T.C.
ISPARTA UYGULAMALI BILIMLER UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

GOKKUSAGI ALABALIKLARI (Oncorhynchus mykiss W,1792)
ICIN INAKTIiF BAKTERIYEL KORUYUCU ASILARIN
GELISTIRILMESI VE GELISTIiRILMIiS ASILARIN ETKIi
SURELERININ BELIRLENMESI

Pmar YILDIRIM

Damisman
Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

YUKSEK LiSANS TEZi
SU URUNLERI YETIiSTIiRIiCIiLiGi ANABILiM DALI
ISPARTA - 2019



©2019 [Pmar YILDIRIM]



TEZ ONAYI

Pinar YILDIRIM tarafindan hazirlanan “Gokkusag alabahklari (oncorhynchus
mykiss w,1792) icin inaktif bakteriyel koruyucu asilarin  gelistirilmesi ve
gelistirilmis asilarin etki siirelerinin belirlenmesi” adl1 tez galismasi asagidaki jiiri
iiyeleri oniinde Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi Lisansiistii  Egitim
EnstitiisiiSu Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dali’'nda YUKSEK LISANS TEZI
olarak basari ile savunulmustur.

Danisman Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY 7/
Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi

Jiiri Uyesi Dog. Dr. Segil METIN N
Isparta Uygulamal Bilimler Universitesi

Jiiri Uyesi Prof. Dr. Haluk HAMAMCI 0 Liakk \%»..__l
Orta Dogu Teknik Universitesi

Enstitii Miidiirii Prof.Dr.Yusuf UCAR



TAAHHUTNAME

Bu tezin akademik ve etik kurallara uygun olarak yazildigini ve kullanilan tiim
literatiir bilgilerinin referans gosterilerek tezde yer aldigini beyan ederim.

P YILDIRIM



ICINDEKILER

Sayfa
ICINDEKILER .....oocviiiitiiiicieieieieis ettt [
OZET oottt iii
ABSTRACT .. %
TESEKKUR ..ottt ettt ettt en sttt n sttt s sttt s s st s s, vii
SEKILLER DIZINI......coiiiiiiiiiiiieisiesiessee et viii
CIZELGELER DIZINT ...ooiiiiceeecee et iX
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT .......cccoooviiiiiiiescesee e, X
1. GIRIS oot 1
2. KAYNAK OZETLERI ...c.coiiiiiiieiiesice e 6
2.1. GOkkusagt Alabalifl.......c.ccoveiiiiiiiiiiiiie e 6
2.2. Gokkusagl Alabali@l YetiStIICIIGI...uuuivuiiiiiiiiiiisiiie it 7
2.3 Alabaliklarda Vibriozis, Yersiniozis ve Lactococcozis Enfeksiyonlart............. 8
2.3.1. LACIOCOCCOZIS. ... eviviveiiieiiiste ettt 8
2.3.2. YBISINIOZIS ...ttt 9
2.3.3. VIBMOZIS. ..o 10
2.4. Baliklarda Bagisiklik SiStemi.......cccuiivuiiiiiiiiiiiiii i 10
2.4.1. Bagisiklik sisteminin ONtOZENEZI ......cevuveeverrvieriieiieeseeeiee s e e 13
2.4.2. Baliklarda lenfoid organlar...........cccoovriiiieiiniiniceeeee e 14
2.4.2. 1 THMUS 1ot 14
2.4.2.2. BODTCK......ootiiiiiiie it 15
2.4.2.3. DAlAK ..ot 15
2.4.3. Kazanilmis (Spesifik) bagisikliK.........cocoiiiiiiiiniiiiec e 16
2.4.3.1 ANLIKOTIAr ... 16
2.4.3.2. ImmIUNOIOjik hafiZa......ccooeveveiveiiecieiceeieece et 17
2.4.3.3. Spesifik bagisiklikta yer alan sitokinler...........cccocoeiiiiiiiiiiiicnicnee, 17
2.4.3.4. Bagisiklik yanit1 tizerindeki gevresel etki........ccooveviiiiiiiiiiiciiie, 18
2.5. Baliklarda Immunizasyon............ccccoueueiiveiicveiieieesce e 19
2.6. Ticari Bakteriyel ASIar ..o 21
2.7. Balik Asilarinda Kullanilan Bazi Adjuvantlar ...........cccccooeviiiiiiiiciiicns 23
2.7. 1. Beta-gluKan ........ccoviiiiiiei e 23
2.7.2. Freund’s Complete Adjuvant (FCA) .......ccceoiiiiiiiiiiii e 24
3. MATERYAL VE YONTEM .......cooeiiiiiiiiiereiieieeieie e 25
.1 IMALEIYAL ... 25
3.1.1. Arastirmada kullanilan balik materyali, uygulama yeri ve su kalitesi...... 25
3.1.2. Arastirmada kullanilan yem...........cccoviiiiiiiniiiii e, 26
3.1.3. Arastirmada kullanilan suglar .............cccoiiiiiiii 27
3.1.4.Asilarin hazirlandigt Kurulusg ..o 27
3.1.5. Arastirmada kullanilan adjuvantlar.............c.cccooeiinin e 28
B2 Y OMECIIL ...t 28
3.2.1.As1 hazirlamada kullanilan patojenler ve 6zellikleri ...........cccoocviivinnnnnn. 28
3.2.2. L. garvieae, V. anguillarum ve Y. ruckeri suslarinin fenotipik
Ozelliklerinin belirlenmMeEsI.......c.eeviviiiiiiiiiiiie e 28
3.2.3.AsmIn hazirlanmast ........ccocveiiiiiiiiie i 29
3.2.3.1.AS1 SUSUNUN SECIMIT 1..vvviiiiiieiiiieeiiiieesiteeesiieessiiee st e s sbe e e e et eestreeaneeeeas 29
3.2.3.2. ASININ TIELIMI .eevvvvreiiiieeiiiie e siee e siee et e e e e et e et e e e e et e e neeeansneeas 29
3.2.3.3.SEEITIITE TESHI ... 30
3.2.3.4.Toksisite denemeleri........c.coovviiiiiiiiiiii 30
3.2.3.5. As1larin uygulanmast ..........ccoiiiiieiiiii e 30



3.2.3.6. As1 etkinliginin degerlendirilmesi ........cccevvvviiiiiiiiiie i 31

3.2.3.7. Deneysel enfeksiyon (Epriivasyon) uygulamalart ...........ccocevveiiincnnn, 32
3.2.3.8. Serum elde edilmeSi........cccceviriiiiiiiici 32
3.2.3.9. Pozitif kontrol serumunun hazirlanmasi...........cccccoeiiiiiiiiinicniicn, 32
3.2.4. AGIULINASYON TESTH ..vvevieieieiiree et 33
3.2.4.1. Antijen hazirlanmast ........ccccciviiiieiiiicieee e 33
3.2.4.2. Lam aglutinasyon testinin uygulanmasi ...........cccevvveeiiveniiiveesinessninnens 33
3.2.4.3. Mikro-aglutinasyon testinin uygulanmasi ..........ccccceoererenenenienieeniene. 33
4. ARASTIRMA BULGULARI ..ottt 34
4.1. As1 Suslariin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerine Ait
2 TU] o U] - T SRR 34
4.2. Hazirlanan Asinin Toksisite Denemelerinin Sonuglari ile ilgili Bulgular ..... 35
4.3. Hazirlanan Asmin Sterilite Denemelerinin Sonuglari Ile Ilgili Bulgular........ 35
4.4. Asilanmig Baliklarin Koruma Seviyesine Ait Bulgular ...........c.ccocoviiiiinnnn. 36
4.5. Lam Aglutinasyon Testi ile 1lgili Bulgular ...........ccccecevvvveecvererieeecreereneene, 42
4.6. Mikroaglutinasyon Testi le lgili Bulgular...........ccccoooevevrieercresicereenenane, 43
5. TARTISMA VE SONUC .....cociiiiiiiieicieniese s 47
B. KAYNAKLAR ..ottt bbbt 56
(046 ) 210)1Y 15O 68



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

GOKKUSAGI ALABALIKLARI (ONCORHYNCHUS MYKISS W,1792) iCiN
INAKTIF BAKTERIYEL KORUYUCU ASILARIN GELISTIRILMESI VE
GELISTIRILMIS ASILARIN ETKi SURELERININ BELIRLENMESI

Pmar YILDIRIM

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

Bu tez ¢alismasinda gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) patojen olan
Lactococcus garvieae, Vibrio anguillarum ve Yersinia ruckeri’ ye karsi gelistirilen
polivalan asmin adjuvantlar (Freund's Complete Adjuvant, FCA ve glukan)
kullanilarak etkinligi degerlendirilmisitir.

Deneysel as1, bakterilerin formalinle inaktive edilmesiyle yapilmis ve baliklara 0,1
ml intraperitonal (i.p.) enjeksiyon ve immersiyon (im) yontemleriyle uygulanmistir.
Kontrol grubu baliklarina ise 0,1ml fosfat tamponlu salin-PBS verilmistir. Deneme
gruplar1 25 er balik ile 2 tekrarli olarak yapilmistir. Adjuvantsiz polivalan ip. ve im.
gruplarina 30 giin sonra rapel uygulanmstir.

Intraperitonal (i.p.) enjeksiyon ile asilamadan sonraki 30, 90, 120 ve 270. giinlerdeve
immersiyon uygulanmis baliklara 90, 120 ve 270. giinlerde LDgy dozunda bakteriler
intraperitonal enjeksiyon ile verilerek epriivasyon yapilmistir.Nispi Yasama Oranlar1
(RPS) asili gruptaki baliklarda 6liimler temel alinarak hesaplanmustir.

RPS; 270. giinde adjuvantsiz rapelli grupta Y.ruckeri i¢in % 96,77, V. anguillarum
icin % 100; L.garvieae % 96,66, polivalan+glukan ilaveli gruptaY.ruckeri i¢in %
93,54; V.anguillarum igin % 96,77, L.garvieae i¢in % 93,33 olarak; polivalan+FCA
ilaveli grupta Y.ruckeri i¢in % 100, V.anguillarum i¢in% 87,09, L.garvieae igin %
93,33 olarak belirlenmistir.

