojeni salmonid olmayan diger bahklardandﬁ izole edilmistir. Yersinia ruckeri;
Notropis atherinoides, (De Kinkelin ef al. 1985) havuz japon balig: ( Carassius auratus)
‘(Ellis 1988d), sazan (Cyprinus carpio) (Austin and Austin 1993) Coregonus artedii,
Piemephales promelas,yilan baligi (Anguilla anguilla ), Psetta maxima (De Kinkelin et al.
1985) mersin balig, Acipencer baeri (Vuillaume et al. 1987) Coregenus sp.,Rutilus
rutilus, tath su levregi, Perca fuliviatilis (Valtonen and Jokinen 1989), Coregenus peled,
‘Coregenus muskun (Rintamaki et al.1986) gibi baliklardanda izole edilmigtir. Ayrica tath su
invertebralilarindan ve misk siganindan izole edilmistir. Kalkan: (Scopthalmus maximus),
deniz levregi (Dicentrarchus labrax,) Cipura (Sparus auratus), gibi yetistiriciligi yapian
deniz tiirlerinde de ERM hastahgmnin etkili oldugu bildirilmistir (Vuillaume et al 1987 ).

2.8.2.2. Hastaligin Rezervuarlan ve Taginmasi

Enfeksiyonun rezervuarlan tagtyici salmonid baliklardir. Bakteri portér gokkugags
alabaliklanmin bagirsaklanmin son kismindan ve aym.zamanda digkidan izole edilebilir
(Hunter 1980, Busch 1982). Gokkusag: alabaliklan igin patojenik Yersinia ruckeri suglan
saglikli gériinen coregonidler, Lola lola ve Carassius auratus ’tan izole edilmistir. Ayrica bu
bakterilerin - akuatik invertebrallardan ve misk siganinda izole edilmesi bu canlilarin
bulagsmaya neden olabilecegini diigindiirmektedir. Yersinia ruckeri’ nin neden oldugu
epizootik bir enfeksiyon sonucunda canli kalan alabaliklarda 45 giin sonra yapilan portorlitk
muayenesinde’ saglikh goriinen gokkusagi alabaliklarmn % 25' nin bagirsaklannin son
kismunda Yersinia ruckeri izole edildigi goriilmiis ve bu nedenle enfeksiyonu atlatanlarin
portor hale geldigi bildirilmistir. Bagirsaklarda enfeksiyon etkenleri enfeksiyonun yeniden
tekrarlanmasini, patojenin siirekli olarak suya birakimasindan dolayr 14.5°C deki su
sicakiginda 30-40 giinde bir enfeksiyonun yenilenerek mortaliteye neden oldugu
bildirilmigtir (Busch 1982, Busch and Lingg 1975). Portér baliklarin strese bagh olarak
hastalif yayabildigi, stres iginde olmayan portorlerin hastahi@i yaymadify da saptanmugtir.
Asemptomatik tastyict baliklarda portorliigiin 100 giinden fazla devam ettigi bildirilmigtir
(Busch and Linggl975). Portér baliklanin suya verdigi patojen bakteriler duyarh baliklarda
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horizantal bulagmaya neden olmaktadir. Hastalik etkenin portor veya hasta baliklarla
tagindiy ve hastalifin baliktan baliga direkt kontak ile yayildigi ancak yumurta yolu ile
vertikal bulagmamn olmadig bildirilmigtir (Busch 1982, Bullock 1989 ).

2.8.3 Hastaligin Inkiibasyon Stiresi

ERM hastaligimin inkiibasyon siiresinin populasyonun stres sartlan ve genel saglik
durumlan ile su sicaklify gibi faktorler etkilemektedir (Busch 1982, Frerichs ef al. 1985,
Rodgers 1991). Enfeksiyon populasyonda ilk defa goriiliiyor ise, 15°C su sicakligindaki
inkiibasyon siiresinin 5-7 gin oldugu bildirilmigtir. Eger daha 6nceden populasyonda
Yersinia ruckeri gorilmily ve kronik enfeksiyon mevcutsa, stres sartlan altinda 3-5 giin
icinde hastalik yiiksek bir mortaliteyle sonuglanabilir (Busch 1982, Bullock and Cipriano
1990).

2.8.4. Hastaligm Klinik ve Otopsi Bulgulan

ERM hastalifi subakut ve akut bir sistemik enfeksiyondur. Ismini subcutaneous
hemorajilerin sebep oldufu agiz ve operkulumun kirmizilagmasindan almaktadir (Ellis
1988d). Enfekte bahklarda damak ve genede inflamasyon ve erozyon, yiizgeglerin tabaninda
Ahemoraji ve bilateral exophthalmus, hiperpigmentasyon, goézlerin ¢evresinde hemorajiler,
~ cikintili aniis (prolapsus), aniiste hemoraji ve kan toplanmas: (congestion ), ve bagirsaklarda
sart renkli miik6z bir stvi mevcuttur (Ashburner 1989, Bullock 1989, Bullock and Cipriano
1990) Baliklar genellikle halsiz ve istahsiz olarak gozlenmistir. Karacigerin yiizeyi pankreas,
pilorik seka ve yiizme kesesinde, adipoz dokuda, diger viseral mesenteriumda ve lateral
kaslarda petegiyal hemorajiler g6r§11i‘1r. Dalak bilyimig ve gevreklesmistir. Gonadlar
genellikle kizarmig ve hemorajiktir’.”BagirsaQn son kismu karakteristik olarak gevsek,
hemorajik yangth, yogun opak purulént mukoid materyal ile doludur (Busch 1982, Bullock
and Anderson 1984, Ellis 1988d, Aushburner 1989).

ERM hastaliginda ozellikle enfeksiyonun baglangi¢ durumunda baliklar diger akut
bakteriyemi yapan hastaliklardan aeromonad septisemi (deromonas hydrophila ),
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frunculosis (deromonas salmonicida ) ve vibriosis (Vibrio anguillarium ) gibi diger

hastaliklara benzer semptomlar gésterir (Busch 1982).
2.8.5. Histopatolojik Degisiklikler

Histopatolojik incelemelerde mide ve bagirsak mukozasinda nekroz, sirkiiler ve
longitidunal kas tabakalarinda inflamatorik seliiler infiltrasyon ve hemoraji gozlenir.
Nekrotik mukoza liimen igine dokiilmiistiir. Pankreas ve viicut yaglannda nekroz vardir.
Bobrek ve karaciferde konjesyon ve  petesiyal hemorajiler gorulir. Bobrek tubiil
hiicrelerinin ¢ogu nekrotik ve internal hemapoietik dokuda azalma dalak ve solungaglarda
konjesyon ve dalagin lenfoid dokusunda azalma saptanmugtir (Timur and Timur 1991).
Vaskulerize dokularnn kapillar damarlaninda bakteri kolonizasyonlarnim takiben bobrek,
karaciger, dalak, kalp, solungaglar ve kaslar gibi yiiksek vaskularize dokularda hemoraji
gorilmektedir. Tim organlarda inflamatorik reaksiyon vardu. Bobrek ve dalaktaki
hemapoietik elementlerin nekroze olmasi ve lenfoid folikiiler yapilarin total kaybi1 sonucu
akut anemi goriiliir. Bakteri hematokrit degerlerin diigmesine, kanda retikulosit, eritroblast
ve lenfoblastlarin sayisinin artmasina neden olmaktadir (Busch 1982). Beyin ve goz

damarlannda kapiller konjesyon gériildiigi belirtilmigtir (Frerichs and Roberts 1989).
2.8.6. Morbidite ve Mortalite

ERM hastah@ ozellikle yetistiricilik sartlan altinda baliklarda stresle iligkili, kronik ve
akut seyreden bir hastaliktir. Akut epizootik enfeksiyonlarinda, populasyonun %30-70nin
kaybina neden olabilir. Ancak bu oran baligin boyu, su sicakligy, stres seviyesi gibi faktorlere
baghdir. Kronik epizootik enfeksiyon sonrast populasyonunda canh kalan semptomatik ve
asemptomatik portor baliklarda hastalik yex}iden nitks eder ve digik mortalite ile seyreder.
Asin stres durumu ek epizootik enfeksiyona ve dnemli kayiplara neden olabilir (Busch

1982).
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2.8.7. Dogal Kazamlan Immunite ve Niikseden Enfeksiyonlar

ERM hastahigmin dogal epizootik enfeksiyonlanm takiben dogal kazanimig immunite
serum antikor titreleri seklinde ilk olarak Klontz tarafindan gosterilmigtir. Gokkugag
alabahklanimin kiiltiir populasyonlarinda Yersinia ruckeri - dogal epizootiklerini takiben
koruma immunitesinin gelismest esnasmnda serum makroglobulin ve antikor titrelerini tespit
etmigtir. Bununla beraber, ERM hastalifinda dogal epizootiklerin tam bir koruma vermedigi
ve hastaligin baliklara uygulanan seleksiyon, taginma gibi islemlerden ve fazla populasyon
yogunlugunda tutulmasindan kaynaklanan asini stres nedeniyle yeniden niiks edebilecegi
bildirilmektedir (Busch 1982).

2.8.8. Teshis

ERM hastaiginin  diagnozu hasta balik populasyonundan alinan tipik semptom
gosteren baligin bobreginden Yersinia ruckeri' nin  izolasyonu ve identifikasyonuna
dayanir.  Primer izolasyon; hasta baliklanin bobrek, karaciger ve dalak gibi viseral
organlanndan  trypticase soy agar (TSA ) veya beyin kalp infuzyon agar (BHI) gibi
bakteriyolojik vasatlara ekilerek yapilir. Tipik Y.ruckeri kolonileri 20-25 °C de 24-48 saat
inkiibasyonu takiben olugmaktadir (Ross ez al. 1966, Busch 1982, Shotts and Teska 1989,
Grawinski 1990). ERM hastalifinin tahmini teshisinin temelinde primer izalosyondan sonra
Gram negatif ve sitokrom oksidaz negatif basiller elde edilmesi yeterlidir. Yersinia ruckeri’
nin kesin tegshisi ve identifikasyonu  biyokimyasal ve serolojik metodlara dayandinlmalidir
(Busch 1982).

Yersinia ruckeri bakterisinin izolasyonu i¢in iki farkl selektif ortam tammlanmgtir
(Austin and Austin 1993). Bu ortamlardan birisi tween 80, sukroz ve bromtimol mavisi
indikatorii igeren Shotts-Waltman selektif.ortamudir (SWM) (Waltman and Shotts 1984),
Bu ortamda Yersinia ruckeri kolonileri yesil renkte ve etrafi hidroliz zonu ile gevrilidir
(Waltman and Shotts 1984, Sanders and Fryer 1988). Ancak Yersinia ruckeri suslan
arasinda Tv;reen 80 hidrolizasyonu ve sukroz kullamminda farkliliklar bildirilmistir. Yersinia
ruckeri ' nin UK. izolatlann Tween 80' ni nadiren hidrolize etmiglerdir (Austin and Austin
1993, Frerichs and Roberts 1989). Yersina ruckeri’ nin izolasyonunda 2.selektif
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differensiyel besiyeri, riboz omnitin deoksilat agar (ROD) vasatidir. Yersinia ruckeri
bagirsak ve diskisindan izolasyonda ROD besiyerinin 6nem tasidigi belirtilmigti. ROD
besiyerinde 26 °C de 72-96 saat inkiibasyon sonrasinda Yersinia ruckeri 01 ve 06
serotipleri kirmiz1 ortam {izerinde san koloniler olugturur (Rodgers 1992).

Asemptomatik portoér baliklarin teshisi bafirsagin arka bolgesinden yapilacak
izolasyonlarla yapilir. Bununla beraber bagusagin arka bélgesinden ¢ok degisik
mikroorganizmalar bulundufu igin Yersinia ruckeri diger bakteriler ile kangtirilabilir veya
bakteriler onu ortebilir (kamufle edebilir). Yalanci pozitif reaksiyonu onlemek igin
biyokimyasal ve serolojik testlerle identifikasyon yapiimaktadir (Busch 1982).

Bir balik populasyonunda daha once Yersimia ruckeri patojeni ile kargilagip
kargilagmadig1 bu baliklarin kaminda spesifik dogal antikorlanin varhginin tespit ed#imesi ile
anlagilir. Bu tip serolojik hastalik inceleme yontemi genellikle canliya zarar vermeden biiytik
populasyonlardan kiigilk hacimli ¢ok sayida 6rnek alarak hizli ve ucuz yéntemlerle
incelenmesine olanak saglar. Liyofilize edilmis ve hassaslastinlms lateks partikiilleri
kullanilarak yiriitiilen plate aglutinasyon ve mikromodifiye tilp aglutinasyon titrasyon
testleri gibi hassas ve kalici serolojik yontemlerin sahada ve laboratuvarda etkili bir sekilde
kullanilabilecegi bildirilmektedir. Klinik Yersinia ruckeri izolatlanmn identifikasyon
konfirmasyonu (kesinlesmesi igin ) en izl ve en ¢ok kullanilan yéntem spesifik diagnostik
antisera kullammidir. Primer izolattan alinan muhtemel bir kolonin Yersinia ruckeri olarak
konfirmasyonu spesifik diagnostik antisera kullamilarak gerek plate aglutinasyon testi
gerekse fluoresans antikor yontemi ile saglamr. Plate aglutinasyon testi ¢abuk ve kolay
uygulamr ve ek ozel alete ihtiyag yoktur, antiseramn g¢apraz veya non-spesifik
reaksiyonundan kaynaklanabilecek hatalara kargida hassas degildir (Busch 1982).

Fluorescent antikor teknigi (FAT) gerek direkt gerekse indirekt olarak uygulanan bir
yontemdir. Klinikk muayenede hasta dokulardan hazirlanan frotilerin direkt olarak
kullamlmasim imkan sagladif icin };éfsinia ruckeri i¢in hizli bir konfirmasyon avantajim
saglar (Johnson et al. 1974, Busch 1982).

Saf kultiirler geleneksel diagnostik tablolar, seroloji ve API 20E sistemi gibi hizh
diagnostik metodlarla identifiye edilebilir (Stevenson and Daly 1982, Frerichs ef al. 1985,
Vuillaum e# al. 1987, Dear 1988, Davies and Frerichs 1989, Romalde and Toranzo 1991).
Ancak AP] 20E ile identifikasyonlarda Yersinia ruckeri, Hafnia alvei ile kangabilmektedir (
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Santos ef al. 1993). Serodiagnoz asemptomatik enfeksiyonlarin teshisinde ve ortaya
¢ikanlmasnda bagan ile kullamlmugtir. Ozellikle indirekt fluoresans antikor teknigi (Johnson
et al 1974), indirekt enzyme-linked immunosorbent aséay (Cossarini-Dunier 1985, Austin
et al. 1986, Olesen 1991), lateks aglutinasyon testi , peroxidase-antiperoxidase immuno
histokimyasal teknikler (Jansson ef al. 1989,1991) kullamlmaktadir. Direkt ve indirekt FAT
prosediiriiniin avantaji hasta dokulanin ezme preparatlanindan direkt olarak hizli bir
sekilde teshis edilebilir olmasidir. Bununla birlikte FAT teknigi fluoresans mikroskop
gerektirmektedir ve capraz reaksiyon ve non-spesifik problemlerden dolayr hatali
identifikasyona neden olabilir. ERM hastalifinin hizlt teshisi i¢in direkt fluoresans antikor
teknigi ile yapilan ¢alismalarda Serratia liquefaciens ve Hafnia alvei ile gapraz reaksiyon
verdigi bildirilmistir (Shotts and Teska 1989). Serolojik identifikasyonda tip I ve tip II
aglutinasyon ve fluoresans antikor teknigi ile serolojik olarak identifiye edilebilmektedir
(Davies 1991a). Lateks partikiil sistem, plate aglutinasyon, mikromodifiye tiip aglutinasyon
titrasyon testleri hem sahada hem de laboratuvarlarda etkili oldugu bildirilmigticr (Busch
1982).

2.8.9. Enterik Kizil Hastaliginin Kontrolii

Salmonid igletmelerindeki ERM ' nin ticari 6nemi nedeniyle hastaligin kontrolu igin
agtlarin ve antimikrobiyal ilaglarin kullamimu ile ilgili ¢ok sayida galismalar yapilmaktadir
(Rodgers 1991, Austin and Austin 1993).

2.8.9.1. Tedavi

Klinik-'ERM vakalaninin kontroliinde onceleri siilfamerazine ve oxytetracycline (Ross
1966), metilen mavisi ve oxytetracycline (Llewellyn 1980), siilfanamidler (Bullock et al.
1983), tiamulin (Bosse and Post 1983) ve oxolonic acid (Rodgers and Austin 1983,
Rodgers 1991) gibi antimikrobiyal bilegikler tedavide kullamlmustir. Tedavide ilk basan
silfamerazine igeren ilagh yemler (200 mg/kg balik viicut agirh@) 3 giin siire ile
uygulanmas: ile elde edilmigtir. Daha sonra oxytetracycline (50 mg/kg balik viicut agirligi)
tedavi amaciyla uygulanmgtir (Bullock et al. 1971, Frerichs ef al. 1985, Rodgers 1991).
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Metilen mavisi- yem igerisinde (1 gr/kg yem) S5 giin sire ile kullammum takiben
oxytetracycline (66 mg/kg balik vucut agirlift 10 gin siire ile) verilen baliklarda ve daha
sonra 5 gin sire ile metilen mavisi uygulanarak igletmede 10-14 gin igende hastaliin
temizlendigi bildirilmektedir. Diger baz aragtincilar silfanamidlerin bu hastahia karg
basarilh ile kullamldigim bildirmiglerdir. Sulphadimethoxime ve ormetroprim kangimimin (50
mg/kg balik viicut aguligi 5 gin sireyle) etkili oldugu belirtilmistir. Siilphadiazine ve
tirimethoprim kombinasyonlannin gok diisitk dozlannin 1 mg/kg balik viicut agirhgy/giinliik
14 giin siire ile bagarili bir gekilde kullaruldig: bildirilmigtir. Tiamulinin (5 mg/kg balik viicut
agirh@l) dozda 14 giin siire ile kullammida basanh olmugtur. Oxolonic acid' in (10mg/kg
balik viicut agirhi@)/giinlik 10 giin siire ile) bu hastaliga kars: etkili oldugu bildirilmektedir
(Austin and Austin 1993).

Cesitli kemoterapotiklere karsi Yersinia ruckeri’ nin hassasiyeti Ceschia ve
arkadaglaninin yaptig1 bir ¢aligmada ortaya ¢ikarilmistir. Bu galismaya gore flumequine ve
nalidixic acid' in (0.078 pg/ml) en aktif maddeler oldugu ve bunlan sirasi ile oxytetracycline
(0.312 pg/ml) gentamicin ve nitrofurantion (0.625 ug/ml) tetracycline (1,25 pg/ml),
neomiycin, chloromphenicol ve chlortetracycline (2,5 pg/ml) erythromycin ve furazolidone

(50 pg/ml) izledigi bildirilmigtir (Ceschia ez al. 1987).
2.8.9.2. Agilar

ERM hastahigna kars1 ilk bagarili deneysel ag1 ¢aligmalart Ross ve Klontz tarafindan
1965 yilinda rapor edilmistir. Bu uygulamada fenolle inaktive edilen bakteriler gékkusag
alabaliklarina haftada 5 kez yem ile 2 hafia siire ile oral olarak verilerek immunize edilmigtir.
Bu immunize baliklara 70 giin sonra canli patojen enjékte edildiginde baliklann % 90' ninda
hé.stahga karg1 koruma goriilmiig ve bu koruma testten 408 giin sonra da devam etmigtir
(Ellis 1988d).

Oral immunizasyon igin bakterin tiretiminde cesitli metodlar test edilmigtir. Bunlarin
arasinda % 0.5 - % 3 fenol ; % 3 kloroform, % 1 formalin ve tiim bakteriyel siispansiyonun
sonikasyonu bulunur. Tim inaktivasyon preparasyonlaninda koruma olugmug fakat
kloroformla inaktive edilen bakterinler gok daha etkili bulunmustur. (Anderson and Ross

1972). Yersinia ruckeri agilanmin giiciinii etkileyen faktorler tlizerinde ¢aligiimugtir. Yersinia
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ruckeri’ nin 6.5-7.7 pH arahifinda 96 saat kiiltiire edilen triptic soya broth kiiltiirlerinden
hazirlanan bakterinlerin giiciinii olumsuz etkilemedigi goriilmiistiir. Fakat agmin giivenligi ve
tiretim kolaylig1 agisindan formalin en uygun olamdir. En giiclii agilarn elde edilmesi bakteri
kiiltiirlerinin pH 7.2' de 48 saat bakteri kiiltiirleri pH 9.8' de 1-2 saat iginde eritilir ve % 0.3
formalin ile lysate inaktive edilir. Bu bakteriler 10 veya 20 defa sulandrilir ve baliklar en az
5 saat daldirilarak agilanir (Ellis 1988d, Amend et al. 1983).

Yersinia ruckeri agilan, yem iginde oral yolla (Anderson and Ross 1972, Anderson
and Nelson 1974), enjeksiyonla (Anderson and Nelson 1974, Johnson and Amend 1983a,
Cossarini-Dunier 1986a, Barton ef al. 1989, Erdal 1989), immersiyon, banyo , sprey,
(Anderson et al. 1979, Johnson et al. 1982ab ,Johnson and Amend 1983a, Tatner and
Horne 1985, Tanrikul 1994) ve anal intiibasyonla (Johnson and Amend 1983b, Barton et al.
1989) uygulanmugtir. Oral metod korumanin kisa siireli olmasindan. dolay1 kullash
olmamaktadir (Austin and Austin 1993). Kloroformla inaktive edilen Yersinia ruckeri asilan
oral ve enjeksiyon yolu uygulanarak kargilagtirilmigtir. Enjeksiyonla daha uzun streli yiiksek
seviyede koruma olugtugu saptanmustir. Oral yolla 7 giin yem igerisinde agimn verilmesi ile
immunize edilen alabahklarda higbir antikor bulunamamug oysa enjeksiyon yapilan
alabaliklarda 1/16-1/32 diigiik titreli antikor ile sonuglandigi saptanmmgtir. Oral yolla
agilanan balklarda 6 haftada koruma giicii kaybolurken, enjeksiyon yontemi ile agilanan
baliklarda korumanin 12 haftada devam ettigi tespit edilmigtir (Anderson and Nelson 1974,
Austin and Austin 1993). Benzer karsﬂastmna enjeksiyon, immersiyon, banyo ve sprey
metodlan ile yapilmstir. intrapeﬁtonal enjeksiyon yapay enfeksiyona kargt en iyl korumayi
saglamugtir. Enjeksiyon, oral yol ve anal intiibasyon metodlan kargilastirildig bir ¢alismada
enjeksiyonla ve anal intilbasyonla agilanan gokkusagi alabaliklan serumlarinda antikor
bulunurken oral yolla immunize edilen baliklarda antikor bulunamamigtir. Ancak enjeksiyon
seklinde agilama sadece degerli ve biiyiikk baliklar i¢in uygun olup balik ¢iftliklerinde
milyonlarca fingerling ve fry igin uygun degildir (Austin and Austin 1993). Bununla beraber
ERM agilan balik ¢iftliklerinde banyo seklinde basarii bir gekilde kullanilmigtir. Anal
intiibasyon yontemi ile agilanan baliklarda banyo ve oral yolla agilananlardan daha iyi
koruma saglanmistir (Johnson and Amend 1983b). Salmonid frylannin Yersinia ruckeri
ve Vibrio anguillarium agilanyla direkt immersiyon yontemi ile agilamada su sicakhfimn

bagigikligin baglangi siiresine etkisi galigilmistir. Immersiyonla 5 sn' de agilanan baliklarda
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koruma immunitesinin 18 °C de 5 giinde, 10 °C de 10 giin iginde gelistigi viriilent
organizmalarla miicadeleye tabi tutularak saptanmustir (Johnson ef al. 1982a). Baliklann
boyu ile koruma arasinda korelasyon mevcuttur. Yersinia ruckeri ile direkt immersiyon
yontemi ile agilanan 1 gr' ik baliklarda yaklagik 120 giin, 2 gr' lik baliklarda 180 giin ve 4
gr' lik bahklarda ise 1 yil veya daha uzun siire immunitenin devam ettigi tespit edilmistir
(Johnson et al. 1982b). Beslenme seviyesinin antikor iiretimini etkiledigi saptanmugtir.
Yapilan bir galigmada ¢ok beslenen baliklarda haftalara gére log, HA titre degerleri; 1.
haftada 0.11, 2 haftada 6.19, 3. haftada 4.51, 5. haftada 3.63, 6. haftada 3.45 olarak tespit
edilmigtir (Henken ef al. 1987).

Direkt immersiyon yontemi ile agilamaya tabi tutulan kahverengi alalara (Salmo
turutta) farkli immersiyon zamani ve ag1 diliisyonu kullamldiginda yiiksek diliisyonlu
agilamada uygulama siiresinin artirilmasi gerektifi ortaya ¢ikmustir. (Tatner and Homne
1985).

Gokkugag: alabaliklan (ortalama 100 gr agirhfinda) tuzlu su veya yagh adjuvant
icinde Yersinia ruckeri bakterileri ile intraperitonal olarak agilandiginda 444 giin boyunca
aglutinasyon antikorlarinin kinetigi takip edilerek 1.2 X 10’ bakteri ile enfekte etmeden
once enfeksiyon etkenini 6nemsiz miktarda bulunan antikor titresine ragmen enjeksiyondan
14 gin sonra kontrol baliklarin % 88 oliirken agilanmis baliklarda birkag balik 6ldagi
gorilmiigtir (Cossarini-Dunier 1986a). Bu nedenle Yersinia ruckeri 'ye karst olugan
korumanin antikorlara baglh olmadig diigiiniilmektedir (Cossarini-Dunier 1986a, Barton et
al. 1989). Bir yagindaki Gokkugag: alabaliklarina 1 mg dinitrofenol-limpet hemocyanin
(DNP) ve 10° formalinle inaktive edilmis Yersinia ruckeri intraperitonal olarak enjekte
edilerek immunize edilmiglerdir. Baliklanin diizenli olarak kanlanndaki antikor miktar pasif
hemaglutinasyon ve aglutinasyon testleri ile saptanmugtir. Deney ve kontrol gruplanna ikinci
kuvvetlendirici (booster) enjeksiyon uygulandifinda DNP-hemocyanin enjekte edilen
baliklarda sekonder yamt olugmadigy goriiliirken bakteriyel antijen enjekte edilen baliklarda
sekonder yamtin olustufu ve primer yamt: kuvvetlendirdigi goriilmiistiir (Cossarini-Dunier
1986b, Mughal and Mannig 1986).

Cipriano and Ruppenthal (1987) dere alas1 (Salvelinus fontinalis) baliklarin Yersinia

ruckeri patojenin serotip 1 ve serotip 2 bakterileri ile immunize ettiklerinde g¢apraz bir
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koruma olusturduklarim tespit etmiglerdir. Yersimia ruckeri ' nin farkli serotiplerinin
olusturdugu ¢apraz koruma reaksiyonu salmon baliklaninda da tespit edilmigtir (Erdal 1989).

Gokkusag: alabaliklaninda Yersinia ruckeri'ye karst olugan antikorlann tespitinde
enzyme-linked immunosorbent assay testi gelistirilerek kullamldigmda bu testin aglutinasyon
testinden daha hassas oldufu ve daldirma suretiyle agtlanan alabaliklarda olusan diigitk
yuzdeli antikorlar bile tespit edilmistir (Olesen 1991).

2.9. Yersinia ruckeri

Enterobakterilerin karakteristik ozelligini gosteren Gram negatif bakteriyel balik
patojenidir. Bu patojen gokkusag: alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss ;Walbaum) akut
bakteriyel bir enfeksiyon olan enterik kizil agiz hastabifina (ERM) neden olmaktadir.

2.9.1. Etiyoloji
2.9.1.1. Klasifikasyon

ERM hastaliginin etkeninin izolasyonu 1950 yilinda Rucker tarafindan yapilmig ve bu
etken Ewing ef al. tarafindan identifiye edilerek Yersinia ruckeri olarak isimlendirilmistir
(Ross ef al. 1966, Ewing et al. 1978, Busch 1982, Davies and Frerichs 1989 , Frerichs and
Roberts 1989, Bullock and Cipriano 1990).

2.9.1.2. Morfolojik Ozellikleri

Yersinia ruckeri kisa (1,5-2 pm x 0,5 pm), Gram negatif, peritrichious flagellaya sahip
hareketli (motile), tek tek yada klsia”zincirler olusturan bir basildir. (Ross ef al. 1966,
Bullock ef al. 1971, Anderson 1974, Busch 1982, Pyle et al. 1987, Frerichs and Roberts
1989). Yersinia ruckeri kiltirleri 18-27°C’de aktif hareket gosterirken, 9°C’deki
inkiibasyonda flagella mevcut olmasina ragmen hareketsizdirler. 35 °C deki inkiibasyonda
ise flagella olmadifindan dolay: tamamen hareketlerini kaybederler (Busch1982).
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2.9.1.3. Koloni Morfolojisi

Trypticase Soy Agar (TSA) ortaminda Yersinia ruckeri kolonileri 1-2 mm ¢apinda
diiz, hafif konveks, kabank, yuvarlak, beyaz ile krem renginde yan seffaf koloniler
vermektedir(Busch 1982, Austin and Austin 1993).

2.9.1.4. Ureme Ihtiyaglan

Yersinia ruckeri TSA, brain heart infusion agar (BHIA) gibi rutin bakteriyolojik
ortamlarda aerobik ve anaerobik gibi sartlarda  kolayca izole edilebilir. 20-25°C°de 48
saat inkiibasyonu takiben koloniler gelisir. Yersinia ruckeri, 9-37°C’ler gibi genig sicakhik
arahfinda treyebilmektedir. En iyi iiremenin oldugu optimum sicaklik 20-25°C’lerdir
(Busch1982, Stevenson and Daly 1982, Sanders and Freyer 1988).

Yersinia ruckeri’nin izolasyonu igin iki selektif vasat gelistirilmigtir. Bunlardan ilki
Tween 80, sukroz ve bromtimol mavisi indikatoriinii igeren Shotts-Waltman vasatidir,
(SWM) (Waltman and Shotts 1984) ﬁdncisi ise daha sonra Rodgers tarafindan gelistirilen
ribose ornithine desoxycholate agar (ROD) vasatidir(Rodgers 1992).

2.9.1.5. Antijenite ve Serolojik Ozellikleri

Yersinia ruckeri bakterisinin 6 farkl serotipi mevcuttur (Stevenson and Airdrie 1984,
Romalde ef al. 1989, Davies 1991a,b). Bunlardan tipl (Hagerman Susu) ¢ok yaygmn olarak
gorilen bir serotiptir. Virilensi yiiksek olan bu organizma Kuzey Amerika'da endemik
olarak. yayldig igin buradaki ERM hastahifiun klinik vakalannda veya semptom
gostermeyen subklinik tastyic1 (portér) vakalanndan izole edilmektedir. Tip2 (O’Leary Susu
veya Big Creek Susu) tipl’den daha az viriilent olup dogal olarak olusan durumlarda gok
sayrda 6liimlere neden olmamaktadir. Tip 2 Yersinia ruckeri ozellikle Kuzey Amerika' daki
geriye donen mature pasifik salmon baliklarinda, USA' nin batisinda ve Kanada' daki diger
salmonid baliklarda gorilmektedir. Tip3 (Avustralya susu) sadece Avustralya’daki
gbkkusag alabaliklarindan izole edilen aviriilent bir sugtur. En son olarak serotip 4 ve 5
suglan ile ve serotip 6 susunun bulundugu bildirilmektedir. Serotip 4' in viriilensi
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bilinmedigi, serotip 5 ise viriillensinin ¢ok diigiikk oldugu bildirilmektedir (Ellis 1988).
Yersinia ruckeri’nine ilk 3 serotipinde bir veya daha fazla spesifik somatik “O”
lipopolisakkarit antijenlerine sahiptir (LPS)(Trust 1986). Bakterinin bu 6zelligi bu bakterinin
diger bahk bakterileri ve Yersinia ruckeri’nin diger serotipleri ile cross (¢apraz)
reaksiyonlara neden olabilmektedir. Yersinia ruckeri de flagellar “H™ antijenlerinin varhg
ortaya konulmasmna kargilik, serotipler arasinda “H” antijenlerinin farkhhklan genis gapta
aragtinlmamstir (Busch 1982).

Ross et al (1966) ERM organizmalarninin 14 kiiltiiriinden hazirladiklan O antijenlerini
Salmonella (=Arizona) bakterinin olusturdugu antisera ile yaptiklan aglutinasyon testinde
¢apraz reaksiyon verdiklerini tespit etmiglerdir.

Aglutinasyon ve FAT teknikleri ile yapilacak teghislerde O antijenine karst hazirlanmig
antiseralar yerine tim bakteriye kargi hazirlanan antisera kullanilmasini tavsiye edilmektedir.
Baliklardan izole edilen Salmonella (Arizona), Citrobacter freundii, Enterobacter
aerogenes, Yersinia enterocolitica ve Hafnia alvei gibi enterik bakteri izolatlanyla yapilan
lam aglutinasyon testlerinde ¢apraz reaksiyonlar goriildiigi bildirilmigtir (Stevenson ve Daly
1982). Bu ¢apraz reaksiyonlara biitiin enterobakteri hiicrelerini saran bir glikofosfolipid
katmani (Enterobacterial Common Antigen, ECA) neden olmaktadir (Busch 1982).

Yersinia ruckeri’nin 3 serotipi arasinda gapraz reaksiyonun bulunmadifi homolog ve
heterolog antisera kullamlarak mikromodifiye tiip aglutinasyon ve IFAT testleri ile
saptanmugstir (Bullock et al. 1978).

Yersinia ruckeri diagnostik antiserasmin Aeromonas salmonicida, Aeromonas
hydrophila, Vibrio anguillarium, Renibacterium salmoninarum gibi baglica balik patojenleri
ile onemli bir serolojik ¢apraz reaksiyon vermedigi bildirilmigtir (Anderson and Dixon 1984,
Busch 1981).

2.9.1.6. Biyokimyasal Karakterleri
Yersinia ruckeri’nin biyokimyasal karakterlerinde serotipler arasinda énemli bir

farkhhigin olmadify ve sadece tek bir biyotip gosterdigi bildirilmigtir (Busch 1982,
Frerichs and Roberts 1989). Bununla birlikte, bir gok aragtirmaci tarafindan Yersinia ruckeri
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serotiplerinin 'sorbitolii fermente etme kabiliyetinin degisebilecegi bildirilmis ve
serotip2’nin sorbitolii fermente etmesinin pozitif olmasi ile diger serotiplerden farkh oldugu
belirtilmigtir(Schill et al 1984, Stevenson and Airdrie 1984, Cipriano and Pyle1985, Cipriano
et al. 1986 ,1987, Pyle et al. 1987, Stave et al. 1987, Davies and Frerichs 1989 Bullock
and Cipriano 1990, Davies 1991a) .