Immersiyon polivalan + im rapel asilanmis gruplarda RPS degerleri, 270. giinde L.
garvieae i¢in% 100 olarak belirlenmistir. Asilanan grupta 90. giine kadar
V.anguillarum'a kars1 koruma gozlendi. Bununla birlikte, asilama, Y. ruckeri'ye karsi
koruma saglamadi.

Calismada antijen ve antikor reaksiyonun tespiti i¢in lam agliitinasyon ve
mikroagliitinasyon testleri kullanilmistir. Agliitinasyon titresi olarak en yiiksek
agliitinasyonu veren serum diliisyonu kaydedilerek, bu degerler log, tabanina gore
degerlendirilmistir. Lam aglutinasyon testinde tiim serumlarda aglutinasyon
gorilmiistiir. Mikroaglutinasyon testinde i.p. as1 uygulanan tiim gruplarda en yiiksek
antikor titresi, tiim bakterilere kars1 polivalant+booster ve polivalan+glukan
gruplarinda bulunmustur. immersiyon as1 uygulamas: yapilan gruplarda en yiiksek



antikor titresi V. anguillarum’da, en disiik antikor titresi ise Y. ruckeri’ de
gbzlemlenmistir.

Sonug olarak, intraperitonal enjeksiyon ve immersiyom yolu ile uygulanan adjuvanth
ve adjuvantsiz polivalan asilarin her {li¢ patojen i¢in iyi koruma sagladigi
gorilmiistir. Bu c¢alismanin sonuglarina gore, polivalan asilarin, gokkusagi
alabaliklarim1 L. garvieae, Y. ruckeri ve V. anguillarum'a karsi etkili bir sekilde
koruyabildigini ve gokkusagi alabaligi ciftliklerinde bu enfeksiyonlarin 6nlenmesi
icin uygun bir strateji olacag: diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler:Oncorhynchus mykiss, polivalan asi, vibriozis, yersiniozis,
lactococcozis

2019, 70 sayfa



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

DEVELOPMENT OF PREVENTIVE INACTIVATED BACTERIAL
VACCINES AND TO DETERMINE THE EFFECTS TIME OF DEVELOPED
VACCINES FOR RAINBOW TROUT, (Oncorhynchus mykisswW,1792)

Pinar YILDIRIM

Isparta University of Applied Science
The Institute of Graduate Education
Department of Aquaculture

Supervisor: Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

In this thesis, the effectiveness of polyvalent vaccine against Lactococcus garvieae,
Vibrio anguillarum and Yersinia ruckeri, which is a pathogen in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss), was evaluated using adjuvants (Freund's Complete
Adjuvant, FCA and glucan).

The experimental vaccine was obtained by formalin inactivation of the bacteria and
0.1 ml intraperitoneal (ip.) injection and immersion (im.) were applied to the fish.
Control fish were injected with 0.1 ml of phosphate buffered saline-PBS. The
experimental groups were made with 25 fish and 2 replicates. The non-adjuvant
polyvalent immersion and i.p vaccination groups wereboosted after 30 days.

Fish were challenged by intrapritoneal injection (LDgo doses of bacteria) in 30, 90,
120 and 270 days for i.p. vaccinated groups and 90,120 and 270 days for immersion
vaccinated groups.Relative Percentage Survival (RPS) were calculated based on
mortality rates in vaccinated groups.

RPS wvalues in i.p. injections groups were determined in Polyvalent+Booster
vaccinated group: Y.ruckeri 96.77%, V.anguillarum 100%; L.garvieae 96.66%,
Polyvalent+Glucan: Y.ruckeri 93.54%; V.anguillarum 96.77%, L.garvieae 93.33%,
Polyvalent+FCA: Y.ruckeri 100%, V.anguillarum 87.09%, L.garvieae 93.33% at
270th day.

For RPS values to immersion vaccinatation groups, polyvalent+im booster
vaccinated groups were determined as 100% for L.garvieae at 270" day. Im
vaccinated group was observed protection until the 90th days againts V.anguillarum.
However, im vaccination did not confer protection againts Y. ruckeri.

The slide agglutination and microagglutination tests were used to determine the
antigen and antibody reaction in this study.Serum dilution giving the highest
agglutination as agglutination titer is recorded and these values were evaluated
according to log, base. In the slide agglutination test, agglutination was observed in
all blood serum.The highest antibody titrer in microagglutination test in injections



groups werefound polyvalent + booster and polyvalent + glucan groups againts all
tested bacteria. In immersion vaccine groups, the highest antibody titer were
observed in V. anguillarum, while the lowest antibody titer were observed in Y.
ruckeri.

In conclusion, non-adjuvant and adjuvant polyvalent vaccines administered by
intraperitoneal injection and immersion routes provided good protection for all three
pathogens. Our results demonstrate that these polyvalent vaccines can effectively
protect rainbow trout against L. garvieae, Y. ruckeri and V. anguillarum and is
considered will to be an appropriate strategy to prevent these infections in rainbow
trout farms.

Keywords:Oncorhynchus mykiss, polyvalent vaccine, vibriosis, yersiniosis,
lactococcosis.

2019, 70 pages
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1. GIRIS

Su dirtinleri yetistiriciligini olumsuz yonde etkileyen faktorlerin basinda hastaliklara
bagli sorunlar gelmektedir. Balik¢iligin ve balik yetistiriciliginin beklenen diizeyde
geligmesi, baliklarin uygun kosullarda yetistirilmesi ve hastaliklardan korunmasina
baglidir. Ticari su iriinleri yetistiriciliginde, bulasici hastaliklara sebep olan
patojenler, iizerinde durulmasi gereken en 6nemli problemler arasinda gelmektedir.
Su driinleri yetistiriciliginde salgin hastaliklar biiylik ekonomik kayiplara neden
olabilmekte ve ¢ogu durumlarda, koruyucu ve tedavi edici Onlemler
alinamamaktadir. Ulkemizde su iiriinleri yetistiriciliginde meydana gelen ekonomik

kayiplarin bir kismi hastaliklardan kaynaklanmaktadir.

Gokkusagr alabalign yetistiriciliginde kullanilan etkili asilar, yetistiriciligin basarisi
ve baliklarin hizli biiyiimesi i¢in Onemli faktorlerden birisidir. Su iriinleri
yetistiriciligi sektoriinde yogun iiretimde sektoriin gelisimi ve hastaliklardan ileri
gelen balik kayiplarinin 6nlenmesi i¢in asilar ve asilama rejimlerinin gelistirilmesi
cok Onemlidir. Giiniimiizde alabaliklar i¢in bir ¢ok hastaliga karsi lisansh asilar ve

otojen asilar mevcuttur( Brudeseth vd., 2013)

Yetistiricilikte baliklarda asilama giderek daha 6nemli bir hal almis mono ve
polivalan bakteriyel ve viral asilar, basarili bir sekilde gelismis ve ticari olarak
uretilmektedir. Salmonid yetistiriciliginde asilarin  kullanimi  ¢ok  yaygindir

(Mohamed ve Soliman, 2013).

Gokkusagi alabaligimin tiretiminde hizli {iretim artisinin siirdiiriilebilir olmasindaki
en onemli sorunlardan biriside 6zellikle firsat¢1 bir patojen olan Yersinia ruckeri,
Lactococcus garvieae ve Vibrio anguillarum’ un etken oldugu enfeksiyonlarin ortaya

¢ikisinin 6nlenememesi ve isletmelerde kontrol altina alinamamasidir.

Gokkusagr alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) yetistiriciligi iilkemizde
1970’11 yillarda baglamis ve glinlimiizde ¢ok Omenli bir noktaya ulasmistir. 2017
yilinda i¢ sularda 103.705 ton, denizlerde 5.952 tona varmistir. (TUIK,2018). Siirekli



biiyliyen bu artiga bagli olarak isletmelerde ortaya ¢ikan bakteriyel balik hastaliklari

en 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Hastalik, kemoterapotiklerle tedavi edilsede sonuca ulasana kadar gegen siirede
onemli kayiplar verilmektedir. Enfeksiyonlarin birden ¢ok defa tekrarlanmasi daha
stk kemoterapdtik kullanimina bu da tedavi maliyetlerinin artmasina yol agarken,
kemoterapotik madde kalintilarinin suya gegmesi ile birlikte dogal ortamda bulunan
su canlilarinda birikime neden olmaktadirve bu canlilarin insan tarafinda tiiketimi
insan sagligini tehdit etmektedir. Nitekim kemoterapdtiklerin uzun siire kullanimi
hem flora bozukluguna hemde vitamin noksanligina neden olarak, baliklarda gelisim
geriligine neden olmaktadir. Ayrica kemoterapdtiklerin immun sistemi {izerinde
olumsuz etkileri vardir. Bu nedenle tiim diinyada bakteriyel balik hastaliklarinin
tedavisinden ¢ok, korunma hedeflenmis ve bu hastaliklar igin etkin asilar
gelistirilmistir. Genel olarak asinin pozitif etkileri su {iriinleri yetistiriciliginde 6lim

oranlarini azaltmaktadir (Sommerset, 2014).

Baliklarda uygulanan asilama metotlar, s6z konusu olan canlinin su igerisinde
yagamast ve intensif yetistirilmesi nedeniyle diger kara hayvanlarindan bazi
farkliliklar gostermektedir. Bununla birlikte baliklarda asilar enjeksiyon yontemi
basta olmak iizere oral, piiskiirtme (sprey), immersiyon (daldirma), banyo,
hiperozmotik infiltrasyon ve anal intubasyon yoluyla uygulanmaktadir. Bunlardan en
etkini enjeksiyon yolu ile asinin uygulanmasidir. Gerek ikinci derecede etkili olan
anal intubasyon yoOntemi ile ve gerekse enjeksiyon yontemi ile binlerce balig
astlamak pratik degildir. Oral yolla verilen as1 ise sindirim kanalinda tahribata
ugramast veya rezorbe olmamasi nedeniyle yeterli seviyede bagisiklik
vermemektedir. Su anda da bakteriyel hastaliklardan korunmada ticari asilama

metodu olarak immersiyon ya da banyo yontemi tercih edilmektedir.