Yersinia ruckeri ile yapilan biyokimyasal c¢aligmalarda inkiibasyon sicakhiginin 22-
25°C’ler arasinda olmasi gerektigi, optimum sicakliklarin diginda yapilan testlerde hatali
pozitif ve negatif sonuglar elde edilebilecegi bildirilmigtir (Busch 1982).

Yersinia ruckeri izolatlanmin Gram negatif, hareketli, oksidaz negatif, katalaz pozitif,
O/F glikoz ortamunda fermantatif ve nitritleri nitratlara indirgemesi 6zellikleri ile enterik
bakterilerin karakteristik Ozelligine sahiptir. Yersinia ruckeri, Yersina cinsinin diger
tirlerinden jelatin ve dekarboksilaz eritmesi ile farklihik gostermektedir. Tween80, sukroz ve
bromtimol mavisi igeren selektif besiyerinde Yersinia ruckeri kolonileri yesil renkli olup,
bir hidroliz zonu ile gevrilmis durumdadir. Enterik bakterilerden diger balik patojeni
Edwardsiella’nin iki tiirii de bu vasatta yesil renkli koloniler olusturur, fakat her iki tiirde de
bir hidroliz zonu goriilmez. Bu ortamda Aeromonas hydrophila ve Enterobacter san renkli
koloniler olusturur, bu kolonilerin etrafinda hidroliz zonu bulunur veya bulunmayabilir

(Sanders and Fryer 1988, Shotts and Teska 1989).
2.9.1.7. Patojenite ve Virilens

Yersinia ruckeri’nin suglan arasindaki serolojik varyasyonlarinda patojenite farkhihig
goriilmemektedir (Cipriano e al. 1987, Frerichs and Roberts 1989). Yersinia ruckeri,
sicakhin 10°C’nin tizerinde olmasi halinde hastalik olugturmaktadir. Hastaligin en siddetli
noktast 15-18°C’dir. Hastahigin 10°C’nin altinda mortalitesi oldukg¢a digiktir. Aynt
zamanda aginn beslenmis ve stresh bahklarm daha hassas oldugu gorilmektedir (Austin and
- Austin 1993, Frerichs and Roberts 1989). Sublethal bakir konsantrasyonuna (7pg/l 96saat)
maruz birakilan baliklarda Yersinia ruckeri’nin ¢ok gabuk hastalik olusturdugu bildirilmigtir
(Busch 1982).

Yersinia ruckeri’nin 24 saat broth’da dretilmis kiiltiirlerinin 640 nm’de

spektrofotometre ile %0,50 gegirgenlik veren yogunluktaki bakteri diliisyonu hazirlanarak,
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banyo yaptinilmastyla, baliklann tamamnda enfeksiyon meydana geldigini, 15°C’de
mortalitenin 28 giin i¢inde %30°dan %70’e kadar degigtifini bildirmistir (Busch 1982).
Yersinia ruckeri’nin serotip 1 ve serotip 2 arasindaki virilens farklibklanda 10g’hk
gokkugagi alabaliklarina 90 saniye serotipl ve serotip 2 inokulasyonlan ile banyo
yaptirilmasi siiratiyle enfekte edilen baliklarda 15 giinde deneysel enfeksiyonlarla tespit
edilmeye caligilmigtir. Serotip 1 ile banyo etmek suretiyle enfekte edilen baliklarda 15 giin
iginde % 65- % 90 mortalite goriiliirken serotip 2' de % 0 -20 mortalite tespit edilmistir. Bu
sonuglar tip 2 Yersinia ruckeri susunun tip 1 Yersinia ruckeri sugsundan daha az viriilent
oldugunu gostermigtir. Bu ¢alismayla Yersinia ruckeri LD 50 degerinin tip1 ile banyo edilen
baliklarda 3x10° hiicre/ml, tip 2' nin  1,0x10” oldugunu saptamustir (Bullock ez al. 1981,
Bullock and Anderson 1984).

Viriilens faktérlerinin ne oldugu kesin olarak bilinmemekle beraber virulenste
plasmidlerin rolii olabilecegi gosterilmigtir ( Busch 1982, Austin and Austin 1993). Daha
fazla virulense sahip tip 1 izolatlanimn biiyiik 40-50 Mdal plasmidlere sahip oldugu ve baz
kiigiik 20-30 Mdal plasmidleri igerdigi gosterilmistir (Bullock and Anderson 1984, Stave ef
al. 1987, Romalde et al. 1989, Austin and Austin 1993) . Tip 2’de ise biiyiik plasmidlerin
olmadig: bildirilmigtir. Bununla beraber biyiik plasmidlerin patojenitedeki roliinin

agiklanmasi igin daha ¢ok arastirmanin yapilmasi gerekmektedir (Austin and Austin 1993).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Balik Materyali

Aragtirmada kullanilan gokkusag: alabaliklan (Oncorhynchus mykiss , Walbaum 1792)
Bagct Su Urinleri (Beyobast Koyii, Koycegiz-MUGLA) ve Pinargdzii Alabalik
Isletmesinden (Aksu-ISPARTA) temin edilmigtir. Denemede kullamlan bu baliklanin daha
once gegmiste ERM hastaliini gegirmedikleri igletme sahiplerinden 6grenildigi gibi deneme
oncesi 30 gin adaptasyona tabi tutulan bu baliklarin herhangi bir hastalifa ait klinik
semptom godstermedikleride tespit edilmistir. Buna ek olarak bahklarin adaptasyonu
sirasinda rastgele bir kag balik 6rnek olarak alinmug otopsi yapilarak, bakteriyclojik vasatlara
bazi viseral organlardan ekim yapilarak bahklarin bakteriyolojik olarak patojen bir bakteri

tagtmadiklar tespit edilmistir.
3.1.2. Deneysel Enfeksiyon ve Immunizasyon Uygulama Yeri

Baliklanin Yersinia ruckeri inokulat: ile enfekte edilmesi ve inaktive edilmig Yersinia
ruckeri bakterini ile immunizasyonu ile ilgili deneysel galigmalar Universitemiz Egirdir Su

Uriinleri Fakiiltesi Bahk Hastaliklart Unitesinde yiiriitiilmiigtiir.
3.1.3. Serolojik Testlerin Yapildigi Kuruluglar ve Laboratuvarlar

Yersinia ruckeri izolatmdan inokulum hazirlanmasi, lam aglutinasyon, microwell
aglutinasyon ve imminodiffizyon "¢aligmalannin bir kismm, Yersinia ruckeri izolatinin
morfolojik ve biyokimyasal testleri fakiiltemiz mikrobiyoloji laboratuvarlannda ve
- histopatolojik ¢aligmalar fakiiltemiz histopatoloji laboratuvarinda yiiriitilmiigtiir.

ELISA ve immunodiffizyon testlerinde kullamlmak iizere Yersinia ruckeri
bakterisinin eriyik antijeninin hazirlanmasi amactyla  bakterilerin sonikasyon iglemi

Ankara Universitesi Mikrobiyoloji Anabilimdali laboratuvarinda yapilmustir.
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Eriyik antijenlerin biiiret metodu ile protein miktarmn tayini tniversitemiz Tip
Fakiiltesi Biyokimya Anabilimdali laboratuvarinda yapilmustir.

immunofluoresans antikor testi (IFAT) ile ilgili islemler Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilimdal laboratuvarinda ; ELISA, pasif hemaglutinasyon,
immiinodiffiizyon, mikroaglutinasyon testleri ile ilgili islemler ise Ege Universitesi Tip

Fakiiltesi Parazitoloji Anabilimdali laboratuvaninda ytiritilmisgtir.
3.1.4. Uygulama Tanklan ve Uygulamada Kullailan Su

Denemede 1m ¢apinda ve 70cm derinliginde 5 adet sirkiler tank kullanilmugtir (Resim
1). Denemede kullanilan tanklara su Egirdir Goli’ne 117m uzaklikta agilan bir kuyudan 2
BG giiciindeki elektrikli su pompast ile saglanmustir. Kuyudan dinlenme tankina aktanlan
suyun buradan plastik borularla tanklara stirekli akist saglanmustir. Suyun sicakligi deneme
siiresince yaklagik 11-12°C, oksijen miktari 6-7 ppm arasinda degismistir. Tanklardaki
suyun oksijeni devamli olarak kompresor iie takviye edilmistir.

Resim 1. Denemede kullanilan sirkiiler fiber tanklar.
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3.1:5. Yem

Deneme baliklant adaptasyon ve deneme siiresince ticari alabalik pelet yemi ile

beslenmistir.
3.1.6. Denemede Kullanilan Yersinia ruckeri Susu

Deneysel enfeksiyon ve immunizasyon galismalarinda Prof.Dr.Giilsen TIMUR’un
Denizli Yavuzlar Alabalik isletmesindeki gokkusag: alabaliklarinda agir mortaliteye neden
olan bir epizootikten izole ettigi RO018 protokol numarali Yersinia ruckeri susu

kullamlmustir.
3.1.7. Immunizasyon Caligmalarinda Kullanilan Adjuvantlar

Immunizasyon galismalarinda, Freund’s incomplete adjuvant (FIAy (Sigma F-5506,

Difco-0639-60) kullanilmigtir.
3.1.8. ELISA ve IFAT Serolojik Testlerinde Kullanilan Antiserum

Indirekt fluoresans antikor teknigi (IFAT ) ve ELISA testlerinde kullanilmak iizere
Soren Schierbeck & Co. firmasindan ticari salmon immunoglobiiline karsi olusturulan

polyclonal tavsan antiserumu satin alinmugtir.

3.1.9. Konjugatlar

ELISA serolojik testinde kuHamlmak iizere ticari anti - tavsan Ig G peroksidaz
konjugatt (Horseradish Peroxidase Conjugated Goat Anti- Rabbit IgG) Sigma' dan satin
alinnugtir.

IFAT serolojik testinde kullamlmak iizere Anti-tavsan IgG FITC konjugati (FITC
Conjugated Goat anti-rabbit IgG ) Sigma' dan satin alinmugtir.
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3.2. Metod

3.2.1. Gokkusag Alabaliklarinda Yersinia ruckeri Inokulatmin Hazirlanmast ve

Deneysel Olarak Enfeksiyon Olusturma

Buzdolabinda +4°C de muhafaza edilen Y. ruckeri stok kiiltiirinden alinan bakteri
izolatlari Tryptone Soya Agara (Oxoid CM 131) aseptik kosullarda ekilerek 21°C de 24
saat inkiibasyonu ile genglestirilmistir. Genglestirilmis . ruckeri susu 10ml lif nutrient broth
igeren tiibe (NB Merk, 5443 ) ekilerek 18 saat sonra iireyen bakteriler 5000 devirde 15
dakika santriftij edilmis ve daha sonra koloni sayim metodu ile canli bakteri sayim
yapilmistir (Arda 1985a, Collins and Lyne 1976). Deneysel enfeksiyon igin hazirlanan
inokulumda 8x10” bakteri / ml bulunmast saglanmustir.

Deneysel enfeksiyon i¢in genglestirilen kiiltiirlerden 8x10 /ml bakteri igeren inokulat
hazirlanarak 75gr agirh@indaki 20 tane gokkusagi alabaligma 0.lcc Intramuskular (i.m.)
olarak otomatik enjektor ile verilmistir. Enjeksiyondan once baliklar 50-60 mg/lt MS 222
(methane tricainesulphonate ) igeren suda bayiltilmiglardir.(Roberts and Shpeherd 1974)

Enjeksiyondan sonra 25 giin siireyle baliklann klinik durumlarn izlenmis ve 6limler
tespit edilmistir. Bu siire sonunda hayatta kalan baliklardan her hafta bir tanesinden kuyruk

kesme yontemi ile kan alinarak serumlarinda antikor varlig saptanmigtir.

3.2.2. Enfekte Baliklardan Bakterilerin Re-izolasyonu Morfolojik, Fizyolojik ve

Biyokimyasal Ozelliklerinin Tespiti

Yeni 6lmiis ve 6lmek iizere olan baliklarin otopsisi yapilarak; karaciger, bobrek ve
dalaktan TSA' ya oze ile ekim yapilmstir. 21°C de inkiibe edilen vasatlarda 24 saatte
koloniler olusturan Y. ruckeri susunun morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal ozelliklerinin
tespiti igin kolonilerden hazirlanan frotiler Gram boyama yontemiyle boyanmustir. Izolata
gukur lamda asii damla yontemiyle hareketlilik testi, ~ sitokrom oksidaz, katalaz,
karbonhidrat fermantasyonu, oksidasyon-fermantasyon (O/F), jelatin hidrolizasyonu, nitrat
rediiksiyonu, Voges-Proskauer (VP), metil red, Simon’s sitrat, nisasta hidorlizasyonu, indol

testleri gibi biyokimyasal testler uygulanmistir ( Shotts & Bullock e al 1975, Arda 1985,
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Giorgietti et al 1985, Austin 1988, Austin and Austin 1993, Plumb and Bowser 1983).
Aynica Yersinia ruckeri igin selektif bir besiyeri olan Shotts-Waltman vasatina ekim
yapilarak koloni renklenmesi incelenmis ve hidroliz zonunun varlig1 aranmigtir.

Y. ruckerinin antibiyogram testi yapilarak duyarh oldugu antibiyotikler tespit

edilmigtir ( Collins and Lyne 1976, Arda 1985a).
3.2.3. Enfekte Baliklarin Klinik , Otopsi ve Histopatolojik Muayenesi

Enfekte edilen baliklardaki degisiklikler gozlenerek yeni olen veya olmekte olan
baliklarin otopsileri yapilmis, i¢ organlari histopatolojik muayene igin %10 luk notral
formaldehit igerisinde fikse edilmistir. Alkol, kloroform, parafin serilerinden gegirilen
organlar parafin bloklara dokiim yapilarak 5p inceliginde kesitleri alinmigtir. Histopatolojik
kesitler haematoxylin ve eosin (HE) ile rutin histolojik boyamalari yapilmig ve

mikrofotograflart gekilmistir ( Culling 1963).
3.2.4. Antikor Uretimi I¢in Bakterin hazirlanmast ve Immunizasyon Uygulamalan
3.2.4.1. Bakterin Hazirlanmas:

Geng Y. ruckeri susunun nutrient broth’ a ekilip 21°C de 24 saat inkiibasyondan
sonra sivi kiiltir steril santrifiij tiplerine alinarak 5000 devirde 15 dk santrifiyj edilmistir.
Santrifij sonunda elde edilen bakteri gokelegi PBS ile (phosphate buffered saline)
yikanmustir. Daha sonra %0.3 litk formaldehit i¢inde oda sicakhiginda 1 saat ve +4°C de 24
saat bekletilmistir (Bernoth and Bohm 1988, Ellis 1988d). Formaldehit icinde 24 saat
bekletildikten sonra 2 kez PBS ile yikanan bakteri gokelegi daha sonra, PBS iginde
siispanse edilmistir. Elde edilen inaktif bakterinin sterilite kontroli igin TSA ve NB lara
ekimler yapilmustir. Hazirlanan Yersinia ruckeri bakterini kullanincaya kadar +4°C de
buzdolabinda saklanmustir.  Yersinia ruckeri bakterin yogunlugu spektrofotometre
(Shimadzu Spectrophotometer) ile 600nm de 1’e ayarlanmigtir (Plumb and Bowser 1983).
Hazirlanan bakterindeki inaktif bakteriler ~Thoma lamu ile sayldiginda yaklagik 10°
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bakteri/ml olarak hesaplanmistir. Elde edilen inokulum PBS ve adjuvantla yartyariya

karistirilarak baliklara intraperitonal enjekte edilmistir (Bernoth and Bohm 1988).

3.2.4.2. Iimmunisazyon Uygulamalar

Bu amagla 100 - 150gr’lik 20 adet gokkusag: alabahigina MS 222 ile bayiltildiktan
sonra onceden hazirlanmus ve sterilite kontrolleri yapilmig 600nm de 1 okunan (yaklasik 10°
hiicre/m!) PBS’li bakterin inokulati Freund's incomplete adjuvant (FIA) ile esit voliimlerde
(1:1) gok iyi kanstinlarak otomatik enjektorle 0,2 ml intraperitonal = olarak pelvik
yiizgeglerin anterioriinde iki yiizgecin ortasindan verilmistir (Resim 2) (Chart ef al. 1984,
Cossarini-Dunier 1986a, Tatner 1990, Espelid er al. 1991, Akhlaghi e/ al.1993).Aym
ozellikteki ve sayidaki ikinci grubu ise FIA igermeyen bakterin inokulat: intraperitonal (i.p.)
olarak verilmigtir. Bu gruptaki balikara 2. kuvvetlendirici enjeksiyon 25 giin sonra
yapilmistir(Booster enjeksiyon). Kontrol grubu olarak 100 -150gr’lik 40 adet balik MS 222
ile bayiltildiktan sonra 0,1ml PBS ile ip. enjeksiyon yapilarak tgiincii bir — grup
olusturulmustur. Deneme siiresince (20 hafta) her ii¢ deneme grubundaki baliktan her hafta

rastgele bir balik alinarak kuyruk kesme yontemi ile kanlari alinmis ve serumlar1 elde

edilmigtir.