Vibriozis iilkemizde hem tatli su hemde deniz baliklarinda goriilen en yaygin ve
Oonemli hastaliklardan Dbiridir. Etkeni olan Vibrio anguillarum (Listonella
anguillarum) Ik kez 1893 yilinda izole edilmis ve Bacterium anguillarum olarak
adlandirilmigtir. 1909 yilinda V. anguillarum, 1986 yilinda Listonella anguillarum
olarak adlandirilmistir.Vibriozis asis1 ilk defa 1970°li yillarda Kuzey Amerika

kiyilarinda goriilen V.anguillarum ve V.ordalii enfeksiyonlarina karsi uygulanmistir.



Gliniimiizde ticari olarak hem yerli hem de ithal asilart mevcuttur (Timur ve Korun,
2004; Tanrikul, 2007; Korun ve Timur, 2008; Cagirgan vd.,2009; Ekici,2010; Tiirk
vd., 2013; Altinok vd., 2015).

Yersiniozis, kizil agiz adiyla bilinen ve alabaliklarda yaygin goriilen hastaliktir.
Etkeni olan Yersinia ruckerii ilk kez Amerika’da 1950’de Idoha — Hagermann
Vadisi’nde izole edilmistir (Ross vd,1966, Bursch,1982, Ellis, 1988a,b). Ulkemizde
ise ilk izolasyon 1991 de yapilmistir (Timur ve Timur, 1991). Ticari olarak hem yerli
hem de ithal asilar1t mevcuttur (Austin ve Austin, 1999,2007)

Lactococcozis 1974 yilinda Japonya’da tespit edilmistir. Ulkemizde 2001 yilinda
tespit edilmistir (Diler vd., 2002; Altun vd., 2004). Etkeni olan Lactococcus garvieae
(Synonime  Enterecoccus  seriolicida)’nin  neden  oldugu enfeksiyonlar
(Streptococcosis veya Lactococcozis) diinyanin farkli cografik bolgelerindeki tatli su
ve deniz balig1 tiirlerinde yaygin olarak goriilmektedir. Hem yavru hemde Pazar
boyu baliklarda 6nemli ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Ticari olarak hem
yerli hem de ithal asilar1 mevcuttur (Ceschia vd., 1998; Eldar ve Ghittino, 1999;
Diler vd., 2002; Eyngor vd., 2004; Salati vd, 2005 Romalde vd., 2004; Kubilay vd,
2008)

Gilinlimiizde virtlilensi yiiksek insan ve hayvan hastaliklar1 asilama ile kontrol altina
alimabilmektedir. Halbuki balik hastaliklarina karsi gelistirilen mevcut asilar hala
gelisme asamasindadir. Yersinia ruckeri, Vibrio anguillarum, Pasteurella piscicida
ve Aeromonas salmonicida bakterileri ile ticari asilar gelistirilmistir. Bunlardan
vibriozis, yersiniozis, frunkulozis ve pasteurelozis asilari ticari olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Ancak asilarda basar1 korumanin yiiksek olmasi ve koruma
stiresidir. Yapilan arastirmalar mevcut asilarin yarilanma siireleriniin yanisira
etkinligini artirmak iizere yapilmaktadir. Bu amagla farkli adjuvantlar ile asilama

denemeleri yapilmaktadir (Sommerset, 2014).

Bir bolgede hiikiim siiren birkag hastaliga kars1 birden fazla as1 karisiminin verilmesi
ancak ¢ok duyarli aragtirmalarin neticesine gore miimkiin olmalidir. Cilinkii asilardan
birisi digerinden daha ¢ok immunojenik olabilir. Bu nedenle antijenik rekabet

sebebiyle daha ¢ok immunojenik olanlar immu sistemi daha etkin olarak



kamciladigindan diger asiya karsi viicudun tepkisi baski altina alinmis olur. Hangi
asilarin bir arada kullanilip kullanilmayacagina bir kurala baglama olanagi yoktur.
Bu ancak arastirmalarla saptanir. Baliklarda vibrio suslarina karsi gelistirilmis

polivalan agilar monovalan, bivalan asilardan daha iyi sonu¢ vermistir.

Tek bir as1 ile agilama yapildig1 zaman, o aginin yapisinda bulunan ¢esitli antijenlere
kars1 antikor olusur. Fakat bu antikorlarin ¢ok azi koruyucu etkiye sahiptirler. Bu
nedenle genelde bagisiklikta etkin olan antijenler genelde as1 olarak kullanilir.
Boylelikle antikor olusturan sistem yalnizca bagisiklik veren antijenlerle uyarilmis
olur. Oysa adjuvant kullanimi1 asinin etkinlik siiresini uzatarak tek seferde uzun siireli
koruma imkani1 sunarak, cifliklerde as1 maliyetini diisiirme olanagr saglamay1

hedeflemektedir.

Inaktif mikroorganizmalarin viicutta ¢ok hizli sekilde katabolize olmalari, immun
yanit1 yeterince uzun siire uyaramamalarina neden olur. Bu nedenle inaktif asilarin
etkinligini arttirmak i¢in, viicutta daha uzun siire kalmalarim1 saglayacak ve
immunolojik bellegi uyaracak sekilde verilmeleri gerekir. Bu amagla kullanilan

maddelere adjuvantdenir(Ellis, 1989).

Adjuvantlar isimlerinden anlasilabilecegi gibi antijen ile birlikte etki yaparak antijeni
daha immunojenik hale getiren béylece immun yaniti arttiran maddelerdir. Bunlar
etki mekanizmalar1 farkli ve ¢ogu kere iy1 anlasilamamis cesitli maddeleri igerirler.
Baliklarda immunizasyonda bir ¢cok kimyasal ve biyolojik madde sonradan kazanilan
bagisikligr arttirmak i¢in kullanilmaktadir. Freund's incomplete adjuvant antikor
iretimini arttirmasi ve yliksek immunostimulant etkiye sahip olmasi nedeniyle balik
immunolojisinde genis¢e kullanilmaktadir. Ancak bu adjuvantin kullanilmasi
enjeksiyon yerinde nekrotik veya granulamatdz lezyonlara neden olmaktadir
(Anderson ve Dixon, 1984, Ellis, 1989). Baliklarda etkili olarak kullanilan diger
adjuvantlar arasinda banyo yolu ile uygulanan dimethylsulphoxide (DMSO) ve
intravendz enjeksiyonla verilen deniz tunicat (Ecteinascidia turbinata) ekstrakti

(ETE) bulunur ve bu adjuvantlar ticari olarak kullanilmaktadir.

Vibriozise kars1 as1 uygulamasi ilk defa 1970°1i yillarda Kuzey Amerika kiyilarinda

goriilen V.anguillarum ve V.ordalii enfeksiyonlarindan korunmaya yonelik olarak



uygulanmistir. Giintimiizde vibriozise karsi gelistirilmis olan ticari agilarin biiyilik
cogunlugu inaktif asilardir. Bu inaktif agilarda, sahada agir hastalik tablosu olusturan
(patojenitesi yiiksek olan) suslar kullanilmistir (Toranzo vd., 2005).

Infeksiyoz hastaliklardan korunmak amaciyla as1 uygulamalari 200 yil &ncesine
dayanmaktadir. Baliklarda as1 ¢alismalar1 70-80 yillik bir ge¢misi olmakla birlikte
son 30 yildir ise ¢alismalar biiyiik gelisme kaydetmistir. Yapilan son ¢alismalar
asilarin  etkinligi ve koruma siiresini artirmaya  yoneliktir  (Gudding
vd.,2014).Vibriozis, yersiniozis ve lactococcozise karsi yapilan ¢ok sayida aragtirma
mevcuttur ve bu hastaliklara karsi ticari asilarda gelistirilmistir. Ancak bu ii¢
patojene karsi karma asi uygulamasi olmadigi gibi koruma siireleri ile ilgili

calismalarda sinirli kalmaktadir.

Ayrica yapilan caligmalar arastirmacilarin {ilkelerindeki ekonomik Oneme sahip
tiirler {izerinde yogunlasmistir. Ulkemizdeki en énemli tiirlerden biri olan gokkusag
alabaligimin son donemlerde bu enfeksiyonlara sik¢a maruz kalmasi da géz ontinde
bulundurularak asi ¢alismalarinin bu etkenler lizerinde denenmesi biiyilk 6nem arz

etmektedir.

Bu arastirmada, gokkusagi alabaligina (Oncorhynchus mykiss W., 1792) ig¢in
yersiniozis, lactococcozis ve vibriozis enfeksiyonuna karsi inaktif polivalan
adjuvantli asilarin gelistirilmesi amaclanmistir. Bu calismada fakiiltemizde hasta
gokkusag1 alabaliklarindan izole edilenYersinia ruckeri, Lactococcus garvieae ve
Vibrio anguillarum, suslaridan as1 tiretimi gergeklestirilerek, asinin etkinliginin ve

stiresinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Gokkusag Alabah@

Gokkusagr alabaligi (Oncorhynchus mykiss) Kuzey Amerika’ya ait bir tiir olup 19.
yiizyillda Avrupa’ ya getirilmistir. Ulkemizde 1970’ li yillarda baslayan yetistiricilik
calismalar1 glinlimiizde oldukg¢a 6nemli gelismeler gostermistir (Alpbaz, 2005).

Balik¢ilik Dernegi balik isimleri komitesi tarafindan Salmo gairdnerii olarak bilinen
gokkusagi alabaliginin bilimsel adi Onchorynchus mykiss olarak degistirilmistir
(Tippets ve Moyle 1978, Cagiltay, 2011). Gokkusagr alabaliginin viicudu uzun,
kismen basik yapidadir. Pullari sikloid ve kiigtiktiir (Sekil 2.1). Cok sayida beneklere
sahip yan c¢izgisi gokkusagini andiran bir renkte olmasi nedeniyle diger alabalik
tirlerinden kolayca ayirt edilebilir. Karin kismi giimiisi renkte, sirt rengi koyu
yesilden kahve-yesile degisen bir renktedir. Kuyruk yiizgeci catalli kuyruk ve yag
yiizgecinde ¢ok sayida siyah noktalar vardir (Emre ve Kiiriim, 2007; Cagiltay, 2011).
Gokkusagi alabaliginin sistematikteki yeri Cizelge 2.1°de verilmistir.