Resim 2.Intraperitonal enjeksiyonunun yapildigi bolge
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Bu deneme g¢aligmamizdan 6nce, her grup i¢in 40 balik kullanilarak deneme aym
yontemle baglatilmgtir. Ancak, bakteri inokulasyonundan bir hafta sonra balik hastaliklan
iinitesinde meydana gelen elektrik kesilmesi (gece) ve bu ii¢ gruptaki baliklan igeren
tanklara suyun akmamasi nedeniyle deneme baliklarinda oksijensizlik nedeniyle Oliim
gonilmiigtiir. Bu nedenle ¢aligmanin selameti agisindan tanklara 40 yerine daha az balik (20
adet) konarak ¢alismanin giivenli olarak yiiriimesi diigiiniilmiistir. Hayatta kalan baliklarda
denemeye devam edilmis 9-10 hafta siireyle kuyruk kesme yontemi ile kan alinarak
serumlan elde edilmistir. Bu baliklarin kan serumlarida laboratuvarda uygulanan serolojik

testlerin pilot ¢aligmalarinda kullamlmigtir.
3.2.5. Pozitif Kontrol Serumun Hazirlanmas:

Testlerde pozitif kontrol serumu olarak kullamilmak amaciyla 9 tane 400gr lik
gokkusag alabahigina 600nm de 1.0 degerindeki formaldehitle inaktif edilen ve PBS ile
sulandiriimig bakteri inokulatindan 0,3cc iki hafta ara ile iki kez i.p. yolla enjeksiyon
yapilmigtir. Son enjeksiyondan 4 hafta sonra tiim baliklardan kan alinmig ve serum elde
edilmigtir. Elde edilen serum serolojik testlerde pozitif serum olarak kullanlmugtir (Olesen

1991).
3.2.6. Immun Baliklara Patojen Bakteri Uygulanmasi (Challenge).

Freund’s incomplete adjuvanth ve adjuvant igermeyen PBS’li bakterinler ile
immunize deneme baliklarinda yeterli immunitenin olusup olugmadigim kontrol etmek
amactyla bakterin uygulanmasindan 3 hafta sonra patojen bakteri verilerek baliklarda
hayatta kalma yiizdesi ortaya gikanlmaya caligilougtir. Bu amagla 25gr agirh@indaki 20
bahktan olusan 1. grup formaldehiti¢ inaktive edilmis ve 600nm de 0,8 dalga boyundaki
(Thoma lamnda yaklagik 4x10® ) PBS’li bakteri 1:1 oraminda FIA ilé ¢ok iyi bir sekilde
kangtinlarak 25gr agirhgindaki 20 baliga 0,1 cc i.p. enjeksiyon yapilmugtir (Cossarini-Dunier
1986a,b)Yihe aynt say1 ve agirhktaki 2. grup baliga PBS’li bakterinden 0,1cc i.p. enjeksiyon
yapilmustir. Bu gruptaki baliklara 2. kuvvetlendirici enjeksiyon 3 hafta sonra ilk enjeksiyon
gibi uygulanmigtir. Kontrol amaciyla 3. grup 20 balia 0,1cc PBS enjekte edilmigtir: Ilk
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enjeksiyondan 5 hafta sonra yukanda belirtilen {i¢ gruptaki balia yaklagik 1x10° bakteri/ml
canli patojen i.p. olarak verilmistir (Cossarini-Dunier 1986a).Bu uygulamadan sonra 3 hafta
siireyle baliklar izlenmis ve olen baliklar kaydedilmigtir.

Immunizasyonun  olusturdugu koruma, baliklanin hayatta kalma yiizdesi
(RPS=Relative Persent Survival ) ne gére degerlendirilmigtir. (Ellis 1988a, Adams ef al.
1988, Hijeltnes et al. 1989, Lillehaug 1989, 1991).

3.2.7. Serum Elde Edilmesi

Quinaldine (5-10 ppm) ile bayiltilan gokkusag alabaliklarnin (Roberts and Shepherd
1974, Akyurt 1979) kuyruklan kesilerek, kaudal venadan kan steril veya kullanildiktan
sonra atilabilen (disposiple) tiplere toplanmistir (Anderson 1974, Arda 1974, Strand ez
al 1977, Timur 1985, Buchman and Pedersen 1994). Alinan kan 1 saat oda sicakliginda ve
daha sonra gece boyunca +4°C de tutulmusgtur. Daha sonra 2000 devirde 15 dakika santrifijj
edilerek {istte kalan stvi serum kismu pastor pipetiyle dikkatli bir sekilde alinmgtir. Elde
edilen serumdan lam aglutinasyon testi yapildiktan sonra diger tiim serolojik testlerde
kullamlmak tizere -20°C’de derin dondurucuda saklanmustir (Strand ef al. 1977, Thuvander
et al. 1987, Hardie et al. 1990, Aakre et al. 1994).

3.2.8. Immun Alabalik Serumlarinda Antikor Tespiti igin Serolojik Testler
3.2.8.1. Aglutinasyon Testi
3.2.8.1.1. Aglutinasyon Testi i¢in Antijen Hazirlanmast.

Deneysel enfeksiyonla re—izoiésyonu yapilan ve identifiye edilen Y. ruckeri susu
test antijenin hazirlanmasinda kullamlmigtir. Bakteri TSA da 21°C de 24-48 saat
genglegtirildikten sonra NB ekilerek 21°C de 24 saat inkiibe edilmistir. Bakteri kiiltiirii 5000
devirde 15dk santrifiij edilerek ve 1 kez PBS ile yikanmustir. %0,3 litkk formaldehitle +4°C
de 24 saat bekletilmigtir. PBS ile 2 kez yikandiktan sonra PBS ile sulandirilmustir.
Spektrofotometre ile 525nm de optik yogunluk (OP) 0,65’¢ ayarlanmugtir (Cossarini-Dunier
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1986a,b) (Thoma lamiyla sayimda yaklagik 10° bakteri/ml ) Hazrlanan antijen lam
aglutinasyon ve mikroaglutinasyon testlerinde somatik O antijeni olarak kullamlmustir
(Cossarini- Dunier 1986ab ).

3.2.8.1.2. Lam Aglutinasyon Testinin Uygulanmasi

Temiz bir lam iizerine bir damla test serumundan, bir damla da énceden hazirlanmig
aglutinasyon antijeninden damlatilarak lammn saga sola hareket ettirilmesiyle iyi bir sekilde
kangmalani saglanmistir (Toranzo et al 1987). Test sonuglan 2-3 dk igerisinde
degerlendirilmis ve 5 dk sonra olusan zayif aglutinasyon negatif olarak kabul edilmistir.
Antijjen ve antikorun ¢okme sekli incelenerek sonuglar asagida gosterildigi gibi
degerlendirilmistir. ( Plumb and Bowser 1983, Toranzo et al. 1987, Austin 1988, Bullock

1989, Roberson 1993): Testin kontrolii, immunize edilmemis balik serumlan ile ve PBS ile

yapilmigtir.

++++ Tam aglutinasyon

+++ Kuvvetli aglutinasyon
++ Orta dereceli aglutinasyon
+ Zayif aglutinasyon

- Aglutinasyon yok

3.2.8.1.3. Mikroaglutinasyon Testinin Uygulanmasi

Yuvarlak tabanli polyester microwell plate aglutinasyon titrasyonunda kullamlmmstir.
Once test serumlan soldan saga gi_oém birinci siradaki gukurlara konulmustur. Sonra
- yukanidan agagiya dogru serumlar 1Z4 diliisyondan baslayarak otomatik- sulandirici ile her
seferinde 50 plt bir agagidaki gukura aktariimak suretiyle 2 kath diliisyonlan yapilmustir.
Plate'in tiim gukurlanna goklu pipetle 6nceden hazirlanmug aglutinasyon antijeninden 50 plt
ilave edilerek kanstiric1 (vorteks) ile iyice kangtinlmgtir. Plate’ler iki saat oda sicakhiinda
ve tiim gece boyunca +4°C de inkiibe edilmistir (Cossarini - Dunier’in 1986ab, Grayson ef
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al. 1987). Testin kontrolii igin pozitif ve negatif serumlar ¢aligilan her plate'in sondan bir ve
ikinci gézlerine konulmusgtur.
Aglutinasyon titresi olarak en yiiksek aglutinasyonu veren serum diliisyonu

kaydedilerek, bu degerler log, tabanina gore degerlendirilmigtir (Cossarini-Dunier 1986a,b)
3.2.8.2. Pasif Hemaglutinasyon Testi
3.2.8.2.1. Pasif Hemaglutinasyon Testi I¢in Antijen Hazirlama.

Aglutinasyon testinde oldugu gibi sivi ortamda iiretilen bakteri 10.000rpm de 30 -45
dk santriftij edilmistir. Elde edilen sediment PBS ile 2 kez yikanmig ve sonrada PBS ile
sulandindmgtir (Esendal 1994). Elde edilen antijenin biiiret yontemi ile protein miktan

Img/em’® e ayarlanmustir (Mughal and Manning 1986).
3.2.8.2.2. Pasif Hemaglutinasyon Testinin Uygulanmasi

Serumda antikor seviyelerini tanimlamada Mughal ve Manning'in  bildirdigi pasif
hemaglutinasyon yontemi uygulanmstir. Test serumlan ¢alismaya baglamadan 6nce 45°C de
20dk Benmari’de inaktive edilmistir. Serum %2 lik PBS ile sulandinlmis tavsan serumuyla
1/4 dilisyondan baglayarak iki kat diliisyonlan yapilmigtir. Bu ¢aligmada yuvarlak tabanli
. microwell plate kullamlmugtir. Serumlar her ¢ukura 50 plt olacak sekilde konulmugtur
(Mughal and Manning 1986). i,

Antijenli ve antijensiz koyun eritrositi siispansiyonunun hazirlanmas: i¢in koyun kant

esit hacimdeki Alsever soliisyonu ile steril bir cam balona konulmus ve iyice kangtirilmgtir.

ie Kullamlacad zaman 2000-2500 devirde 5dk santrifiij edilerek eritrositlerin  Alsever

soliisyonundan aynilmasi saglanmugtit. Daha sonra PBS ile 3 kez santrifiij edilerek
- yikanmugtir. Yikanan paketlenmis eritrositlere 20ml PBS ilave edilmistir (Altintag 1985).
Hazirlanan -20ml %2,5 luk eritrosit siispansiyonuna 20ml 1/10.000 lik tannik asit ilave
edilerek iyice kanigmalan saglandiktan sonra 37°C de Benmari’de 5 er dakika ara ile hafifce
kangtinlarak 15dk eritrositlerin duyarh hale gelmeleri saglanmigtir. Benmari’den ¢ikarilan
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kangmmdan tannik asitin fazlasim gidermek icin 2000 devirde 5dk santrifiyj edilmis ve dipte
kalan ¢okelti 3 kez PBS ile aym gekilde yikanmugtir.

Antijenle kaplanmg koyun eritrositi hazirlamak i¢in pasif hemaglutinasyon
antijeninden 1ml, duyarh hale getirilmis paketlenmis eritrositten 0,2 ml kanstinlarak 15dk
oda 1sinda bekletilmis ve antijenlerin eritrositleri tutulmast saglanmigtir

Antijensiz koyun eritrositi igin 1ml PBS 0,2ml tannik asitli eritrosite eklenmis ve
arasira kangtinlarak 15dk beklenmistir.

Antijenle kaplanms veya kaplanmamus koyun eritrositleri 2500 devirde 5dk santrifijj
edilerek istte kalan sivi atilarak, aym iglem iki kez PBS ile tekrarlanarak tutunmayan
antijenin fazlas1 giderilmistir.

Antijenli ya da antijensiz koyun eritrositi PBS ile 2500 devirde 5dk santrifiij edilerek
iki defa ytkanmig ve 15 ml PBS ilave edilmigtir.

Bu testte yuvarlak tabanii microwell plate kullanilmugtir. Plate yan olarak ¢aligilmigtir.
Serum diltsyonlan 1/4 den baglayarak iki kat sulandirilmigtir. 50ult diliisyonlu test serumlari
Uizerine SOult hazirlanan antijenle kaplanmug eritrosit ilave edilmistir Ayni iglem tiim
serumlarda antijensiz eritrositle bagka bir plate kontrol plate olarak ¢aligilmugtir. Ayrica her
plate'de pozitif ve negatif serumlar kullamlmugtir. Plate'lere test serumu, antijenli ve
antijensiz  eritrositlerin  ilavesinden sonra karigtinct  (vortex) aletinde  dikkatlice
kangtinldiktan sonra oda 1sisinda 3 saat bekletilmigtir.

Dantela tarzinda c¢okintiniin  olustugu gozlerde reaksiyon pozitif olarak
degerlendirilmis eritrositlerin digme tarzinda kiimelestirilmeleri ise negatif reaksiyon olarak
kabul edilmistir. Pozitif reaksiyon goriilen en son sulandirma serumun pasif hemaglutinasyon
titrerleri olarak almustir. Eritrositlerin diigme (nokta) tarzinda kiimelesmeleri negatif olarak
kabul edilmistir.

» Antijenle kaplanmamms eritrositler plate g¢ukurlannda tamamen diigme seklinde

¢okmesi testin dogrulugunu gostermektedir.
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3.2.8.3. Immunodiffizyon Testi
3.2.8.3.1. Immiinodiffizyon Testi Igin Antijen Hazirlama.

NB ta iiretilen ve 5000 devirde santrifiij edilmis, 1 kez PBS ile yikanmig ve PBS ile
sulandinlmigtir. Hazirlanan antijen -20°C de lb defa dondurulup ¢6zdurilmistir.
Siispansiyon sonikatdrde (Sonik 300 Dismebratér) 5 er dakika iki kez sonikasyon
yapilnugtir. Siispansiyon 10.000 rpm de 15dk santrifiij edilerek dikkatli bir gekilde st siv1
(siipernatant) alinmig ve kullamlincaya kadar -20°C de dipfirizde saklanmustir.
Kullamlmadan &nce biiiret yontemi ile protein miktart 1480ug/ml olarak bulunmustur (Bly
1984, Schill et al. 1989,Yardimc1 1989, Esendal 1994).

3.2.8.3.2. Immunodiffiizyon Testinin Uygulanmasi

Ouchterlony jel difflizyon testi bu galismada uygulanmstir. %1 lik saf agar (noble
agar) 1sitilarak hazirlanmstir. Hazirlanan sicak agar 10ml lik pipetlerle 5cm gapindaki petri
kutulanina 10ml dokiilerek dizgiin bir sekilde dagilim saglanmis ve agar katilagtiktan sonra
5mm g¢apinda birist merkezde 6 s1 periferde olmak tizere 7 gukur agilmugtir. Cukurlarmn
dipleri pastor pipeti kullamlarak birer damla agar ile kapatilmigtir. (Bullock 1966, Altintasg
1985, Esendal 1994) 3ml sicak agar aym sekilde lam iizerine dokiilerek katilagmasi
saglanmigtir.

Lamlarda kattlagan agar immiinodiffiizyonda kullanilan 6zel kesici ve delici aletlerle
(Gel Immiinodiffizyon Punch Set No 51450, Gelmon Ins. Co. Ann. Arbor, Mich. USA)
kesilmis ve 'kesilen agar parcalari vakumlu pipet ileb emilerek ¢ikartilmugtir. Presipitasyon

testi igin hazirlanan eriyik antijen pqzitif ve negatif serumlarla 1/5, 1/10, 1/20, 1/25, 1/50,
gibi farkli diliisyonlarda antijenlerin o}itimur’n konsantrasyonu bulunmaya ¢aligilmigtir.

Test serumlarn ile ¢aligmada lamda ortadaki gukurlara presipitasyon antijeni 20ult,
etraftaki gukurlara 20plt test serumlarindan konulmugtur.

Petri kutularinda agilan gukurlardan ortadakine antijen, diger ¢evredeki gukurlara ise

test serumlan ilave edilmistir. Daha sonra nemli ortamda kapakli kiivetlere konan lamlar ve
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petri kutulann 48 -72 saat buzdolabinda birakilmustir (Bullock 1966, Ouchterlony and
Nilsson 1986).
Sonuglar, antijenle serum arasinda olugan presipitasyon ¢izgisinin varhgs ve yokluguna

bakilarak degerlendirilmigtir (Bullock 1966, Altintag 1985).
3.2.8.4 Indirekt Fluoresans Antikor Teknigi (IFAT)
3.2.8.4.1. Indirekt Fluoresans Antikor Teknigi I¢in Antijen Hazirlama.

NB ta ekim yapilan Yersinia ruckeri bakterisi 21°C de 24 saat inkiibe edildikten sonra
15dk 5000 devirde santrifiyj edilmigtir. PBS ile 2 kez ylkénrms ve tekrar PBS ile
sulandinlarak test antijeni hazirlanmgtir (Yogunlugu yaklasik 9x10'° /ml).

IFAT testi i¢in kullanilacak olan lamlar eter alkol kangiminda 1saat bekletilmis ve
silindikten sonra elmas uglu bir kalemle bir lamda 12 veya 6 halka olacak sekilde yuvarlak
muntazam halkalar ¢izilmigtir. Bu lamlar tekrar eter alkol kanigimundan gegirilerek silinmigtir
(Altintag 1985).

Hazirlanan antijen temizlenen lamlar {izerindeki halkalar d¢ine 20ult damlatilmis ve
havada kurutulmustur.

Birinci yontemde antijenler asetonda 10 dk siireyle fikse edilmistir. Tkinci yontemde
ise antijenler 60°C ye ayarll etiivde sicakliga 5dk tutmak sureti ile fiksasyona tabi
tutulmustur ( Ainsworth e/ al. 1986, Austin and Austin 1993).

3.2.8.4.2. Indirekt Fluoresans Antikor Tekniginin Uygulanmast

Bu testin yiirttiilebilmesi igin 6nce salmon immunoglobuline kars1 olusturulan ticari .
polyclonal tavsan antiserum ve buntinla reaksiyona girecek olan anti-tavgan IgG FITC
konjugatimn uygun titrasyonlar: tespit edilmistir. Bu testte optimal antiserum ve konjugat
dilisyonunu saptamak igin antiserumun; 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 diliisyonlari, konjugatin;
1/20, 1/40, 1/80, 1/160 diliisyonlan denenmistir.

Antijen kaph lamlann 60 °C sicakliktaki etiivde fikzasyonundan sonra lam tizerindeki

-ilk antijen halkalara pozitif ve negatif kontrol serumlan ve diger antijen halkalarina ise test
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serumlan diliie edilmeden 20plt olarak damlatimigtir. Preparatlar nemlendirilmis kiivetler
iginde 24°C de 30dk bekletildikten sonra peraparatlar sale kabinda iki kez 5dk PBS ile
yikanmigtir. Lamlar kagit havlu tizerinde dik olarak kurutulmustur. Daha sonra salmon
antikoruna karst olusturulmus polyclonal tavsan anti serumundan (Buchmann and Pedersen
1994) 1/10 diliisyonunda her halkaya 20pult ilave edilerek 24°C de nemli ortamda 30 dk
bekletilmistir. PBS ile iki kez 5 er dakika yikanmus ve kurutulmugtur. Preparatlann tizerine
onceden diliisyonu yapilmis ve en iyi titrasyon sonucu veren 1/80 diliisyonundaki FITC ile
igaretli anti tavgan immiinoglobulinine karsit boyama amaciyla %0,1 lik Evans blue ilave
edilerek ‘halkaya 20 pml damlatilmugtir ve 24°C de 30 dk nemli ortamda bekletilmigtir. PBS
ile 3 kez 5 dk yikanms ve yikandiktan sonra kurutulmustur. Kaplama soliisyonu olarak
FITC mounting medium (pH:7,5 Marox carlsbad, CA ) kullamlmstir. Kurutulan
preparatlara bu soliisyon damlatilmig ve hava kabarcig kalmamasina dikkat edilerek lamelle
kapatilarak ve hemen fluoresans mikroskobu ile incelenmeye alinarak degerlendirilmeye
gegilmigtir (Ozcel 1978, Ainsworth et al. 1986, Austin 1988, Anderson 1993).

Sonuglann degerlendirilmesi, preparatlarda fluoresans yada elma yesili renginin
goriilme yoZunluguna gore yapilmustir. Parlak san - yesil fluoresans pozitif, soluk san -
yesil fluoresans goriilmemesi negatif olarak degerlendirilmistir (Ozcel 1978, Anderson
1993). Test serumlanna ait sonuglar asagidaki isaretlerle degerlendirilmistir.

Fluoresans yok -

Var fakat zayif fluoresans +
Fluoresans var ++
Orta dereceli fluoresans  +++

Kuvvetli fluoresans A+
3.2.8.5. Enzyme - Linked Imnjl’mosorbent Assay (ELISA)
3.2.8.5.1. ELISA Teknii icin Antijen Hazirlama.
Bakte;ri 21°C 24 saat NB ekilerek inkiibe edilmigtir. Inkiibasyondan sonra kiiltiir

5000 devirde 15dk santrifiyj edilerek 2 kez PBS ile yikanmustir. PBS ile sulandinilarak

-20°C’de derin dondurucuda dondurulmugtur ve termosla Ankara Universitesi Veteriner
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Fakiiltesi Mikrobiyoloji béliimiinde sonic 300 dismembranatér (Fisheries scientific) ile Sdk
sonike edilmigtir. Siispansiyon 10.000 devirde 30dk santriflyj edilmigtir ve ist stvi kisim
(siipernatant) dikkatlice alinmugtir. Aliman bu kisim ELISA da eriyik (soluble) antijen olarak
kullandmustir (Schill ez al. 1989).

Bu antijen kullanilmadan once protein miktart biiiret yontemi ile tespit edilmistir.
(Stanbio Primer plus marka fotometre cihazinda degerler okunmus ve Biocon firmasimn test
reaktifi kullanilmigtir) Protein miktan 1570ug/ml olarak hesaplanmugtir. (Bly 1984, Yardimei
1989, Esendal 1994 ).

3.2.8.5.2. Antijen, Antiserum Konjugat Titrasyonu

ELISA “i¢in hazirlanmis olan eriyik antijenden 2,5ug/ml, konsantrasyonlarindaki
antijen U tabanli polyester microwell plate'in soldan saga dogru ilk 4 sirasindaki gukurlara 5
ugr/ml, 4 -8 arasindaki gukurlara 10pgr/mi, 8 -12 arasindaki ¢ukurlan gelecek sekilde agagi
kadar tim cukurlara konulmus ve boylece antijen titrasyonu igin antijenin plaklara
kaplanmas: saglanmustir. Daha sonra plate gukurlarnina yukarnidan asagiya dogru bir sira
pozitif, bir sira negatif oldugu bilinen serumlan soldan saga dogru sirayla konulmustur.

Plate inkiibasyon ve yikama iglemlerinden sonra salmon immunoglobulinine karg
olusturulan ticari polyclonal anti tavsan serumundan soldan ilk dort gukura 1/200, 4 - 8
arasindaki ¢ukurlara 1/400, 8 - 12 arasindaki ¢ukurlara 1/500 olacak sekilde farkh
titrasyonlarda konulmustur. Inkiibasyon ve yikama isleminden sonra asafidan yukarya
dogru ilk iki goze 1/1000, 3 -4. gozlere 1/10.000, 5 -6. gozlere 1/20.000, 7 - 8. gozlere
1/25.000 lik peroxidase konjugati (horseradish peroxidase conjugated goat anti-rabbit IgG)
dilisyonlari soldan saga dogru konmugtur. Tekrar inkﬁbasyon ve yikama igleminden sonra
tim gukurlara renk reaksiyonu olustgrmak lizere substrat ilave edilmistir. Pozitif serumla en

tyi renk reaksiyonunu veren antijen, antiserum ve konjugat titreleri testlerde kullamimugtir.
3.2.8.5.3. ELISA Testi Igin Antijen Kaph Plaklarin Hazirlanmas

Antijen titrasyon caligmasinda en iyi reaksiyonu veren Sug/ml konsantrasyondaki
eriyik  antijenden U: tabanh microtiter plate (Sigma MO0156)‘in ‘her ¢ukuruna 100ult
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konulmustur. Antijen kaplanmus plate’ler parafilm ile iyice kapatilarak gece boyunca
buzdolabinda +4°C de tutulmustur. Plate’ler silkelenerek bosaltilmug ve. yeniden

kullanthncaya kadar +4°C de saklanmustir (Voller et al. 1979, Nakamura et al. 1986 ).
3.2.8.5.4. ELISA Testinin Uygulanmasi

ELISA Testinde asagida bildirilen tampon, substrat ve soliisyonlar kullanilmistir.
Sodyum Azidli Tampon Soltsyonu (Saline Azide(%1))
NaN3 : 0,20gr
NaCl . 20gr
Distile Su: 2.000ml kanstinlmstir
Borik Asit Tampon Solisyonu (Stok BBS)
Borik asit  : 1lgr
NaOH :lgr
NaCl . 1,45¢gr
Distile su  : 500ml  kangtinlmugtir,
Calisma Tampon Solisyonu(Working Buffer)
Saline aside(%1) : 1800ml
Stok BBS : 200ml
Tween 20 : 1ml
Bovine Serum Albumin (BSA) 10ml. Karistirlip, pH 7,4’e ayarlanmustir.
ELISA Tampon Soliisyonu (ELISA PBS)

KzI‘IPO4 . 2,40g
NaH2P 04 . 0,44g
NaCl . 17g

Distile Su  : 2.000 ml kanstinhip pH 7,4’e ayarlammugtir.
Yikama Tampon soliisyonu (Washing Buffer (PBS+Tween20))
Tween 20 : 1ml
PBS :2.000 ml
Sitrath Tampon Soliisyonu (Citrate Phosphate Buffer)
Citric Asit 11,92¢
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NazNI{PO4 12H20 . 6,45 g
Distile Su :200ml pH 5’e ayarlanmugtir.

Peroksidaz Konjugat: I¢in Substrat Hazirlanmas

Soliisyon A: 100ml  sitrat fosfat tamponu igine 2 adet 2,2-azino-bis (3-
ethylbenthioazoline-6-sulfonic acid) diamonyum (ABTS) tableti (Sigma A 4798) konularak
eritilmigtir. Soliisyon B : 100ml sitrat fosfat tamponu igine 40ul saf H,O, eklenmistir.

3.2.8.5.4.1. Testin Uygulanmasi

Yersinia ruckeri eriyik antijeni ile dnceden kaplanmug plate’in her ¢ukuruna 150yl
¢aligma tampon soliisyonu (WB) konarak bir saat oda sicakliginda tutulmak suretiyle
bloklama iglemi plate gukurlarinda antijen ile kaplanmamus bos porlann doldurulmasini
saglamak amaciyla yapilmustir. Bu siire sonunda plate'ler silkelenerek (Voller ez al. 1979)
bosaltilmastir.

Bloklama islemi sonrasinda soldan saga ilk siraya 90ul WB ilave edilir ve yukaridan
asagiya birinci siradaki gukurlara pozitif serum, ikinci siradaki gukurlara negatif serum ve
diger on sira gukura test serumlanndan 10ul ilave edilir ve serumlarin 1/10 kat diliisyonlan
elde edilmis olur. Daha sonra asagi dogru her siradaki farkli test serumlarn iki katl
sulandinlarak 1/10'dan baglayarak 1/1280 oraninda dilusyonlan yapilmustir. Plate'lerin ilk
siralarinin son iki gukuru O (blank) degerinin saptanmast igin bos birakilmistir. Plate'ler bir
saat oda sicaklifinda bekletilmis, siire bitince silkelenerek bosaltilmistir. Tam cukurlar 150
ul WB ile 3 kez 5 dakika boyunca yikanmugtir.

Salmon immunoglobulinine k§f$1 olusturulmug polyclonal tavsan antiserumu 1/400
oraminda sulandirilarak her gukura 100! konulmustur. Oda sicakhiginda 1 saat bekletildikten
sonra plate'ler silkelenerek bosaltiimig ve iki kez WB ile iki kez PBS ile 5’er dakika
yikanmustir. Her yikama sonunda ve 6zellikle son yikamada plaklann iyice temizlenmesi igin

havluya birkag kez vurulmustur.
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Peroksidaz isaretli anti-tavsan Ig konjugati (Hawarstein et al. 1990, Aakre et al
1994) 1/1000 oraminda WB ile sulandinlarak her g¢ukura 100pul konulmugtur. Oda
sicakliginda 1 saat tutulmustur. Siire tamamlaninca konjugath plate'ler silkelenerek igerikleri
dokilmiis cukurlar iki kez 150ul WB ile 2 kez PBS ile 5’er dakika yikanmugtir.

Substrat hazirlamak i¢in Sml soliisyon A + 5 ml soliisyon B kanstinlmugtir. Hazirlanan
substrattan bagka bir tiipe 1 damla konarak tizerine 1 damla konjugat ilavesi ile substratin ve
konjugatin ¢aligmast kontrol edilmistir. Daha sonra substrattan biitiin gukurlara 100ul
konulup oda 1sisinda 30-60 dakika arasinda tutularak test plate gukurlanina durdurma islemi
yapilmadan optik yogunluk (densite) spektrofotometrik olarak 405nm’de okunmustur
( Voller et al. 1979, Nakamura et al.1986).

3.2.8.5.4.2. Sonuglarin Okunmast ve Degerlendirilmesi

ELISA sonuglan spektrofotometrede (Titertek Multiscan Plus  MKII)
degerlendirilmigstir. Sonuglar absorbans degeri olarak alinmis ve dilisyonlardaki pozitiflik
esik degerleri (cutt off degeri ) plate'lerde aym test iginde bulunan 8 negatif serumun
absorbans degerinin aritmetik ortalamasinin +3 standart sapma (n+3 SD) degeri olarak
alinmig, bu degerlerin stiindeki diliisyonlar pozitif olarak kabul edilmigtir. Pozitifligin
siddeti standart sapmanin katlan olarak hesaplanmugtir. Diliisyonlardaki en son pozitiflik

ELISA degeri olarak alinmis ve Logyo tabamina gore degerlendirilmigtir (Ozensoy 1996).
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4- BULGULAR

4.1. Yersinia ruckeri Susu Re-izolatimn Morfolojik Fizyolojik ve Biyokimyasal

Ozelliklerine Ait Bulgular

Denizli'deki bir alabalik isletmesinde baliklarda yiiksek mortaliteye neden olan
epidemik ERM vakasindan izole ve identifiye edilen ve daha sonra subkiiltiirleri yapilarak
fakultemiz mikrobiyoloji laboratuvan buzdolabinda saklanan Yersinia ruckeri susundan
hazirlanmus patojen inokulatin baliklara enjeksiyonu sonucunda baliklarin enfekte oldugu
ve bazilarininda 6ldiigi gorilmastir. Yeni 6lmis veya 6lmek tzere olan bu bahklarin
karaciger, bobrek gibi i¢ organlarindan TSA'a yapilan mikrobiyolojik ekimlerle Yersinia
ruckerimin yeniden re-izolasyonu yapilarak morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri
yeniden incelenmistir.

Yersinia ruckeri susu re-izolatmn TSA tizerinde 21°C de 24-48 saat inkiibasyon
sonunda diiz, hafif, kabarik, beyaz ile krem renginde yuvarlak 1-2 mm capinda kiigiik

koloniler olusturdugu gozlenmistir (Resim 3).

Resim 3. Yersinia ruckeri re-izolatimn TSA vasatindaki koloni yapis
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Yersinia ruckeri susunun idendifikasyonunda kullanilan tween 80 igeren SWM
selektif ortamunda Yersinia ruckeri re-izolatinin yesil renkli koloniler olusturdugu ve

kolonilerin hidroliz zonu ile ¢evrili oldugu gozlenmistir (Resim 4).

Resim 4. Yersinia ruckeri susunuin SWM ortamindaki yesil renkli kolonileri ve

koloniler etrafindaki hidroliz zonu.
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Yersinia ruckeri re-izolatindan hazirlanan preparatlar Gram boyama yoéntemi ile
boyandiginda Gram negatif kisa gubuklar seklinde gozlenmistir (Resim 5).Cukur lamda
asili damla yontemiyle yapilan hareket muayenesinde bakterilerin aktif flagella hareketi
gosterdikleri gozlenmigtir. Sitokrom oksidaz testinde negatif (-) reaksiyon verdigi O0/F
testinde fermantatif oldugu tespit edilmistir. Yersinia ruckeri re-izolati ile ilgili morfolojik,

fizyolojik ve biyokimyasal dzellikleri ile ilgili bulgular Cizelge (4.1a)’da veriimistir.

Resim 5.Gram negatif Yersinia ruckeri bakterisi

Gram X1000
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Cizelge 4.la. Yersinia ruckeri bakterisinin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
dzellikleri ile ilgili bulgular (21°C’ de 48 saat inkiibasyon)

Test

_Reaksivon

Gram boyama
Morfoloji

Hareketlilik

Oksidaz

O/F testi

Sitrat kullammu (Simons)
H,S Uretimi

Indol Uretimi

Voges - Proskauer (VP)
Hemoliz

Metyhl Red (MR)
Jelatin hidrolisazyonu
Nisasta hidrolizasyonu
MacConkey’de bitytime
Nitrat indirgenmesi
Nitrit Indirgenmesi
Katalaz

Tween 80 kullanim
H,S

% 0,5 NaCl TSA

% 3 NaCl TSA

pHS5

pH6

pH 7

pH 8

pH9

Karbonhidrat fermantasyonu :

(Sekerden asit tiretimi)
Glukoz
Sakkaroz
Laktoz
Maltoz
Arabinoz
Mannoz
Sorbitol
Rhamnoz
Melebioz
Mannitol
Inositol

+: Pozitif - : Negatif

Basil (¢ubuk)
+

O/F
+

FoE T

+ o

S T

O/F : Oksidatif ve Fermantatif
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Yersinia ruckeri’nin antibiyotiklere karst yapilan duyarhlik testinin sonuglan Cizelge
(4.1b) ve Resim (6) da verilmistir. Antibiyogram testinde 19 farkl antibiyotikten sadece 3
tanesine direngli oldugu 17 tanesine ise duyarli oldugu saptanmustir .

Cizelge 4.1b. Yersinia ruckeri’nin antibiyotiklere duyarhhig

Antibiyotik Duyarliligt (Sensitivity)
Capr

Streptomycine (S-10 mcg) Duyarlt (+++ S) 19 mm
Chloromphenicol (C-30 mcg) Duyarh (+++ S) 32 mm
Ofloxacin (OFX-5 mcg) Duyarli (+++ S) 30 mm
Trimethoprim -Sulphamethoxazole

(SXT -1,25 + 23,75 mcg) Duyarli (+++ 8) 26 mm
Cefotaxim (CTX-30 mcg) Duyark (+++ S) 32 mm
Rifamycin (RF-30 mcg) Direngli (R) 14 mm
Cetriaxone (CRO-30 mcg) Duyarli (+++ S) 29 mm
Ampicilin (AM-10 mcg) Duyarli (+++ S) 20 mm
Kanamycin (K_30 mcg) Duyarli (+++ S) 19 mm
Meziocillin (MEZ-75 mcg) Duyarli (+++ S) 20 mm
Ceftozidime (CAZ-30 meg) Duyarh (+++ S) 24 mm
Amikacin (AK-30 mcg) Duyarli (+++ S) 22 mm
Penicilin  (P-10 units) Direngli (R) 0
Lincomycin (My- 2 pg) Direngli (R) 0
Erythromycine (E-15 mcg) Duyarh (++ S) 17 mm
Cefuroxime (CXM-30 mcg) Duyarh (+++ S) 26 mm
Cefoperazone (CFP-75 ug) Duyarli (+++ S) 22 mm
Gentamycine (CN-10 mcg) Duyarli (+++ S) 16 mm
Sulbactam (SAM-20 ug) Duyarlt (+++ S) 22 mm

S = sensitive (Duyarll) R= Resistance (Direngli)



Resim 6. Yersinia ruckeri 'nin duyarh oldugu antibiyotiklerden igiine (CTX, CEP,
CXM) kargt antibiyogram test sonucu

CTX:Cefotaxim, CEP:Cefoperozone, CXM;Cefuroxime
4.2. Deneysel Enfeksiyon Olusturan Baliklarda Otopsi ve Histopatoloji Bulgulari

Gokkusagi alabaliklarina patojen Yersinia ruckeri susundan hazirlanan inokulatin ip.
olarak enjeksiyonundan birkag saat sonra bazilarmin renklerinde koyulagma, daha sonra
istahsizlik ve durgunluk dikkati ¢ekmistir (Resim 7).