Sekil 2.1. Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)



Cizelge 2.1. Gokkusagi alabaliginin sistematikteki yeri

Gokkusagi alabaligi
Alem (Regnum) Animalia
Altalem (Subregnum) Eumetazoa
Infraalem (infraregnum) Bilateria
Ustsube (Superphylum) Deuterostomia
Sube (Phylum) Chordata
Altsube (Subphylum) Vertebrata
Infrasube (Infraphylum) Gnathostomata
Ustsinif (Superclassis) Osteichthyes
Sinif (Classis) Actinopterygii
Altsinif (Subclassis) Neopterygii
Infrasimf (Infraclassis) Teleostei
Usttakim (Superordo) Protacanthopterygii
Takim (Ordo) Salmoniformes
Aile (Familia) Salmonidae
Altaile (Subfamilia) Salmoninae
Cins (Genus) Oncorhynchus
Tiir (Species) Oncorhynchus mykiss*

* Integrated Taxonomic Information System

Gokkusagr alabaligi cevre kosullarmma c¢ok iyi adapta olmasi, aktif yem almasi
nedeniyle beslemenin kolay olmasi, diger alabalik tiirlerine gore nispeten daha kisa
kulugka stiresinin olmasi, sagim, dol alimi, yavrularun yapay yemle beslenmesi ve
biiylitme islemlerinin daha kolay ve ekonomik olmasi, hastaliklara kars1 daha direngli

olmas yetistiriciliginin yayginlagmasina sebep olmustur.

2.2. Gokkusag Alabah@ Yetistiriciligi

Gokkusagr alabaligi, yliksek sicakliklara, uygun olmayan c¢evre sartlarmma daha
dayanikli, biiylime hizi daha fazla ve yemden yararlanmasi daha iyi oldugu i¢in en
yaygin yetistiriciligi yapilan tiirdiir. Ortalama 10-11 ayda porsiyonluk agirliga

ulasabilmektedir.

Gokkusagr alabaligimin Tiirkiye’de yetistiriciligi ise 1970’li yillarda kamu ve 6zel
girisimciler tarafindan baglatilmistir. Diinya genelindeki kiiltiir balik¢iliginin
gelisimine kosut olarak iilkemizde de 6zellikle iistiin yetistirme avantajlar1 nedeniyle

Gokkusagr alabaligi iiretimi bilyiik asamalar katetmistir. Onceleri kiigiik isletmeler



tarafindan gercgeklestirilen Gokkusagi alabaligr tiretimi, 1990’11 yillardan itibaren

entegre iiretim tesislerine donligmiistiir (Y1lmaz, 2011).

2.3 Alabaliklarda Vibriozis, Yersiniozis ve Lactococcozis Enfeksiyonlari

2.3.1. Lactococcozis

Lactococcocus garvieae (=Synonime Enterecoccus seriolicida )‘nin etken oldugu
enfeksiyonlar ( Streptococcozis veya Lactococcozis ) diinyanin farkli cografik
bolgelerindeki tatli su ve deniz baligi tiirlerinde yaygin olarak goriilmektedir
(Kusuda ve Salati 1999; Chen vd., 2001; Eldar ve Ghittino 1999; Toranzo vd.,
1994; Nieto vd., 1995; Salati vd., 1996; Muzquiz vd., 1999; Austin ve Austin,
1999). Ulkemizde ise 2001 yilinda ortaya c¢ikmistir (Diler vd., 2002, Altun vd.,
2004).

Gram pozitif, flagellasiz, hareketsiz, sporsuz, tek ya da kisa zincirler olusturan bir
bakteri olan L. garvieae, birgok tatli su ve deniz baliginda lactococcozis hastaliginin
etkenidir. L. garvieae nin neden oldugu Lactococcozis hiperakut ve hemorajik

septisemi olarak tanimlanmistir.

Bu hastalik ilk olarak Japonya’da 1958 yilinda hasta gokkusagi alabaliklarinda
enterokok cinsi bakteriler tarafindan olusturulan bir olgudan izole edilmistir.
Avrupa’dagdkkusag: alabaliklarinda ilk salgin 1988 yilinda Ispanya’da ortaya
cikmistir. Ulkemizde hastaligin ortaya ¢ikist 2001 yilinda Mugla bélgesindeki
alabalik isletmelerinde olmustur (Diler vd, 2002). L. garvieae, gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) isletmelerinde 6zellikle su sicakligmin 15°Cve {izerine
ciktig1 donemlerde (su kalitesi ve isletmedeki hijyen sartlarmin iyi olmadigi

durumlarda) ciddi kayiplara neden olmaktadir (Altun vd, 2004).

Gokkusagr alabaliklarinda her boyda (porsiyonluk ve anaglar dahil) yiliksek
mortaliteye neden olmasi sebebiyle balik isletmelerinin ekonomik kayiplart biiyilik
olmaktadir. Hastaligin, antibiyotik kullanilarak 6nlenmesi ise tedavi sonrasi olusacak
stres kosullarinda enfeksiyonun niiks etmesi sonucu sinirlt olmakta ve antibiyotiklere
direng gelistirebilmektedir. Ayrica antibiyotik kullanimi bagisiklik sisteminin

baskilanmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle bu hastaliga kars1 miicadelede en etkili



yontem asilama yapmaktir (Eldar vd., 1997). Isletmelerde hastaliktan korunmada en
etkili yol; optimum yetistiricilik sartlari, gerekli hijyenik tedbirler saglanarak ve

hastalik ortaya ¢ikmadan 6nce baliklarin immunizasyonudur.

2.3.2. Yersiniozis

Enterobakterilerin karakteristik 6zelligini gosteren Gram negatif bakteriyel balik
patojenidir. Bu patojen gokkusagi alabaliklarinda akut bakteriyel bir enfeksiyon
olan enterik kizil agiz hastaligina (ERM) neden olmaktadir. ERM hastaliginin
etkeninin izolasyonu 1950 yilinda Rucker tarafindan yapilmis ve bu etken Ewing

(1978) tarafindan identifiye edilerek Yersinia ruckeriolarak isimlendirilmistir.

Yersinia ruckeri, dzellikle solmonlarda septisemik karakterli akut veya kronik seyir
gosteren yersiniozise (enterik kizil agiz hastalifina) neden olur. Tiim diinyada ¢ok
genis bir yayilim gosterir (Austin ve Austin 1999). Fakat gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) hastaliktan en fazla etkilenen tirdiir. Y. ruckeri’nin
tilkemizde ilk defa, 1991 yilinda Denizli ve Izmir’deki isletmelerden izole edildigi

bildirilmistir(Cagirgan ve Yireklitiirk 1991; Timur ve Timur 1991).

Yersiniozis, balik nakilleri, rezervuar canlilarin rolii (salmonid olmayan baliklar, su
samuru, hindi, yer solucani, misk faresi, kerevit, marti) ve koruyucu Onlemlerin
(hijyenik tedbirler, asilama) alinmamasi nedeniyle isletmelere hizla yayilarak
alabalik yetistiriciliginin en Onemli sorunlarindan biri haline gelmistir. Dogal
enfeksiyonlarda oliimler, patojene maruz kaldiktan 5-19 giin sonra baslar, alinan
patojenin miktarma gore, 30-60 giin devam eder. Etken bu baliklarin diskilariyla
suda yayilim gostererek diger baliklarida enfekte eder. Hastaligin seyri 15 — 18 °C su
sicakliginda en yiiksek seviyeye c¢ikarken, 10 °C ve daha altindaki sicakliklarda ise
baliklarda klinik belirtiler goriillmez (Altun, 2001).



2.3.3. Vibriozis

Vibriozis, Vibrio tiirlerinin neden oldugu bir bakteriyel hastalik olup hemen hemen
tiim diinyada kiiltiir balik¢ilig1 yapan isletmelerde 6nemli ekonomik kayiplara neden
olan bulasict bir hastaliktir. Etken Vibrionaceae familyasina ait Vibrio tiirlerinden
olup, en 6nemli tiraVibrio(Listonella) anguillarum’dur (Austin ve Austin, 1999;
Toranzo vd., 2005). Ilik su hem de soguk su balik tiirlerinde goriilen ve hemorojik
septisemiye neden olan bir etkendir (Toranzo vd., 2005). V.
anguillarum48'denfazlabalik tirindehastaliganeden olur.Bubakterihastaligin
dominanttiiriiolmasinaragmendigerVibriotiirleridebu hastalikta roloynar
(Akayl1,2001).

Vibriozis iilkemizde de deniz balig1 yetistiriciligi yapan isletmelerde 6zellikle levrek
ve son zamanlarda gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapan isletmelerde ciddi
kayiplara neden olan bakteriyel bir hastaliktir (Cagirgan, 1993; Akayli, 2001; Ekici
vd., 2005). Ulkemizde tatli suda kiiltiirii yapilan alabaliklarda ilk defa 2000 yilinda
bir kuluckahanede yetistirilen yavru alabaliklarda goriilmiistiir. Hastaligin
olugmasinin nedeni olumsuz c¢evre kosullar1 ve strestir. Etken deri, solunga¢ ve aniis
yoluyla viicuda girmektedir. Enfekte gidalarin agiz yoluyla verilmesiyle hastalik
bulasmaktadir. Bu nedenle taze yemler pastdrize edilmelidir. Tath sularda 1- 4 °C
gibi diislik sicakliklarda da goriilebilir. Agir metaller viicut yiizeyindeki mukusu
denatiire etmesi nedeniyle hastalifin ortaya ¢ikisin1 kolaylastirir. Bu nedenle CuSOg4
uygulamalar1 vibriozis salginlarinda patlamalara neden olmaktadir. Hastalik deniz
baliklarinda olumsuz c¢evre kosullari ve stres varhiginda % 40-60’lara varan
mortaliteye neden olmaktadir. Salmonidlerde ise mortalite orant % 90’ a kadar

cikamaktadir (Austin ve Lee 1992).