Enjeksiyondan 5 giin sonra baliklarda oliimler baglamigtir. Olmek tizere olan baliklarda
pektoral, pelvik, anal, kaudal yiizgeclerin. tabaninda hemoraji ve enfeksiyon bolgesinde,
gozlerde, aniis bolgesinde hemorajiler gozlenmistir (Resim 8, 9). Enfekte baliklarin agiz
bolgesinde alt gene, iist gene ve dil izerinde ERM hastaliginin ismine yakigir sekilde yaygin

hemorajiler gozlenmistir (Resim 10).
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Resim 7. Patojen bakteri enjeksiyonundan bir kag saat sonra renkleri koyulagmig

alabaliklar

Resim 8. Deneysel olarak enfekte edilen alabaligin yizgeglerinde, gozlerinde ve

enjeksiyon bolgesinde (dorsal yiizgecin hemen altinda) hemorajiler



Resim 9. Deneysel olarak enfekte edilen alabahgm yiizgeglerinde ve anus

bolgesinde hemorajiler

Resim 10. Deneysel olarak enfekte edilen alabaligin agiz bolgesinde alt ve tst genede,

dil tizerinde hemorajik bolgeler
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Deneysel olarak enfekte edilen alabaliklarin otopsisinde karacigerde nokta geklinde
petesiyal ve iri ekimoze seklinde hemorajiler, yanisira hava kesesi, gonadlar, bagirsak, yag
dokusu, lateral viicut kaslarinda , pilorik sekalarda yaygin petesiyal hemorajiler, dalakta

bityiime, bagirsakta koyu kivamh eksudat gozlenmistir (Resim 11,12,13,14).

. -

Resim 12. Karaciger ve sindirim kanalinda hiperemi ve hemoraji
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Resim 13, Karacigerde ekimoze seklinde hemoraji(a), miik6z bir siv1 ile dolu yangili

hemorajik bagirsak(b)

Resim 14. Immature gonadlarda hemoraji ve dalakta biiytime
a.immature gonadlarda hemoraji

b.dalakta biiyiime
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Histopatolojik olarak karaciger, bobrek dalak gibi viseral organlarda nekrotik odaklar
yanisira 16kosit infiltrasyonu ve bu organlarin dokularinda hemorajiler, (Resim 15, 16, 17,
18 ) mide bagirsak ve pilorik seka mukoza epitel hiicrelerinde dokilmeler (Resim 19)
yamsira sindirim kanali duvarinda inflamatorik seliiler reaksiyon ve petesiyal hemorajiler
gozlenmistir. Solungag epitel hiicrelerinde dokiilmeler saptanmustir. Bobrek ve dalagin

hemapoietik doku hiicrelerinde azalma ve nekroz gozlenmistir (Resim 18,20).

Resim 15.Nekrotik karaciger hiicreleri ve seliiler infiltrasyon (I6kosit ve eritrosit)

H+E x200
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Resim 16.Karaciger hiicrelerinde dejenerasyon, nekroz ve kapillar hiperemi

H+E X200

Resim 17 Karaciger parankim dokusunda hemoraji

H+E X100
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Resim 18. Renal doku ve interrenal lenfoid dokuda nekroz

H+E X100

Resim 19. Bagirsak mukoza epitelyumunda dokiilme ve bagirsak duvarinda seliler

infiltrasyon H+E X100



%1

Resim 20. Dalakta hemapoietik hiicrelerde bosalma.

H+E X40

4.3. Enfekte Edilen Baliklarda ERM” nin Inkiibasyon Siiresi ve Mortalitesi 1le Tlgili

Bulgular

Deneme baliklarina Yersinia ruckeri patojeninin dorsal yiizgecin altindan
intramuskular olarak  verilmesinden 5 giin sonra 12°C su sicakhiginda spesifik olimler
basladig1 igin ERM’nin inkiibasyon siiresi bu g¢aligmada 5 giin olarak tespit edilmistir.
Oliimler deneme baliklarina patojen enjeksiyonun yapildigi giinden 10. gine kadar devam

etmig sonra da durmustur. Olen baliklafin giinlere gore dagiim Cizelge (4.3.) de verilmistir.



72

Cizelge 4.3. Enfeksiyondan 6len gokkusagi alabaliklarimin giinlere gére dagilim

Giinler Olen balik say1st
5. Gin 1
6. Glin 1
7. Gin 1
8. Giin S5
9. Giin 1
10. Giin 1

Patojen bakteri enjeksiyonu yapilan 20 adet gokkusagt alabaligindan 5 giin iginde 10

tanesi 6lmiistiir. Bu nedenle baliklarda mortalite oram % 50 olarak degerlendirilmistir.

44, immun Baliklara Patojen Bakteri Verilerek (Challenge) Koruyucu

immunitenin Kontrolii

Yersinia ruckeri bakéerinin Freund’s incomplete adjuvant veya sadece PBS iginde
i.p. olarak verilmesiyle immunize edilen gokkusag alabaliklarinda yiitksek bir koruyucu
immunitenin olustu@u bu baliklara kontrol amactyla yapilan patojen bakteri enjeksiyonundan
3 giin sonra sadece kontrol baliklarinda olimlerin goriilmesiyle anlagilmistir. Kontrol
bahklarinda oliimler 3 giin sonra baglamig 9 giin sonra sona ermistir.

Freund’s incomplete adjuvant ve PBS igeren bakterin ile immunize edilen baliklarda
{i¢ hafta sonra RPS formiiliine gore hayatta kalma orant % 100 olarak bulunmustur (Cizelge
4.4, Sekil 4.4.). Kontrol grubundaki baliklarin 9 giin sonunda 17 tanesi 6ldiigii igin bu

baliklarda mortalite oramt % 85 olarak .tespit edilmistir.



Cizelge 4.4. Patojen bakteri verilen (challenge) immun gokkusagr alabaliklarinda

hayatta kalma yiizdeleri

Test Gruplarn Toplam Balik Saysi | Spesifik Olen Balik Hayatta Kalma
Sayisi Yiizdesi (RPS)

Adjuvanth  bakterin 20 - 100

ile immunize edilen

PBS’li bakterin ile 20 - 100

immunize edilen

Kontrol grubu 20 17 -

A B jmmunize edilmemis kontrol grubu
J O Adjuvanth bakterin ile immunize edilen

[ PBS’li bakterin ile immunize edilen

Sekil 4.4. Patojen bakteri verilen (challenge) immun ve kontrol grubu baliklarda

hayatta kalma ytzdesi.
4.5 Antikor Tespitinde Kullanilan Serolojik Yontemilerle Iigili Bulgular
4.5.1. Lam Aglutinasyon Test"i. ile Ilgili Bulgular
Aglutinasyon antijeni ile test serumlanmin lam iizerinde kanistirtlmasi  halinde
makroskobik olarak gozle gorilebilen beyaz gokelekler gozlenmistir (Resim  21).

Aglutinasyonun olustugu lamlarin 1gtk mikroskobu altinda incelenmesi halinde bakterilerle

antikorun olusturdugu kiimelesmeler belirgin sekilde gozlenmistir (Resim 22).
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Resim 21. Yersinia ruckeri susu ile hazirlanan aglutinasyon antijeni ile immun test
serumlarinin  olusturdugu lam  aglutinasyon testinde olusan beyaz

cokelekler (giplak gozle)

Resim 22. Lam aglutinasyon testinde antikor ve antijenin olusturdugu kiimelerin

15tk mikroskobunda gorinimii X40
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4.5.1.1. Yersinia ruckeri Bakterini Ile Immunize Edilen Alabalik Serumlarn Ile

Ilgili Lam Aglutinasyon Bulgular

Freund's incomplete adjuvantli ve PBS’li bakterin ile immunize edilen deneme
baliklarindan 20 hafta siiresince her hafta deneme gruplanindan birer balik tesadifii olarak
segilmek suretiyle yakalanarak kuyruk kesme yontemi ile kanlant alinip serumlan elde
edilmigtir. Deneme gruplanna ait baliklann serumlarindaki antikorlarin aglutinasyon
sonuglant Cizelge (4.5.1.1.)’de gosterilmigtir. Cizelge (4.5.1.1.)’nin incelenmesinden
anlagilacag) {izere immunizasyondan sonraki 1. hafta sonunda baliklann kan serumunda
antikor olugsmadig1 2. haftada PBS’li bakterin ile immunize edilen gruptaki baliklarda zayif
bir antikor tesekkiilinin bagladig 3. haftada her iki grupta ki baliklarin kaninda aglutinin
antikorunun olustugu gorilmastiir. Besinci haftadan itibaren her iki gruba ait dérneklerde
aglutinin antikorunun kuvvetli olustugu ve deneme siiresi olan 5 ay boyunca tam kuvvetli
aglutinasyon verdigi goriilmektedir.

Cizelge 4.5.1.1. Freund's incomplete adjuvant ve PBS igeren Yersinia ruckeri

antijeni ile immunize edilen alabalik gruplaninin serumlanyla yapilan

lam aglutinasyon test sonuglarn

Immunizasyon sonrast Deneme Gruplan

haftalar I 1L
1 - R
2 +
3 +++ ++
4 +4++ ++
5 + 4 + 4+
6 + 4k + +
7 ++++ + 4 +
8 ++ o+ + 4+ 4
9 + ++++
10 +4++ 4 + 4+
11 ++ 4+ LAt +
12 +++ + 4+
13 ++++ + 4+ +
14 ++ 4+ + 4+
15 .ttt +4+++
16 U+ ++++
17 ++++ + 4+ +
18 T+ ++++
19 ++++ +++
20 4+ + +++

1.PBS’li bakterinle immunize edilen alabalik grubu
II. Freund’s incomplete adjuvant igeren bakterinle immunize edilen alabalik grubu
- - Aglutinasyon yok +: Zayif Aglutinasyon ++: Orta Dereceli Aglutinasyon

+++ Kuvvetli Aglutinasyon ++++ : Tam Aglutinasyon
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45.1.2. Deneysel Olarak Patojen Bakteri Ile Enfekte edilen Alabaliklann
Serumlanyla Ilgili Lam Aglutinasyon Bulgulan. '

Deneysel olarak enfekte edilen alabaliklarin hayatta kalan bireylerin serumlarinda
aglutinin antikorlarinin olugtugu lam aglutinasyon testi ile tespit edilmigtir. Deneysel olarak
patojen bakteri enjeksiyonundan sonra denemenin bittigi 13. haftaya kadar hayatta kalan
baliklarda kuvvetli aglutinin antikoru olusmustur. Hayatta kalan bahklardan ahnan

serumlarla ilgili lam aglutinasyon test sonuglan Cizelge (4.5.1.2.) de verilmistir.

Cizelge 4.5.1.2. Deneysel olarak olusturulan enfeksiyondan hayatta kalan alabaliklarin

serumlarina  ait deneme siiresince haftalik lam aglutinasyon

sonuglari,
Enjeksiyon
sonrasi
haftalar 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Lam
Aglutinasyon
Sonuglar ot || | A | A | A | A

- : Aglytinasyon yok, + : zayif aglutinasyon, ++: orta dereceli aglutinasyon,

+++ : kuvvetli aglutinasyon, ++++: tam aglutinasyon
4.5.2. Mikroaglutinasyon Testi Ile Ilgili Bulgular

Aglutinasyon antikoru igeren test serumlarumun polyester yuvarlak tabanh microwell
plate gukurlaninda antijen ile Xangtinlmasi sonucunda gozle goriilebilen aglutinasyon

cokelekleri olusmustur (Resim 23). ©™
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Resim 23. Pozitif ve negatif test serumlarim igeren microwell aglutinasyon plate
cukurlan
a.negatif serum i¢eren gukur sirasi

b.pozitif serum igeren gukur sirast

4.5.2.1.Yersinia ruckeri Bakterini e Immunize Edilen Alabalik Serumlanyla Ilgili
Mikroaglutinasyon Bulgulan.

Freund's incomplete adjuvanth (I.deneme grubu) ve PBS’li bakterin (II. deneme
grubu) ile immunize edilen baliklardan 20 hafta siire iginde elde edilen serumlardan
hazirlanan mikroaglutinasyon testin;e ait antikor titre sonuglant Cizelge (4.5.2.1.) ve Sekil
(4.5.2.1.) de verilmistir. Cizelge (4.5.5.1.)’hin incelenmesinden anlagilacag: Gizere Freund's
incomplete adjuvant ve PBS igeren bétkterin ile immunize edilen deneme' gruplarinda 1. hafta
hi¢g bir diliisyonda aglutinasyon gorillmezken 2. haftada 1. grupta 1/64 diliisyonda
aglutinasyon gozlenmeye baslandig: I1. grupta aglutinasyonun 1/8 diliisyonunda 3. haftada
gozlendigi anlagimaktadir. 5-7. haftalardan itibaren 1/512 - 1/1024 dilisyonlarinda

aglutinasyon gdzlendigi ve Freund's incomplete adjuvant ile verilen bakterinin olusturdugu
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aglutininlerin kuvvetlendirici (booster) ikinci enjeksiyonuna ragmen 12. haftadan sonra
PBS’li bakterin enjeksiyonundan daha yiiksek titreli aglutinin antikorlari olusturdugu

anlasilmaktadir.

Cizelge 4.5.2.1. Adjuvanth ve PBS’li bakterin ile immunize edilen bahklarm

immunizasyondan sonraki haftalarda mikroaglutinasyon testine gore

antikor titreleri
Immunizasyon Deneme Gruplan
sonrast haftalar 1. 11
Log Log;
1 - B - _
2 64 6 - -
3 256 8 8 3
4 512 9 8 3
5 1024 10 64 6
6 1024 10 512 9
) 1024 10 512 9
8 1024 10 1024 10
9 512 9 1024 10
10 1024 10 256 8
11 64 6 512 9
12 256 8 1024 10
13 256 8 1024 10
14 64 6 1024 10
15 128 7 1024 10
16 256 8 1024 10
17 256 8 1024 10
18 512 9 1024 10
19 256 8 512 9
20 128 7 512 9

IL.PBS’li bakterinle immunize edilen alabalik grubu

I1.Freund's incomplete adjuvant igeren bakterinle immunize edilen alabalik grubu
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6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 18 20
Haftalar

Sekil 4.5.2.1. Freund's incomplete adjuvanth ve PBS’li bakterinin i.p. enjeksiyonundan
sonra alabaliklarin kan serumunda olusan aglutinin titrelerinin (Log, )
haftalik dagilmm

I.PBS’li bakterinle immunize edilen alabalik grubu
II.Freund's incomplete adjuvant igeren bakterinle immunize edilen alabalik

grubu

4.52.2. Deneysel Olarak Patojen Bakteri Ile Enfekte Edilen Alabalk serumlan fle
Iigili Mikroaglutinasyon Bulgulari

Deneysel olarak enfekte edilen baliklanmin hayatta kalanlarimin mikroaglutinasyon
testine gore antikor ftitreleri Cizelge (4.5.2.2.Y’de verilmistir. Cizelge (4.5.2.2.)’de
goruldagii gibi mikroaglutinasyon testine gore deneysel enfeksiyondan sonra 13 haftaya
kadar serumda aglutinasyon antikorlar tespit edilmig ve titrelerinin 1/128-1/512 arasinda
oldugu saptanmugtir. y

Cizelge 4.5.2.2. Deneysel olarak enfekte edilen baliklardan hayatta kalanlanimn
serumlanindaki mikroaglutinasyon testine gore antikor titreleri

Enjeksiyondan

Sonraki Haftalar 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Antikor titresi 256 256 128 512 512 512 128 128 128 128
Log, ye gore 8 8 7 9 9 9 7 7 7 7
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4.5.3. Pasif Hemaglutinasyon Testi Tle Tlgili Bulgular

Yuvarlak tabanlh microwell plate gukurlarina konan farkli test serumlarina antijenle
kaplannus koyun eritrositleri ilave edilip dikkatlice karigmalar saglandiginda dantel tarzinda
¢okiintiinin olustugu  ¢ukurlarda reaksiyon  pozitif olarak degerlendirilirken koyun
eritrositlerinin digme seklinde kiimelestigi gukurlardaki reaksiyonlarda negatif reaksiyon
olarak degerlendirilmistir (Resim 24). Antijen kaplanmamig koyun eritrosit konan kontrol

microwell plate gukurlarinda eritrositlerin digme seklinde goktugii gozlenmistir (Resim 25).