2.4. Baliklarda Bagisikhik Sistemi

Baliklarda bagisiklik sistemi dogal (spesifik olmayan) ve kazanilmis (spesifik)
bagisiklik olarak iki ana grupta simiflandirilabilir (Kav ve Erganis 2007). Baliklarin
bagisiklik sistemi, baz1 farkliliklara ragmen, yiiksek omurgalilar ile fizyolojik olarak

benzerlik gostermektedir. Baliklar yiiksek omurgalilarin aksine, yasamlarinin erken
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embriyonik asamalarindan itibaren serbest yasayan organizmalardir ve hayatta

kalmak i¢in dogal bagisiklik sistemine bagimlidirlar. (Rombout vd., 2005).

Tiim omurgalilarda oldugu gibi, baliklarda da hiicresel ve humoral bagisiklik
tepkileri ve ana fonksiyonu bagisiklik savunmasinda yer alan merkezi organlar
bulunur. Baliklar ve memeliler bagisiklik fonksiyonuyla ilgili baz1 benzerlik ve
farkliliklar gostermektedir (Cizelge2.2). Viicut kompartmanlarina ve hiicre diizenine
bagl farkliliklar1 dikkate alarak, memelilerde bulunan jeneratif ve sekonder lenfoid
organlarin ¢cogu, lenfotik nodiiller ve kemik iligi harig, baliklarda da bulunur. Bunun
yerine, On bobrek, aglomeriiler, hemopoietik islevler dstlenir ve yiiksek
omurgalilarin aksine melanomakrophajik merkezler yoluyla IgM ve bagisiklik
hafizasinin fagositoz, antijen isleme ve olusumundan sorumlu ana bagisiklik

organidir (Tort vd., 2003).
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Cizelge 2.2. Gergekgeneli baliklar (Gnathostomata) ve memeliler arasindaki immun

sistem farklari

Gergekceneli bahiklar Memeliler
(Gnathostomata)
Sicaklik arahgi -2°C /35°C 36,5°C /37,5°C
Onciil cevre Su Hava
Metabolizma Poikilotermik (Baz1 Homotermik
5 baliklarda Endotermik)
:E Humoral
% Cesitlilik
= Ig tipleri IgM, 1gD (Teleostei) IgM, IgA ,1gD, IgE, 1gG
=z IgM, 1IgX/IgR, IgW
= (Chondrichthyes)
2
/M Ig gen Coklukiime ( bazi Teleostei Translokon
diizenlenmesi ve Chondrichthyes)
Non-spesifik birkag C3 izoformu C3 izoformu yok
cesitlilik (Teleostei)
- Antikor afinitesi Diisiik Yiiksek
% Antikor yaniti Yavas Hizli
é Hafiza yamiti Zayif Giiglii
o
= Afinite Diisiik ya da Eksik Yiiksek
s olgunlagmasi
=5 Diisiik Sicakhk Yiiksek bagisiklik, Diisiik bagisiklik
c immunsupresif yanit
8 (sadece Poikilotermik
baliklarda)
Hematopoetik Onbobrek (Teleostei) Kemik iligi
doku Epigonal ve Leydig
organlari, Meningeal doku,
orbital ve subcranial
- hematopoetik doku
‘_g (Chondrichthyes)
g) Timus Tiire bagli mevsimsel ve Yasa gore etki gosterir
bl SNTET
®) hormonal degisikliklerden
- etkilenir
‘S
= Lenfoid diigiimler Yok Var
<)
- Bagirsak Organize degil, lenfoid Organize, Payer plaklari
baglantih lenfoid | agregatlar, Leydig organi ve
dokular (GALT) spiral vana
(Chondrichthyes)
Germinal merkez Yok Var
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2.4.1. Bagisiklik sisteminin ontogenezi

Ontogenez bir organizmanin dollenmis yumurtadan veya zigottan baslayarak ergin
ve olgun bir foruma gelinceye kadar embriyonel safhalarda gecirdigi degisimleri ve
gelisimleri tanimlamaktadir. Balikk immiin sistemi olgunlagsmasinin analizinde,
baliklarin patojenlere cevap vermesine ve asi ile korunmaya erismesine izin veren
immiino uygunlugun durumunun belirlenmesinde 6nemli bir sorundur (Uribe vd,
2011).

Teleost baliklarinin bagisiklik sisteminin ontogenezi gokkusagi alabaligi, yaymn
balig1 (Ictalurus punctatus), zebra baligi (Danio rerio) ve orfoz (Acanthistius
brasilianus) da dahil olmak iizere ¢esitli tiirlerde incelenmistir. Teleostlar,
hematopoezin ilkel modelleri olarak tanimlanmis, ilk hematopoietik organa
intermediate hiicre kiitlesi (ICM) adi1 verilmistir. Afrika Killifish balig
(Pseudepiplatys annulatus) ve gokkusagi alabaliklarinda yumurta sarisi kesesinde
kisa bir siire icin hematopoez mevcuttur ve daha sonra ICM'ye gecer (Zapata vd.
2006). Bagisiklik tepkisine katilan organlarin gelisimiyle ilgili olarak 6n bobrek ve
timus, gokkusagi alabaligi ve Atlantik somon baliklarinda kulucka baslamadan 6nce
tamamlanmig olarak kabul edilir (Razquin vd. 1990); buna karsin Cipura (Sparus
aurata), orfoz ve kalkan (Scophthalmus maximus) baliklarida dahil bir¢ok deniz
tirtinde inkiibasyonun sonunda bu netlik kazanilmamustir (Uribe vd, 2011). Farkli
teleostlarda, her tiirdeki gelisim evrelerini belirlemek i¢in kullanilan farkli yontemler
ve bu asamalarin sicaklik, fotoperiyod ve benzeri gevresel parametrelere bagimlilig
nedeniyle, somut, ortak bir bagigiklik sistemi gelisimi modeli olusturmak zordur
(lwama ve Nakanishi, 1996). Bu farkliliklara ragmen, deniz teleostlarindaki
lenfomiyeloid organ gelisim siras1 sOyledir: bobrek, dalak ve timus ancak larval
dalak, lenfopoetik fonksiyona gore daha fazla eritropoetik fonksiyona sahiptir
(Schroder vd., 1998).

Lenfositlerde IgM'nin ilk ortaya c¢ikisi balik tiirleri arasinda oldukg¢a farklilik
gostermektedir (Magnadottir vd., 2005). Bununla birlikte, B-lenfositleri ve
immiinoglobulinlerin ilk ortaya ¢ikisi, tatli su tiirlerine kiyasla deniz tiirlerinde daha
ge¢ ortaya ¢ikmaktadir ve IgM ilk ortaya ¢iktiginda larvalar yaklasik 20-30 mm
uzunluga ulasmistir. Benekli wolfish (Anarhichas minor, Olafsen) baliklarinin
dollenmemis yumurtalarinda anneden transferi kanitlayan kompleman bileseni C3

bulunmustur (Uribe vd, 2011).
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2.4.2. Baliklarda lenfoid organlar

Timus, bobrek (6n ve orta) ve dalak, teleostlarda en biiyiik lenfoid organlardir.

On Bobrek ' Deri

<Nl

y . F
Ao i i : 3
7 :
Solmngag L Dalak
Karaciger GALT- Bagrsak

Thiskili Lenfoid Doku

Sekil 2.2. Baliklarda lennfoid organlar

2.4.2.1. Timus

Bu organin iki lobu vardir, homojendir ve operkulumun dorsal komissiiriinde
subkutandz olarak diizenlenmis ve farengeal epitelin mukoza dokusu ile Ortiilmiis
ince bir oval lemfoid doku tabakasi ile temsil edilmektedir. Balik timusunu
karakterize eden yapi, lenfoid kabugu dokusunu c¢evreleyen bir kapsiildiir. Temel
olarak, timus, T hiicrelerinin kapsiillenmis ¢ogalmasint destekleyen makrofajlarin bir
birlesmesi olarak diisiiniilebilir (Davis vd 2002). Timus yapisinin farklilagsmast,
teleostlarda oldukg¢a degiskendir ve bircok tiirde, yiiksek omurgalilarda bulunan
korteks ve medulla arasindaki farkliligi gozlemlemek miimkiin degildir (Bowden vd,
2005). Ayrica, bu organda miyeloid hiicreler ve eozinofilik graniiler hiicreler
bulunur. Timus, T hiicrelerinin {iretiminden sorumludur (Uribe vd, 2011). Timusun
baliktaki inversiyonu, hormonal dongiilere ve mevsimsel degisimlere daha fazla
baglidir. Kan filtrasyonu ve eritrositik yikim, elipsoid kilcal damarlara bagh
makrofajlarin  birikmesiyle olusan melanomakrophajik merkezler tarafindan
gerceklestirilir. Bu merkezler antijenleri uzun siireli immiin kompleksler olarak

tutabilirler (Tort vd, 2003).
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2.4.2.2. Bobrek

Teleost baliklarindaki bobrek, omurgalilarda kemik iliginin esdegeridir ve
yetiskinlige kadar olan en biiyilk hematopoez alanidir (Zapata vd. 2006). Gokkusagi
alabaligindaki bobrek, kuluckadan sonra, Ozellikle kirmizi kan hiicreleri ve
graniilositleri tliretiminde 1yi geligsmistir. Yapilan ¢alismalarda déllenmeden 12 ila 14
giin sonra IgM salan lenfoid hiicrelerin varhigini gostermektedir (Castillo vd., 1993)
ve inkiibasyon periyodunun sonundan sekiz giin once embriyolarda ELISA ile
IgM'nin iki varyant1 da tespit edilmistir (Sanchez vd, 1995). Bu bulgu, B hiicrelerinin
bir kaynaginin bobrekte veya diger hematopoietik alanlarda kulugka doneminin
bitiminde dnce bulundugunu ileri stirmektedir. Yapisal olarak anteriyor bobrek, lenf
dokusu icin destek saglayan bir retikiiler lif agindan olusur ve siniissal
retikiiloepitelyay1 hizalayan hematopoietik sistem hiicreleri arasinda dagilmis olarak
bulunur . Anterior bobrekte bulunan ana hiicreler, melanomakrofaj merkezleri
(MMC'ler) ve lenfoid hiicreler olarak adlandirilan ve tiim gelisme evrelerinde
bulunan ve ¢ogunlukla Ig + hiicreleri (B hiicreleri) olarak bulunan makrofajlardir
(Press vd., 1994). Retinikiiler hiicreler, lenfoid hiicrelerin fonksiyonu i¢in gerekli
etkilesimlerin saglanmasinda ve siniizoidlerin endotel hiicrelerinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ikinci sistem, endositozu gergeklestirme kabiliyeti nedeniyle kan
filtrelemesinin ana bilesenidir (Danneving vd, 1994; Uribe vd, 2011). Balikta
bobregin kendine 6zgii bir 6zelligi vardir: 6n bobrek ayn1 zamanda memeli adrenal
bezleri ile homolog olan, kortikosteroidleri ve diger hormonlari salgilayan 6nemli bir
endokrin organdir. Boylelikle, 6nemli diizenleyici islevler ve bagisiklik-endokrin
etkilesimleri ve hatta néroimmunoendokrin baglantilar i¢cin merkezi bir organdir

(Tort vd, 2003).

2.4.2.3. Dalak

Dalak, elipsoidleri, melanomakrofaj merkezleri (MMC) ve lenfoid doku sisteminden
olugsmakta ve cogu tiirde, elipsoidler birlikte kiimelenerek diger iki bilesenin
cevresinde diizenlenmistir (Ferguson, 1989). Elipsoidler, pulpa i¢inde acilan ve
splenik arteriollerin boliinmesinden kaynaklanan kalin duvarli kilcallardir.
Duvarlardaki hiicreler, antijenlere ait makrofaj fagositozuna aktif olarak

katilmaktadirlar. Genellikle antikorlar veya metabolik iiriinler seklinde antijenler,
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immiinolojik hafizada 6nemli bir role sahip olan uzun siire gézlemlenebilmektedir.
Zebra baliklarinda dalak, dollenmeden sonraki 30 giin iginde biiylik miktarda
eritroblast igeren kii¢iik bir organ olarak kalarak sonraki ii¢ ayda, lenfoblastlar
dalakta goriildiigiinde, ortaya ¢ikan elipsoidler antijenin tutulmasinda yer almaktadir.
Atlantik somon balig1, orkinos ve yaymn balig1 gibi diger baliklarda da benzer bir
gelisim paterni tanimlanmustir (Tort vd, 2003, Uribe vd.,2011).

2.4.3. Kazanilms (Spesifik) bagisikhik

Spesifik bagisiklik tepkisi, viicudun yiiksek 6zglinliik ve afiniteye sahip antijenlere,
antikorlara ve efektor hiicrelere spesifik olarak cevap vermesi i¢in gerekli araglari
saglayan Ozel hiicreler, proteinler, genler ve biyokimyasal mesajlar iceren karmagik

bir ag iceren mekanizmalar yoluyla olusur.

2.4.3.1. Antikorlar

Teleostlarda baskin olan immiinoglobiilin, IgM sinifinin bir tetrameri olup sekiz
antijenik birlestirici bolge igerir (Acton vd, 1971). Gokkusagi alabaligindaki
monomerik ve tetramerik IgM'nin baglanma afiniteleri benzerdir, ancak tetramerik
IgM molekiiliiniin bir kismindaki yapisal bir farklilia bagli olarak kompleksi
monomerik formdan daha etkin bir sekilde aktive eder (Elcombe vd, 1985). IgD
baliklarda tanimlanan ikinci immunoglobulin izotipidir. B hiicrelerindeki espresyonu
ve IgM geninin hemen altindaki konumu ile memelilerdeki IgD ile sekans benzerligi
gosterir. Dahasi, salmonidlerin serumundaki IgM konsantrasyonu, diger teleostlara
(Japon yilanbaligi, cyprinidler ve bazi Perciformes tiirleri) gore oldukca diisiiktiir.
Teleost antikorlar1 deride, bagirsakta, solunga¢ mukusunda, safrada, ve plazmada
sistemik olarak bulunur. Deride ve solungaclarin bagisiklik 6nemlidir, ¢iinkii bu
organlar ¢evreyle dogrudan temas halindedir. Spesifik antikorlar mutlaka sistemik bir

yanit liretmeksizin deride, bagirsakta ve solungaglarda iiretilebilir (Uribe vd., 2011).
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2.4.3.2. immiinolojik hafiza

Balik, ikinci bir antijen maruziyetinden once bellek tepkisi gelistirir. Gokkusagi
alabaligr ayni antijene ilk kez maruz birakildiktan sonra, her iki T Ilenfositin
suboptimal dozlarina antijen bagimli ve bagimsiz bir sekilde tepki verir. Balik, T'ye
bagl antijenlere ikinci kez tepki vermeden Once iki maruz kalmanin kayda deger
oldugunu, oysa T'den bagimsiz antijenin yalmizca bir dozlamayir gerektirdigini
belirtilmistir. Buna ek olarak, yanit daha hizlidir ve birincil yanittan daha biiyiik
boyutta iken, dalaktaki antijene spesifik B hiicrelerinin sayisi, B hiicresine spesifik
antijen prekiirsorlerinin frekansi ile dogru orantilidir. Bu bulgu, sekonder yanitin
bellek B hiicrelerinin genislemesinden kaynaklandigini ve antikorlarda spesifik bir
farkliligin olmadigini gostermektedir. Bununla birlikte, antijenin optimal olmayan
seviyelerine cevabr belki de yiiksek afiniteli reseptorlii B hiicrelerinin bellek B

hiicreleri olarak secildigini gostermektedir (Arkoosh ve Kaattari, 1991; Morrison ve

Nowak, 2002).

2.4.3.3. Spesifik bagisiklikta yer alan sitokinler

Sitokinler, baliklarda adaptif bagisiklikta ve yakin ge¢miste teleostlarda CD4
bulunmasiyla tanimlanmistir; bu sitokinler, T hiicresi alt gruplarinin aktivasyonunu
ve farklilagmasini farkli sitokin repertuarlarini serbest birakmak i¢in yonlendiriyor
gibi goriinmektedir. Th1 hiicre farklilasmasini potansiyel olarak siirdiirebilen tip I ve
tip 1l interferonlar (IFN) mevcut olup, IFN-g ile birlikte tamamen Th1 yanitlarinin
IL-12, IL-15 ve IL-18 ile efektor olmasini saglamaktadir. Th2-tipi sitokinlerle iligkili
olarak, yakin zamanda IL-4'in bir homologu oldugu iddia edilen bir molekiil
bulunmustur; ancak bilinen omurgali IL-4 genleri ile bariz bir benzerligi yoktur.
Bununla birlikte, Th2 hiicre farklilagmasini yonlendiren transkripsiyon faktoriiniin
varhigl, Th2 yanitlarinin balikta var olabilecegini diigiindiiriir, ancak bunun
kanitlanmas1 gereken bir husustur. Son olarak, IL-10 ve TGF-B baliklarda bulunur ve
bu nedenle potansiyel T diizenleyici hiicrelerin efektorlerini olusturabilir (Uribe vd,
2011).
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2.4.3.4. Bagisikhik yamit1 iizerindeki cevresel etki

Baliklarin bagisiklik sistemi ve tepkisi sicaklik, 151k, su kalitesi, tuzluluk ve farkl
stres indiikleyicileri gibi ¢esitli dis faktorlerden biiyiik 6l¢giide etkilenebilir. Baliklarin
poikilotermik dogast geregi onemli olan sicaklik diisiisleri, fizyolojik islevlerinin
hizin1 etkiler (Hayward vd, 2009). Gokkusagi alabaliginda, fotoperiyodun, artan
giindiiz saatlerinin neden oldugu dolasimdaki 16kosit sayisindaki bir azalma yoluyla
bagisiklik tepkisini etkiledigi de gosterilmistir. Fotoperiyodun bir artisi, lizozim
aktivitesinde ve dolasimdaki IgM diizeylerinde artislar da olusturabilir. Dahasi,
cevredeki oksijen seviyeleri bagisiklik tepkisini modiile edebilir; Hipoksi,
makrofajlarin solunum patlama aktivitesini baski altina alir ve dolasimdaki antikor

diizeylerini diisiiriir ve bu da hiperoksi ile yiikselir (Watts vd, 2001; Bowden, 2008).

Ote yandan, balik ortamindaki askida katilarin artan seviyeleri, solungaglarin oksijeni
yakalamadaki yetenegini telafi etmek icin hematokrit seviyelerini yiikseltmeye
yardimci olur. Bu faktor, pargaciklar agisindan zengin bir ortamda beklenen yiliksek
seviyede patojenlere yanit olarak lizozim aktivitesini ve dolasimdaki IgM diizeylerini
de artirir. Tuzluluk artis1, litik enzimlerin aktivitesini, makrofajlarin solunum
patlamasin1 ve dolasimdaki IgM diizeylerini arttirarak bagisiklik parametrelerini de
etkiler. Bununla birlikte, bu degisikliklerin tuzluluk ile iliskilendirilmesinin nedeni su
an bilinmemektedir, ancak bazi arastirmacilar, tuzluluk seviyelerindeki artiglarin
ortamdaki patojen yiikiini arttiracagini ve daha elverisli bir ozmotik ortam yarattigin

onermektedir (Bowden, 2008).

Cevresel pH seviyelerindeki degisiklikler, dolasimdaki lizozim ve IgM seviyeleri
gibi bagisiklik sistemi parametreleri i¢in celigkili sonuglar ortaya koymaktadir.
Ekosistem olusturma ve iiretim yonetimi ile iligkili niifus yogunlugunun bir sonucu
olarak baliklarda stres, dolasimdaki kortizol diizeylerini artirabilir, spesifik
bagisiklikta bir diisiis meydana getirir ve bu nedenle baliklar1 firsatg1 patojenlere
yatkindir (Uribe vd., 2011).
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2.5. Baliklarda immunizasyon

Baliklar poikilotermal canlilardir, bu nedenle asilama yaklasimlar1 asilarin tiri,
asilanacak balik tiirleri, asilamadan sonra immiin yanitin arttirilmasi igin oral veya
intraperitoneal uygulama, uygulama protokoliine 6zel bir odaklanma gerektirir

(Muktar vd, 2016).