Resim 24. Microwell aglutinasyon plate gukurlannda pozitif ve negatif pasif

hemaglutinasyon reaksiyonu
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Resim 25. Kontrol plate’nin tiim ¢ukurlarinda olusan negatif pasif hemaglutinasyon

reaksiyonu

4.5.3.1 Yersinia ruckeri Bakterini lle Immunize Edilen Alabalik Serumlanyla

Ilgili Pasif Hemaglutinasyon Testi Bulgular:

Freund's incomplete adjuvantli (I.deneme grubu) ve PBS’li (II.deneme grubu) igeren
Yersinia ruckeri bakterini ile immunize edilen baliklarin pasif hemaglutinasyon testine gore
serum antikor titreleri Cizelge (4.5.3.1.) de ve Sekil (4.5.3.1.) de verilmistir. Cizelge
(4.5.3.1.) ve Sekil (4.5.3.1.) incelendiginde yine immunize edilen baliklarin kan serumunda
1. haftada aglutinin antikorlarinin olugmadig: ; 2. haftada I. deneme grubunda, 3. haftada IT.
deneme grubunda zayif olarak baslayan aglutinin antikorlarimn 6. ve 7. haftalarda kuvvetli
tesekkiil ettigi goriilmektedir. Denemenin devam ettigi 18. haftaya dogru antikor seviyesinin

yine kuvvetli oldugu ancak biraz azaldig anlagilmaktadir.
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Cizelge 4.5.3.1. Freund's incomplete adjuvant ve PBS igiren Yersinia ruckeri bakterini

ile immunize edilen baliklanin pasif hemaglutinasyon

belirlenen haftalik antikor titreleri.

Immunizasyon Deneme Gruplari
sonrasi haftalar 1 i
Log, Log,
1 5 = 3 =
2 128 i - -
3 128 g 16 4
4 256 8 256 8
3 256 8 S12 9
6 512 9 64 6
7 512 9 512 9
8 512 9 S “
9 128 7 012, 9
10 S12 & 256 8
11 64 6 512 9
12 256 8 256 8
13 32 5 256 8
| 14 32 5 256 8
15 128 7 256 8
16 256 8 128 7
17 64 6 128 7
18 64 6 128 T
19 64 6 128 7
20 32 5 64 6

1.PBS’li bakterinle immunize edilen alabalik grubu

testi ile

I1. Freund's incomplete adjuvant igeren bakterinle immunize edilen alabalik grubu
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Sekil 4.5.3.1. Freund's incomplete adjuvant ve PBS iceren Yersinia ruckeri bakterini
ile immunize edilen baliklarin pasif hemaglutinasyon testi ile belirlenen
antikorlar titrelerinin haftalik dagilim:

L.PBS’li bakterinle immunize edilen alabalik grubu

1L Freund's incomplete adjuvant igeren bakterinle immunize edilen alabalik grubu

4.53.2. Deneysel Olarak Patojen Bakteri Ile Enfekte Edilen Alabalik serumlartyla

Ilgili Pasif Hemaglutinasyon Test Bulgulari

Deneysel olarak Yersinia ruckeri ile enfekte edilen bahklarin hayatta kalan fertlerine
ait pasif hemaglutinasyon testi ile ortaya gikanlan aglutinasyon titreleri Cizelge (4.5.3.2.)
de verilmistir. Baliklara deneysel olarak patojen enjeksiyonu takiben 13 haftalik deneme
siiresince hayatta kalanlarm baliklarin kan serumlarindaki ~pasif hemaglutinasyon testi ile
antikor varhgi tespit edilmistir ve antikor titresi (1/32) ile (1/256) arasinda degistigi
goriilmigtiir (Cizelge 4.5.3.2.).

Cizelge 4.5.3.2. Deneysel olarak patbjen Yersinia ruckeri ile enfekte edilen bahklarin
serumlarindaki antikor titresine ait pasif hemaglutinasyon test

sonuglari
Enjeksiyondan
Sonraki Haftalar 4 S o= T g8 9 10 1412 18
Antikor titresi 256 256 256 256 256 128 128 128 128 128
Log; 8 8 8 8 8 7 7 i .,
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4.5.4. immunodiffiizyon (ID) Testi Ile Iigili Bulgular

intraperitonal olarak Yersinia ruckeri bakterini ile immunize edilen baliklann test
serumlanni eriyik halindeki Yersinia ruckeri antijeni ile birlestirilmek igin lam Gizerine veya
kiigiik petri kutulanna dokiilen saf agarda agilan gukurlarda ortadakine antijen gevredekilere
test serumlari konuldugunda, ortadaki antijen gukuru ile cevredeki test serumlar arasinda
olugmast beklenen presipitasyon cizgilerinin olugmadig fakat test serum gukurlarinin
etrafinda halka halinde bir bulamik zonun olustugu gézlenmistir (Resim 26) Antijen ve test
serumlarim igeren cukurlar arasinda olusmast beklenen bulanik presipitasyon gizgileri

olugmamistir.

Resim 26. Lam iizerinde immunodiffiizyon testi
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4.5.5. indirekt Fluoresans Antikor Testi (IFAT) llgili Bulgular

indirekt fluoresans antikor testi uygulanirken antijenin fiksazyon isleminde kullamlan
iki yontemden 60 °C de 5 dk tutma yonteminin, asetonla fikse etme yonteminden daha
basanh oldugu tespit edilmistir. Antiserum ve konjugat titrasyon uygulamalarinda da 1/10
diliisyondaki balik antiserumu ve 1/80 diliisyondaki konjugattan en iyi sonug alindigr igin
testlerde bu titreler kullamlmustir. Indirekt fluoresans testinin uygulamast sirasinda lam
tizerine elmas uclu kalem ile gizilen halkalarin igine antijen konularak fiksazyonu takiben, bu
antijen kapli halkalara pozitif , negatif ve test serumlari damlatilarak antijen ve antikorun
birlesmesi saglanmustir ve bu birlesmenin fluoresans mikroskopta goriilmesinin temini iginde
daha sonra bu halkalara daha sonra salmon antikoruna karsi olugturulmusg ticari polyclonal
tavsan antiserumu ve daha sonra Evans blue igeren FITC ile isaretli kegi antitavgan
immunoglobulini damlatilarak antijen + antikor kompleksinin ~fluoresans mikroskopta
fluoresans (elma yesili renk) gorilmesi saglanmutir (Resim  27).  Sonuglatin
degerlendirilmesinde fluoresans yogunluguna gore kuvvetli, orta dereceli, zayif veya
fluoresans yok diye degerlendirilmistir. IFAT testinin degerlendirilmesinde foto
mikroskobun otomatik zaman ayarlayicisimin fluoresans 1g13a gore ¢ekim stresinin kisa veya
uzun olma farkhiligr da fluoresans yogunlugunun kuvvetli, orta, zayif veya yok diye
degerlendirilmesinde ikinci bir kriter olmustur. Kuvvetli fluoresans veren preparatlarda
gekim siiresi gok kisa bir zaman arah@ma (15-48 sn) sahip olmustur. Negatif ve kontrol
serumlarinin bulundugu halkalarda fluoresans serumda spesifik antikor bulunmadigi igin

gorilmemistir.
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Resim 27. FITC ile isaretli anti-tavsan immunoglobulin ,salmon antikorina kargi
olusturulmus ticari polyclonal tavsan antiserumu ve Yersinia ruckeri

antijen-antikor kompleksinin fluoresans mikroskopta goriinimi

4.5.5.1. Yersinia ruckeri Bakterini Ile Tmmunize Edilen Alabalik Serumlarna Ait

IFAT Testi Ile Bulgular.

Freund's incomplete adjuvant ve PBS igeren Yersinia ruckeri bakterini ile immunize
edilen baliklarin serumlarindaki antikor seviyeleri il ilgili olarak yurtitillen IFAT testinin
sonuglan Cizelge (4.5.5.1) de veril;fﬁstir. ‘Bu testte diger serolojik testlerde oldugu gibi
bakterin enjeksiyonundan sonraki 1. haftada antikorun varligi tespit edilemezken 2-3.
haftalarda denemenin her iki grubuna ait baliklarda zayif bir antikor tesekkiila 4. haftadan
itibaren 20. haftaya kadar kuvvetli antikor tesekkuli kuvvetli fluoresans 1s1gin gozlenmesi ile

tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5.5.1. Freund's incomplete adjuvant ve PBS igeren Yersinia ruckeri

bakterini ile immunize edilen alabalik gruplarinin serumlanina ait haftalik

IFAT sonuglari
Immunizasyon | Deneme Gruplan
Sonrast Haftalar 1. L

1 < -
2 ++ “
3 ++ +4+
4 ++++ ++++
5 ++++ ++++
6 bkt ++++
7 +4++ -
8 ++++ ++++
9 ++++ ++++
10 S ++++
11 ++++ At
12 ++++ +++
13 +ate FH
14 ++++ ++++
15 ++++ ++++
16 S S
17 +H++ ++++
18 A ++++
19 ++++ ++++
20 Sl +++

1.PBS’li bakterinle immunize edilen alabalik grubu
11 Freund's incomplete adjuvant igeren bakterinle immunize edilen alabalik grubu
- : fluoresans yok +: var fakat zayif fluoresans  ++ : fluoresans var

+++ - orta dereceli fluoresans ++++ : kuvvetli fluoresans

4552 Deneysel Olarak Patojen Bakteri Ile Enfekte Edilen Alabaliklarin
Serumlanyla ilgili IFAT Test Bulgulari.

Deneysel olarak patojen Yersinia ruckeri ile enfekte edilen alabaliklarin hayatta
kalanlarma ait serum antikorlar seviyelerinin IFAT testi sonuglan Cizelge (4.5.5.2.)
incelendiginde patojen bakterinin enjeksiyonundan sonraki 5. haftadan itibaren enfekte

baliklarin kaninda antikor olustugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.5.5.2. Deneysel olarak patojen Yersinia ruckeri ile enfekte edilen
alabaliklarin  serumlarindaki antikor seviyelerine ait IFAT test

sonuglart (deneme siiresince)

Enjeksiyondan Sonraki

Haftalar 4 5 6 7 8 9 10 .11 1213

IFAT Sommlan, - 6 b bRP st A i aeET A e

- - fluoresans yok  +: var fakat zayif fluoresans 4+ : fluoresans var

+++ - orta dereceli fluoresans ++++ : kuvvetli fluoresans
45.6. Enzyme - Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Testi lle Ilgili Bulgular

ELISA testinin basarih bir sekilde uygulanabilmesi igin uygun eriyik antijen protein
miktart ile uygun antiserum ve konjugat titrelerinin tespiti amactyla microwell plate tizerinde
6n deneme galigmalari yapilarak en iyi pozitif reaksiyon olusturan antijen protein yogunlugu,
antiserum ve konjugat dilisyonlarina ait degerler tespit edilerek deneme siiresince bu
degerlerdeki protein yogunlugu, antiserum ve konjugat dilusyonlar: kullapilmigtir (Resim
28). En iyi pezitif reaksiyon olusturan antijen protein yogunlugu Sug/ml, antiserum

diliisyonu 1/400 ve konjugat diliisyonu ise 1/1000 olarak tespit edilmistir.
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Resim 28. ELISA testine ait en iyi pozitif reaksiyon olustugu antijen protein  degeri
antiserum (1/400) ve konjugat diliisyonlarinin (1/1000)tespit edildigi

microwell plate (yesil renk pozitif reaksiyon)

Yersinia ruckeri eriyik antijeni ile kaplanmig microwell cukurlarina bloklama
isleminden sonra birinci siradaki gukurlar pozitif serum, ikinci siradaki gukurlar negatif
serum diZer on sira gukura test serumlari konarak ve gerekli diliisyonlar yapilarak antijen ve
antikorun baglanmas: saglandiktan sonra salmon antikoruna karst olusturulmug ticari
polyclonal tavsan antiserumu ve daha sonra peroxidase isaretli anti-tavsan IgG
konjugatt ve substrat ilavesinden sonra renk degisimi gozlenmistir. Bu renk degisimleri
spektrofotometrede optik yogunlul;.volarak okunduktan sonra test serumlarmin antikor

titreleri ortaya gikarilmistir (Resim 29)_ Yesil renk pozitif reaksiyonu gosterir.
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Resim 29. ELISA testinin uygulandigi microwell plate’de renk reaksiyoplart (yesil

renk pozitif reaksiyonu gosterir).

4.5.6.1. Yersinia ruckeri Bakterini ile immunize Edilen Alabalik Serumlarina Ait

ELISA Testi ile ilgili Bulgular

Freund's incomplete adjuvant ve PBS igeren Yersinia ruckeri bakterini ile immunize
edilen alabaliklarin serumlarindaki antikor titrelerine ilgili olarak yuriitillen ELISA testinin
sonuglart Cizelge (4.5.6.1.) de ve Sekil (4.5.6.1)) de verilmistir. Baliklarda 1. haftada
serumda antikor gozlenmemistir. Qq§ﬁk titreli antikor 1. deneme grubu baliklarinda, 2.
haftada, 11. deneme grubu baliklarinda 3. haftada gozlenmesiyle baglamustir. 6-8 haftalarda
bu titrenin yiikseldigi gorilmiis ve I. deneme grubunda bu titrenin 11. haftada biraz dustiga,

IL. deneme grubunda ise aymi titrede devam ettigi gorilmustiir.



91

Cizelge 4.5.6.1. Freund's incomplete adjuvant ve PBS Igeren Yersinia ruckeri
bakterini ile immunize edilen alababklann ELISA testi ile

belirlenen haftalik  antikor titreleri

Deneme Gruplan

Immunizasyon I I
Sonrast Haftalar
Logo Logio
1 - - - -
2 80 | 1.9 - :
3 160 | 2.2 | 40 1.6
4 160 | 22 | 40 1.6
5 320 2,5 160 2,2
6 640 | 2.8 | 320 | 2.5
7 640 2.8 320 2.5
8 640 2.8 640 2,8

9 640 | 28 | 640 2.8
10 640 | 28 | 320 25
11 320 | 25 | 640 2.8
12 160 | 22 | 320 2,5
13 160 | 22 | 640 2.8
14 160 | 22 | 640 2.8
15 160 | 22 | 640 2.8
16 160 | 22 | 640 2.8
17 160 | 22 | 640 2.8
18 160 | 22 | 640 2.8
19 160 | 22 | 640 2.8
20 160 | 22 | 640 | 28

I.PBS’li bakterinle immunize edilen alabalik grubu

11.Freund's incomplete adjuvant igeren bakterinle immunize edilen alabalik grubu
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W1 Grup
il Gru

Log10

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Haftalar

|
Sekil 4.5.6.1 Freund's incomplete adjuvant ve PBS igeren Yersinia ruckeri bakterini

ile immunize edilen alababiklanin kan serumunda olusan antikor
titrelerinin ELISA testine gore haftalik dagilim:
I.PBS’li bakterinle immunize edilen alabalik grubu

IT. Freund's incomplete adjuvant igeren bakterinle immunize edilen alabahk grubu

4.5.6.2. Deneysel Olarak Patojen Bakteri Ile Enfekte Edilen Alabaliklarin
Serumlanyla Iigili Test Bulgulan

Deneysel olarak enfekte edilen alabaliklanin hayatta kalan bireylerinin ELISA testi ile
tespit edilen serum antikor titreleri Cizelge (4.5.6.2.)’de verilmistir. 13 haftalk deneme
siiresince hayatta kalan alabaliklarin serum antikor titreleri ELISA testi ile 1/320-1/640
olarak saptanmugtir. '

Cizelge 4.5.6.2. Deneysel olarak patojen Yersinia ruckeri ile enfekte edilen
alabaliklarin serumldrindaki antikor seviyelerine ait haftalik ELISA test

sonuglar

Enfeksiyondan
Sonraki Haftalar 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13

ELISA
~ Antikor Titreleri 640 640 640 640 320 640 640 320 640 640
Logo 28 28 28 28 25 28 28 25 28 28
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5. TARTISMA VE SONUC

Ik defa 1950°li wyillarda ABD’deki gokkusag alabahg: yetistiriciligi yapilan
isletmelerinde goritlen (Ross et al. 1966, Bullock et al. 1971, Busch 1982, Stevenson and
Daly 1982, Frerichs and Roberts 1989) ve yiiksek mortalite ile seyreden enterik kizil agiz
hastahigr (ERM) daha sonra diinyamn diger iilkelerindeki igletmelerde de epizootikler
olusturmustur (Bullock et al.1977, Stevenson and Daly 1982, Roberts 1983, Lesel et al.
1983, Fuhrman er al. 1983, Bragg and Henton 1986). Turkiye’de ilk olarak bu hastaligin
1991 yilinda Denizli’deki bir alabalik igletmesinde tespit edildigi bildirilmigtir (Timur and
Timur 1991). Daha sonra bu hastalik yurdumuzun diger bolgelerindeki  alabalik
isletmelerinde de goriilerek alabalik isletmelerinin 6énemli bir hastalik sorunu haline gelmistir
(Cagirgan and Ytreklitiirk 1991, Timur 1997).

Akut epizootiklerde gokkusag alabaliklaninda goriilen halsizlik, istahsizlik, rengin
koyulagmasi, gozlerin ¢evresinde hemorajiler, eksoftalmus, agiz ve boZaz bélgesinde, dil
tizerinde ve yizgeg diplerinde goriilen subcutaneus hemorajiler gibi tipik klinik belirtiler
(Busch 1982, Bullock and Anderson 1984, Ellis 1988d, Aushburner 1989, Bullock 1989,
Frerichs and Roberts 1989) bu g¢alismada deneysel olarak enfekte edilen gokkusagi
alabaliklarinda da gozlenmistir.

Deneysel olarak enfekte edilen gokkusag: alabaliklarinin otopsisinde ERM hastaligina
yakalanan baliklarda gozlendigi bildirilen adipoz dokuda, viseral mezenteriumda, pankreas,
pilorik seka, yizme kesesi, lateral viicut kaslarinda ve gonadlarda petesiyal hemorajiler,
blylimiis gevrek dalak, purulent mukoid materyal ile dolu hemorajik yangili bir bagirsak
(Busch 1982, Ellis 19884, Bullock 1989, Timur and Timur 1991) gézlenmistir.