Baliklarda antibiyotik direncinin artmasi nedeniyle, mevcut asilarin etkinliginin
arttirilmasinin yani sira ileri agilarin gelistirilmesi ve iistiin immiinomodiilator diyetin
sunulmasi konusunda 6nemli ilerleme kaydedilmistir. Su anda, kiiltiir balik¢iliginda
ast kullanimi, hormon, ilag ve antibiyotik kalintilarindan kaynaklanan olumsuz
etkilerin tistesinden gelmekle birlikte insan saglig: {izerinde potansiyel yararli etkiler

gostermistir (Meeusen vd, 2007).

Gudding ve Van Muiswinkel (2013), ilk balik asilarinin kullanimina 1938'de
Snieszko vd, tarafindan sazandaki Aeromonas punctata'ya karst uygulandigini
bildirmistir. Laboratuarda o6ldiiriilmiis bakteri ile enjeksiyondan sonra baliklarda
koruyucu bagisiklik uyarildigini bildirmislerdir. Bu yenilikten sonra Amerika
Birlesik Devletleri'nde balik asilama, balik hastaliklarinda uygulama ve balik saglig

yonetimi konularinda ¢aligmalar ilerlemistir.

Baliklarin asiyla bagisiklanmasi ile ilgili ilk rapor Duff tarafindan kaydedildi ve
kloroformla 6ldiirtilmiis Aeromonas salmonicidabaktirini igeren bir diyet ile beslenen
alabaliklarda, furunkiiloza kars1 korumayi arttirdigini ortaya koymustur (Duff, 1942).
Y. ruckeri ve V. anguillarum'a kars ilk as1, 1970'li yillarda gelistirilmis ve 1980'lerin

baglarinda ticari su liriinleri yetistiriciligine dahil edilmistir (Dadar, 2016).

Daha sonra 1990'dan itibaren bakteriyel asilar rutin olarak kullanilmis ve bu da su
tirtinleri yetistiriciliginde antibiyotik uygulamasinin azaltilmasina olanak saglamigtir
(Brudeseth vd, 2013). Salmon salar ve Oncorhynchus mykiss'teki Pankreas
hastaliginin (PD) etken maddesi olan salmonid alfa viriisii (SAV) olarak da bilinen
Salmon pankreas hastalig1 virlisine (SPDV) kars1 asilama etkili bulunmustur.
Asilamadan sonra, asilanmis baliklarda PD'nin mortalite ve salgin insidanst da

azalmistir. Simdi, asilar 17'den fazla balik tiiriine erisebilir ve 40'tan fazla iilkede
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22'den fazla farkli tiirde bakteri hastaliginin yani sira 6 viral hastalik i¢in koruma

sagladigini bildirmistir (Dadar, 2016).

Baliklarda asilamanin siki bir sekilde uygulanmasi igin, balik ¢iftliginde asilamadan
sonra lretilen koruyucu bagisikligin siiresini ve yogunlugunu degerlendirmek igin
tam bir balik immiin yanit1 bilgisi gereklidir. Arastirmalar, interferon {iiretimine
neden olan interferon yanitli genlere (IRG'ler) dayanan dogal immiinitenin,
baliklarda viral enfeksiyonlarla karsilasmada birincil rol oynadigini bildirmistir.
Ayrica, IRG'ler 6nemli anti-viral aktiviteden sorumludur ve bunlar, teleostlar da
dahil olmak iizere farkli balik ailelerindeki evrim sirasinda bile korunmus gen

kiimeleridir (Langevin vd, 2013).

Balik agilar1 son yillarda iki, ti¢, dort ve bes farkli antijen karisimindan olugsmaktadir.
Bu tiir polivalan asilar bagisiklik sisteminde daha genis ve karmasik bir antijenler
dizisi olusturur. Tiim antijenlerin koruyucu bir bagisiklik tepkisini tesvik etmesi,
ancak antijenlerin bagisikli§in birbirlerine gore degismesi ve smirl bir kapasitede
olmasi, karigimlari giivenli ve etkili ticari iiriinler haline gelmesinde Onemlidir.
Baliklarin ¢oklu antijenlere cevap verme kapasitesi, konaker tlirleri ve yasi, su
sicakligi, uygulama yolu ve zamansal hususlar dahil olmak iizere ¢esitli faktorlere
bagl olarak degismektedir. Asilarin antijenik ve antijenik olmayan bilesenlerinin
sinerjik veya antagonistik olarak etkilesebilecegi ve spesifik antijenlere karsi
bagisiklik tepkisini uyarabildigi, c¢apraz reaksiyona girdigi, inhibe ettigi veya
bastirabilecegi yoniinde degisik bilgiler mevcuttur(Busch, 1996).

Asilama, su irilinleri yetistiriciliginde bulasici hastaliklar1 6nlemenin en etkili ve
ekonomik yollarindan biridir. Bununla birlikte, etkili asilarin gelisimi, 6zellikle farkli
patojenlerin bir arada oldugu polivalan asilar i¢in halen sinirlidir. Bu baglamda,
polivalan asilar olarak gorev yapan polivalan koruyucu immiinojenler tanimlanmast,

as1 gelistirmede onemli bir adim olmustur.
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2.6. Ticari Bakteriyel Asilar

Diinyada en az 18 bakteriyel hastaliga karsi ticari as1 gelistirilmistir. Ticari asilarda
lic uygulama metodu yaygin olarak kullanilmaktadir. Genellikle banyo ile baslar
bunu oral veya banyo takip eder, son olarakta baliklara enjeksiyon asisi
yapilmaktadir. Bununla birlikte Sili'de piscirickettsiozis enfeksiyonuna karsi
enjeksiyon asisindan sonra oral as1 uygulanmaktadir. Asi rapelleri banyo ya da oral
uygulanmas1 is giiciinii azaltigi gibi streside azaltmaktadir. Immersiyon
uygulamalar1 deniz levreklerinde vibriozis ve pasteurellozise karsi uygulanmaktadir
(Brudeseth vd., 2013).

Kiiresel yetistiricilik degeri yiiksek sanayilesmis salmonid tiirleri olarak Atlantic
salmon, coho salmon, rainbow trout (Oncorhyncus mykiss) ve ayu (Plecoglossus
altivelis) bulunmaktadir. Bu tiirlerde goriilen hastalik tipleri farkli oldugu gibi farkli
bolgelerde siddeti ve olusumu da farklidir. Cizelge 2.3° te asilar, farkli kullanimu,

uygulanan asilama stratejileri listelenmistir.
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Cizelge 2.3. Anadrom ve tatli su alabalik i¢in piyasada mevcut ticari lisansh asilar ve antijenlerin 6zeti.

Tiir Bolge A.salmonicidal|V.anguillarum|V.salmonicida|V.ordalii|M.viscosa| Y.ruckeri |P.salmonis|R.salmoninarum|F.columnaris|L.garvieae| IPNV | ISAV | PDV |IHNV
Norveg Enj Enj Enj Enj Im Enj | Enj Enj
Faroe Adalari Enj Enj Enj Enj Im Enj | Enj
i ili i i i ; Enj, | Enj,
?;II?TT;LK Sili Enj Enj Im Enj, oral oral | oral
Ingiltere Enj Enj Enj
Irlanda Enj Enj Enj
Kuzey Amerika|  Enj, im Enj, im Enj im Enj Enj Enj
Norveg Enj Enj Enj Enj
. .. Enj, im, .
Avrupa Enj Enj, im, oral oral Enj
Alabalik Sili Enj Enj im Enj, oral EP;I
Kuzey Amerika|  Enj, im Enj Im Enj Im
Japonya Im
o .. . . . . Enj, Enj,
Giimiis Sili Enj Enj Im Enj, oral oral | oral
salmon -
Japonya Im
Ayu balig: Japonya Im

Enj = Enjeksiyon as1, Im = Immersiyon as1, Oral = Oral Asu.

Enj"= DNA asis1
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Gokkusagr alabalifinin i¢ sularda ve deniz suyunda iiretimi yapilabilmektedir.
Gokkusagr alabaliginin, Avrupa, Kuzey Amerika, Sili, Japonya ve Avustralya'da
tretim alanlar1 bulunmaktadir. Tatlisu gokkusagi alabaligi iiretimi karsi en sik
kullanilan mevcut lisanshi asilar: furunculosis  (A. salmonicida), vibriozis
(L. anguillarum ve V. ordalii), kis iilseri (M. viscosa), yersiniozis-ERM (Y. ruckeri),
lactococcozis (L. garvieae), flavobacteriosis (F. columnare), piscirickettsiosis
(P. salmonis) ve IPN asilaridir (Brudeseth vd., 2013).

2.7. Balik Asilarinda Kullanilan Baz1 Adjuvantlar

Adjuvant Latince de yardimci olmak anlamina gelen adjuvare den koken alir ve
geleneksel olarak, bir asinin uyarlanabilir bir tepkisinin biiyiikliglinii artiran
yardimc1 maddeler (potens) veya enfeksiyon ve olimii dnleme yetenegi (etkinlik)
olarak tanimlanmistir. Ancak giiniimiizde bilim insanlari, adjuvanlarin, spesifik bir
patojene karst adaptif tepki tipini yOnlendirmesi bakimindan daha Onemli
olabilecegini kabul etmislerdir. Bu nedenle, adjuvanlar simdi bir antijenin i¢
immiinojenisitesini modiile edebilen yapisal olarak heterojen bir bilesikler grubu

olarak tanimlanmistir (Tafalla,2013).

Enjeksiyon asilarimin kullanimi, su iriinleri endiistrisindeki bulasic1 hastaliklarin
kontroliinde anahtar rol oynamaktadir. 1990'dan beri, yag bazli adjuvantli asilar,
mevcut en yaygin ve en etkili asilardir. Bununla birlikte, biiylimede gecikme,
pigmentasyon ve bagirsaklarin yapigsmasi gibi yan etkilere sahip olan adjuvantlarin
olumsuz yan etkileri Onlemede Onemli ilerlemeler kaydedilmis olsa da, yeni
adjuvanlar aramaya baslamistir. Deneysel asilar, beta-glukanlar, polinosinik
polisiktirilik asit (poli I: C), CpG, flagellin ve kapsiil i¢ine alinmis sitokinler gibi
immiino-uyaricilart icermektedir. Asilarin biyolojik olarak pargalanabilen poli
(laktik-ko-glikolik asit (PLGA) icinde kapsiillenmesi oOzellikle ilgi ¢ekicidir
(Bogwald ve Dalmo,2012).