Daha 6nce 1991 yilinda Denizli’deki bir alabalik igletmesinde ¢ikan epizootikten Prof.
Dr. Giilsen Timur tarafindan izole edilen Yersinia ruckeri izolotindan hazirlanan Yersinia
ruckeri susunun subkiiltiirii deneme baliklarina 1.p. enjekte edildikten sonra enfekte edilen
baliklardan yeniden izole edilerek bakteri susunun morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
ozellikleri incelendiginde izolatin Gram negatif, hareketli, sitokrom oksidaz negatif, katalaz
pozitif, O/F glukoz ortaminda fermantatif 6zellige sahip oldugu ve Yersinia ruckeri susuna

Ozgii biyokimyasal 6zellikleri gosterdigi ( Bullock ef al. 1977, 1981, Busch 1982, Sanders
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and Fryer 1988, Timur and Timur 1991) tespit edilmistir. Izolat Yersinia ruckeri igin selektif
bir ortam olan tween 80 igeren Shotts-Waltman vasatinda FEdwardsiella genusunun
bakterisinden farkli olarak etrafinda hidroliz zonu olan yesil koloniler olusturmustur
(Sanders and Fryer 1988, Shotts and Teska 1989, Austin and Austin 1993 ).

Deneysel olarak banyo yontemi ile olusturulan ERM hastaliginda inkiibasyon siiresinin
13-15°C de 5-10 giin arasinda degistigi bildirilmektedir (Bullock and Cipriano 1990, Busch
1982) Bu g¢ahgmada deneysel olarak enfekte edilen ve 12°C su sicakhifinda tutulan
gokkusag: alababklarinda 6liimlerin enjeksiyondan 5 giin sonra bagladig: tespit edilmigtir.
Patojen bakteri enjeksiyonu yapilan 20 adet gokkusag alabaligindan 5 gin sonra baslayan
Olumlerle 5 giin i¢inde 10 tane balik 6lmiis ve mortalite oram1 % 50 olarak saptanmigtir.
Dogal epizootik enfeksiyonlarda populasyonun % 30-70%inin kaybina neden olmaktadir
(Busch 1982).

Deneysel olarak enfekte edilen baliklarin viseral organlanndan karaciger ve
bobreklerde gozlenen nekroz, yaygin hemoraji ve hiperemi, seliiler infiltrasyon dalak ve -
bobregin hemapoietik doku kisimlarinda bosalma, bagirsak duvannda yangi ve bagirsak
mukoza epitelinde dokilme seklinde goézlenen histopatolojik bulgular diger arastiricilar
tarafindan ERM epizootiklerinden gozlendigi bildirilen tipik histopatolojik bulgulara (Busch
1982, Frerichs and Roberts 1989, Timur and Timur 1991) benzerlik gostermektedir.

Bu ¢ahsmada Yersinia ruckeri bakterininin Freund's incomplete adjuvant veya sadece
PBS iginde i.p. yolla verilmesiyle immunize edilen baliklara patojen bakteri verildiginde
(challenge) koruyucu immunitenin ¢ok iyi gelistigi ve hayatta kalma oramnin % 100 oldugu
gozlenirken kontrol grubundaki baliklarda mortalite orani % 85 oldugu dikkati ¢ekmigtir.

Baliklann immunizasyonunda kullanilan bakterinlerin hazirlanmas: igin bakterin
inaktivasyonunda fenol, kloroform , formalin ve bakferiyel stispansiyonlarin ~ sonikasyonu
gibi gesitli kimyasal madde ve yontemler tavsiye edilmekte ise de (Anderson and Ross
1972, Amend ef al. 1983) Yersinia ;dékeri bakterisinden hazirlanan agilarda aginin giivenligi
ve iiretim kolaylig1 agismdan formalin kullamldig: i¢in (Amend ef a/. 1983, Ellis 1988d) bu
calismada da Yersinia ruckeri izolatindan bakterin hazirlanmasinda formalin kullanilmustir.
Formalin ilé inaktive edilerek hazirlanan Yersinia ruckeri bakterini Freund's incomplete

adjuvant icinde ve PBS iginde farkli deneme gruplanna verilmis ancak diger aragtincilarin
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tavsiye ettigi gibi ( Tatner and Horne 1985, Cossarini-Dunier 1986b, Ellis 1988a) PBS’li
bakterinin Freund's incomplete adjuvanth bakterin kadar kuvvetli immunizasyon saglamas
amaciyla bu gruba 3. hafta kuvvetlendirici 2. enjeksiyén (booster enjeksiyon) uygulamast
yapumustir. Baliklanin hayatta kalma % si ile ilgili Cizelge (4.4.)’tin ve diger serolojik
testlerle ilgili bulgulara ait diger gizelgelerin incelenmesinden de anlagilacag: gibi antikor
titrelerinin - Freund's incomplete adjuvantlh  bakterinin olusturdugu serum antikor
titresine yakin titrede (6.-11. haftalarda) olugmasini sagladigi goriilmektedir. Ancak bu
kuvvetlendirici enjeksiyonun denemenin 11. haftasindan itibaren daha diisiik titrede antikor
titresinin olugmasina engel olmadig1 goriilmektedir.

Enfekte veya immun baliklarin serumlarinda mevcut antikorlarin antijen veya antijen
tagtyicilan ile aglutinasyon (kimelesme) yapmak suretiyle ortaya gikmasmm saglayan lam
aglutinasyon, mikroaglutinasyon ve pasif hemaglutinasyon yontemleri gibi gesitli serolojik
yontemler bu galismada basanh bir sekilde kullantdmustir. Ancak lam aglutinasyon yéntemi;
kisa siirede serumda antikorun varligim veya yoklugunu gostermesi agisindan pratik bir
yontem olarak kullamlmasma karsin uygulanmasi i¢in daha uzun bir siire (24 saat) gereken
mikroaglutinasyon yonteminde oldugu gibi serumdaki antikor titresinin diisik ve yiiksek
olarak belirlenmesi yerine sadece aglutinasyon yok, zayif, orta veya kuvvetli aglutinasyon
gibi kaba test sonuglanm verebilmektedir. Pasif hemaglutinasyon testinde antijenle
kaplanmis koyun eritrositleri mikrowell plate gukurlarinda daha onceden konmus test
serumlar ile dikkatlice kanigtinldiginda qukurlarda olusan dantel tarzindaki ¢okiintii pozitif
reaksiyon kirmizi diigme tarzindaki kiimelegsme reaksiyonu ise negatif reaksiyon olarak
kabul edildigi igin pasif hemaglutinasyon sonuglanmn okunmasmin mikroaglutinasyon testi
sonuglarinin okunmasindan diger arastincilarinda bildirdigi gibi (Bilgehan 1993, Esendal
1994) daha kolay olmaktadir.

Lam aglutinasyon testi sonuglarma gore; Freund's incomplete adjuvant veya PBS’ li
Yersinia ruckeri bakterini ile imrhunize edilen 1. ve II. deneme grubu baliklannin
serumlarinda enjeksiyonu takip eden 1.hafta da antikorun olusmadig, 2. hafta ise PBS’ 1i
bakterin enjeksiyonu yapilan baliklarda zayif bir aglutinasyon antikorunun olustugu 3.
haftada her iki gruba ait baliktarin serumlarinda antikor olustugu 5. haftadan itibaren her iki
gruba ait baliklarin serumlaninda kuvvetli aglutinasyon olustugu Cizelge (4.5.1.1 )’nin
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incelenmesinden anlagilmaktadir. Muhtemelen PBS’li bakterin ile immunize edilen gruba
3. haftada uygulanan kuvvetlendirici (booster) enjeksiyon baliklarda Freund's incomplete
adjuvantl bakterinin olusturdugu seviyede aglutinin antikorunun olugmasina neden olarak
deneme siiresinin sonuna kadar kuvvetli bir aglutinasyon reaksiyonun olugmasmna neden
olmaktadir.

Mikroaglutinasyon ve pasif hemaglutinasyon testlerinin uygulandifi deneme ile ilgili
test sonuglarim igeren Cizelge (4.5.2.1.) ve Cizelge (4.5.3.1.) incelendiginde I ve II nolu
deneme baliklarinin serumlarinda aglutinin antikorlanmn 2. ve 3. haftalarda zayif olarak
olugmaya bagladig, 5 ve 7. haftalarda kan serumlarindaki aglutinasyon titresinin yiikseldigi
ve Freund's incomplete adjuvant ile verilen bakterinin olusturdugu aglutinin titresinin
kuvvetlendirici 2. enjeksiyon (booster injection) ragmen PBS’li bakterin enjeksiyonundan
daha yiiksek titrede aglutinin antikorlarimin 12. haftadan itibaren olustugu anlagilmaktadir.

Intraperitonal olarak Yersinia ruckeri bakterini ile immunize edilen balklarnn serumlart
ile yapillan immunodiffizyon testlerinde merkezdeki antijen ¢ukuru ile periferdeki test
serumlarinin kondugu gukurlar arasinda olugmasi beklenen bulanik presipitasyon ¢izgilerinin
(Bullock 1966,Anderson 1974, Giilmezoglu 1975, Timur M. 1975, Ouchterlony and Nillson
1986, Bullock 1989, Bilgehan 1993, Izgiir 1994) olusmadigi ve test serum gukurlannin
etrafinda onlan gevreleyen bulanik birer zonun olugtugu gézlenmigtir. Ancak bu zonun
presipitasyon zonu olup olmadigi anlagilamamustir. Quchterlony and Nillson (1986) bu
yontemin uygulanmas: sirasinda antijen konsantrasyonunun en yiksek oldugu sartlarda
gukur etrafinda tam bir halkamin olugtugunu bildirmekte iselerde bu gahsmada eryik
antijenin ¢ok sayida degisik diliisyonlann denendigi halde presipitasyon g¢izgileri elde
edilememistir. Bu nedenle immunodiffiizyon testi sonuglari ile ilgili bulgular birgok
arastiricimn da bildirdigi gibi bakteriyel balik patojenlerinin presipitin antikoru olugturmadig
ve bazt bakterilere karsi ok zayif olusturdugu goriigiini desteklemektedir (Bulleck 1966,
Ellis 1978, Ingram and Alexander 1977 ). - ‘

insan ve veteriner hekimlikte ve balik patojenlerinin teshisinde hizhi diagnostik test
olarak kullanilan indirekt fluoresans antikor teknigi (Johnson 1974, Ozcel 1978, Anderson
1993, Bilgehan 1993) bu deneysel ¢aligmada immun ve enfekte balik gruplarma ait kan

serumlarindaki antikorlarn tespitinde basariyla uygulanmstie. PBS’li ve Freund's
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incomplete adjuvantli Yersinia ruckeri bakterini igeren inokulatin i.p. olarak enJRRmyonu ile
immunize edilen baliklann test serumlan ile ve pozitif ve negatif kontrol serumlarim igeren
preparatlann fluoresans mikroskobunda degerlendirilmesinde fluoresans goriilme yogunlugu
diger arastiricilann bildirdigi gibi (Johnson 1974, Ozcel 1978, Anderson 1993) zayif, orta
dereceli, kuvvetli veya fluoresans yok olarak degerlendirilmistir.

Freund's incomplete adjuvant ve PBS iceren Yersinia ruckeri bakterini ile immunize
edilen baliklarin serumlarindaki antikor varlig ve seviyesi ile ilgili olarak hazirlanan IFAT
testine ait preparatlarda kuvvetli fluoresans yogunlugunun gézlenmesi 4. haftadan itibaren
20. haftaya kadar baliklarin kan serumlarinda kuvvetli antikor seviyesinin olustugunu
gostermistir.

Son yillarda gelistirilen ve enfeksiyonlann teshisinde gok genig bir kullanim alam
bulan ELISA serolojik test yontemi balik hastaliklarinmn teshisinde de genis bir kullamm
alanimt bulmustur (Engvall and Perlmann 1972, Voller er al.1976,1979, Dixon 1985,
Manfredi 1986, Nakamura ef al. 1986, Austin 1988, Arkoosh and Kaattari 1993, Yardimci
vd. 1993, Izgiir 1994, Yardime: vd. 1994). ELISA testi cok hassas ve fazla zaman almayan
bir serolojik testtir ( Dixon 1985, Arkoosh and Kaattari 1993).

Freund's incomplete adjuvant ve PBS igeren Yersinia ruckeri bakterini ile immunize
edilen baliklarin serum antikor titreleriyle ilgili olarak yiiriiten ELISA testi sonuglarida diger
serolojik testlere ait bulgularda tespit edildigi gibi deneme baliklarinin immunizasyon
enjeksiyonunu takip eden 1. hafta sonunda denemenin her iki grubundaki baliklarin
serumunda antikor olusmadigii 2. haftada PBS’li bakterine karsi 1. deneme grubu.
baliklarinda zayif bir antikorun olugtugu, 3. haftada Freund's incomplete adjuvant igeren
bakterine kars1 II. deneme grubu baliklarinda antikor olusmaya basladigmi, 4-5. haftalarda
ise her iki gruba ait baliklarda antikor titresinin yilkseidigini ve denemenin son buldugu 20. -
haftaya kadar adjuvantli bakterin ile immunize edilen alabaliklarin kan serumlarimn biraz .
daha yiiksek titrede antikor icerdikle;ifﬁ gostermigtir.

Yersinia ruckeri bakterinine karst deneme baliklannin kan serumunda olusan
antikorlann tretim fazi siiresine (2-3 hafta) ait bulgular difer arastincilarin pisi ve
alabaliklarda bildirdikleri tretim fazi siiresiyle ilgili bulgulan destekledigi gibi (Ellis 1978)
. denemede antikor seviyesinin gelistigi (4-5-6.haftalar) ve bu seviyenin deneme siiresince (20

hafta) kan serumunda siirekli yiksek kaldigi siirelere ait bulgular diger arastircilarin
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bulgulannt desteklemektedir (Krantz ef al. 1963, Ellis 1978, Cossarini-Dunier 1986a,b,
Hamilton eral. 1986, Grayson ef al 1987, Tatner et al 1987, Ellis 1989, Navarre and Halver
1989, Wichardt and Thuvander 1989, Olesen 1991).

Bu arastirmada kullanilan IFAT ve ELISA yontemleri ¢ok hassas ve fazla zaman
almayan metod olarak goriilmiigtiir. Ancak IFAT testi igin fluoresans mikroskoba , IFAT ve
ELISA igin ise ticari antiserum ve konjugatlara ihtiya¢ duyuldugu igin pahali ve hassas
‘yontemler olarak degerlendirilmistir (Dixon1985, Olesen 1991, Esnedal 1994, Izgiir 1994).

Lam aglutinasyon , mikroaglutinasyon , pasif hemaglutinasyon IFAT ve ELISA gibi
serolojik testler deneysel olarak patojen Yersinia ruckeri bakterisi ile enjekte edilen ve
hayatta kalan alabalik serumlarina uygulandiginda bu balklarin serumlarinda deneme
siiresince (enjeksiyonu takiben 13 hafta boyunca) kuvvetli antikor titresinin olustugu tespit
edilmistir. Bu da dogal ERM epizootiklerinde hasta baliklarin serumlarinda antikorlarin
olustugunu ve bu nedenle serolojik testlerin yardimiyla hasta balik serumlarindan antikorun
tespiti ile hizhi teshis olanagmn bulundugunu bildiren ve savunan aragtiricilarin gorisiinii
desteklemektedir (Johnson ef al. 1974, Busch 1982).

Sonug olarak bu g¢alismada yurdumuzda ve diinyanin birgok iilkesinde endemik bir
hastalik olusturan ERM hastahiginin etkeni olan Yersinia ruckeri bakterisinin formalin ile
inaktivasyonundan sonra alabaliklara i.p. enjeksiyonu ile bu baliklann immunizasyonu
saglanmis ve kan serumlannda olusturulan antikorlarin varligi insan ve veteriner
hekimliginde yaygin olarak kullamlan ve ginimiizde diger bir ¢ok iilkede balik
hastaliklarinin teshisinde veya immun baliklarin serum antikor titrelerinin tayininde yaygin
olarak kullanilmaya baglanan lam aglutinasyon, mikroaglutinasyon, pasif hemaglutinasyon
IFAT ve ELISA gibi serolojik testlerle ortaya ¢ikarlmasi saglanarak bu baliklarin  test
serum antikor titrelerine ait bulgulann kargilagtinimas: saglanmgtir. Alabaliklara PBS igeren
Yersinia ruckeri bakterininin i.p.. enjeksiyondan 1 hafta sonra Freund's incomplete adjuvant
igeren bakterinin i.p. enjeksiyonundz;ﬁ iki hafta sonra baliklarin kan serumlaninda zayif bir
antikor olusturdugu, bu antikor seviyésinin 4-5 haftalarda kuvvetlendigi; 20 haftalik deneme
siresinin son haftalannda adjuvanth bakterin ile immunize edilen baliklarn serumlarinda
daha yiiksek titreli bir antikor seviyesinin olustugu serolojik testlerle ortaya ¢tkaritmugtir.

Patojen bakteri ile deneysel olarak enfekte edilen baliklarin hayatta kalanlarninda
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enjeksiyondan sonraki deneme siiresi olan 13 hafta boyunca kuvvetli bir antikor titresinin
olustugu yine yukanda belirtilen serolojik testlerle tespit edilmistir. Immun baliklara patojen
bakteri verildiginde (challenge) koruyucu immunitenin gok iyi gelistigi goriilmily; kontrol
grubu baliklarda % 85 oraninda 6liim goriiliirken immun baliklarda hayatta kalma oranimn

% 100 oldugu tespit edilmistir.
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