2.7.1. Beta-glukan

Beta-glukanlar, beta-glikosidik baglarla bagli D-glukoz ~monomerlerinin

polisakaritleridir. Tahillarda, mayada, mantarlarda, deniz yosunlarinda ve bazi

23



bakterilerde bulunan degerli bir diyet lifi kaynagidir. Kimyasal olarak beta-glukanlar,
lineer zincirlerde tekrarlayan glikoz kalintilart olan nigasta olmayan polisakaritlerdir
veya glikoz tniteleri, elde edildigi kaynaga bagli olarak birka¢ sekilde dallanmis
halde ¢ogaltilmis dallanmis yapilardir.

Beta-glukanlar, bira mayas1 Saccharomyces cerevisiae, mantar ve bazi bakterilerin
hiicre duvarlarinin ana yapisal bilesenleridir. Kaynaga bagli olarak, ¢oziintirliikleri,
molekiiler kiitleleri, tiglinciil yapilari, dallanma dereceleri, polimer yiikleri ve ¢ozelti
sekilleri arasinda beta-glukanlar arasinda belirgin farkliliklar vardir ve bunlar
immiin modiile edici etkilerini degistirmektedir (Bohn ve BeMiller, 1995; Eccles,
2005). Buna gore, beta- (1, 6) dallanmasi olan bir beta- (1, 3) zincirine sahip olan
beta-glukanlar, yalnizca beta- (1, 3) dogrusal zincirinden daha etkilidir (Bohn ve
BeMiller, 1995; Lam ve Cheung, 2013).

2.7.2. Freund’s Complete Adjuvant (FCA)

Deneysel amaglar icin en yaygin kullanilan ve en etkili adjuvan, Freund’s Complete
Adjuvanttir (FCA). FCA, 1s1yla 6ldiiriilmiis Mikobakteriler ve stirfaktanli bir mineral
yagdan olusmaktadir. Enjeksiyondan Once, sulu bir ¢ozeltideki antijen FCA ile
karistirilarak  stabil bir yag/su emiilsiyonu iretilerek FCA ve antijenlerle
immiinizasyon gii¢lii Thl ve Th17 cevaplarina neden olmaktadir. FCA'nin kullanima,
enjeksiyon bolgesinde graniiloma dahil olmak {izere cesitli ciddi yan etkilerle
iligkilendirilmistir. Bu nedenle, FCA'min kullanimi, etkili bir bagisiklik tepkisi
olusturmak i¢in hayvanlar iizerinde yapilan arastirmalarla smirlandirilmistir

(Tafalla,2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Arastirmada kullamlan bahk materyali, uygulama yeri ve su kalitesi

Arastirmada kullanilan gokkusagi alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss, Walbaum
1792) Aksu-Isparta’da bulunan 6zel bir isletmeden temin edilmistir. Baliklar oksijen
tiipii destegi ile tasima tankinda taginmistir. Denemede kullanilan baliklarin gegmiste
hastalik  gegirmedikleri isletme sahiplerinden Ogrenildigi gibi, arastirmaya
baslamadan rastgele secilen 10 adet balikta bakteriyolojik, parazitolojik ve fungal
enfeksiyon yoniinden incelemeler yapilmis, 6n bobrek ve karacigerden triptik soy
agara (TSA) ekimler yapilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda mikrobiyolojik

yonden (bakteri, mantar, parazit) herhangi bir enfeksiyon tasimadigi gériilmiistiir.

Baliklar Egiridir Su Uriinleri Fakiiltesi’nde betonerme havuzlara yerlestirilerek 21
giin boyunca izlenmis adaptasyonu saglandiktan sonra asi uygulamasi yapilmistir.
1.epriivasyon igin denemenin siirdiiriilecegi Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Balik
Hastaliklar1 Unitesi’nde ki 16 adet yuvarlak fiberglas (0,6 m>hacimli, 450 It su
bulunan) tank (Sekil 3.1.) kullanilmistir. Arastirma siiresince kullanilan artezyen
suyun debisi 12 L/dk, tanklarda ki suyun ortalama sicakligr 12,3-12,5° C, pH’s1 7,2

ve suda ¢éziinmiis oksijen miktar1 7,4 mg/lt olarak Sl¢iilmiistiir.
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Sekil 3.1. Denemenin gerceklestirildigi balik iiretim tesisi ve denemede kullanilan
fiberglas balik tanklari

Aragtirmada toksisitide denemeleri i¢in 200 adet, immersiyon as1 uygulamalari i¢in
660 adet (ortalama agirlik 3,28 g ), ayrica i.p. enjeksiyon yoluyla as1 denemesi (canlt
agirlik ortalama 15-20 g). Boy ortalamasi 8-10 cm olan 2640 adet olmak iizere
toplam 3100 adet saglikli gokkusagi alabalig1 kullanilmistir.

3.1.2. Arastirmada kullanilan yem

Deneme baliklar1 adaptasyon ve deneme siiresince ticari alabalik pelet yemi giinde

iki kez doyuncaya kadar beslenmistir (Cizelge 3.1).
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bilesenleri
Teknik Ozellikler Degerler

Ham Protein %42
Ham Yag %22
Ham Kiil %12
Seliiloz %3
Nem %10
Fosfor 1,5
Metobolik Enerji 4350Kkcal/kg
Amino Asitler 1,6
Yag Asitleri %1
Koruyucular %1,4
Vitaminler 125mg/kg

Cizelge 3.1. Deneme siiresince kullanilan ticari alabalik yeminin kimyasal besin

3.1.3. Arastirmada kullamilansuslar

Aragtirmada daha 6nce Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarinda
yapilan caligmalarda etkili olan L.garvieae, V.anguillarum ve Y.ruckeri suslari

kullanilmistir. Bu suslarin kdkenleri Cizelge 3.2.verilmistir.

Cizelge 3.2. . Calismada kullanilan suslar

Patojen Suslar Koken

Y.ruckeriYR-18/1 Gokkusagi Alabaligi
V.anguillarumVA-M1 Gokkusagi Alabaligi
L.garvieaeLG-M1 Gokkusagi Alabaligi

3.1.4. Asilarin hazirlandig1 kurulus

Bu arastirmada, immersiyon ve enjeksiyon uygulamasi ig¢in L.garvieae,
V.anguillarum ve Y.ruckeri asilar1 Vetal Hayvan Sagligi Tic. A.S., Organize Sanayi

Bolgesi / Adiyaman’da hazirlanmistir.
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3.1.5. Arastirmada kullanilan adjuvantlar

Arastirmada adjuvant olarak Glukan (Sigma G5011) ve Freund’s Complete Adjuvant
(FCA) (Sigma-F5881 ) kullanilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Arastirmada Kullanilan Adjuvantlar

3.2.Yontem

3.2.1.As1 hazirlamada kullamilanpatojenler ve ozellikleri

Deneysel ag1 iiretiminde kullanilmak iizere se¢imi yapilan bakteri suglari stok
kiiltirden alinarak V.anguillarum %2 NaCl ilave edilmis tuzlu triptik soy agara
(TSA), L.garvieae,ve Y.ruckeri ise TSA’ ya ekilmis ve 22°C’de 48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucunda iireyen bakterilerin saflik kontrolleri yapilmistir.

Genel bakteriyolojik testler ile etkenler teyit edilmistir (Austin ve Austin, 2007).

3.2.2. L. garvieae, V. anguillarum ve Y. ruckeri suslarimin fenotipik ézelliklerinin

belirlenmesi

L.garvieae, V.anguillarum ve Y.ruckeri suslarinda Gram boyama,hareket testi (asili
damla metodu), oksidasyon-fermentasyon (O/F), sitokram oksidaz, katalaz, O/129
geleneksel bakteriyolojik testler yapilmistir (Collins ve Lyne, 1976; Holt vd., 1994,
Arda vd., 2002; Austin ve Austin, 2007).
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3.2.3.Asimin hazirlanmasi

3.2.3.1.As1 susunun sec¢imi

Saflik kontrolleri yapilan Y. ruckeri, L. garvieae ve V.anguillarumsuslar1 TSB’de
22°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra TSA’a iiger parelel olacak sekilde ekimler
yapilarak canli bakteri sayimi (kob / ml) yapilmistir (Arda, 1998). Ayrica
bakterilerin TSB’da 24 saatlik kiiltiirlerinden spektrofotometrede 625 nm dalga
boyunda Optik Dansite Degeri (0.80) belirlenmis bdylece kob/ml degeri ile O.D.
degeri karsilastirilarak, hazirlanacak deneysel asinin standardizasyonu (mililitredeki
bakteri sayisinin her defa belli sayida olmasinin saglanmasi) yapilmigtir. Polivalan

as1 her bir sustan esit miktarda ve dozda tiretilerek hazirlanmstir.

3.2.3.2.Asmin iiretimi

Y. ruckeri, L. garvieae ve V. anguillarum bakterilerinin saf kiiltiirlerinden kob/ml
sayist belli olan bakteri inokulumlari hazirlanmis ve fermentorde inokule edilerek
bakterilerin kiiltliri yapilmistir. Fermentdrde {iretilen bakteri kiiltiirleri as1
calismalarinda kullanilmak tizere hedeflenen kob/ml’de bakteri sayisina ulastig
zaman fermantasyon durdurularak bakterilerin inaktive edilmesi i¢in son
konsantrasyonu %0,4 ile %0,7 olacak sekilde formaldehit ilavesi yapilmistir.
Boylece bakterilerin 24 saatte inaktivasyonlar1 gercekletirilmistir. Daha sonra
fermentorde liretim ve inaktivasyon asamalarindan sonra elde edilen iiriinlin bakteri
sayist 10 ile 10'° kob/ml olacak sekilde ayarlanmustir. Asilar Vetal Hayvan Saghg
Tic. A.S., Organize Sanayi Bdlgesi / Adiyaman’da hazirlanmis soguk zincirde
uygulama yapilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir. Hazirlanan deneysel as,
immersiyon ve i.p. enjeksiyon yolu ile immunizasyonda kullanilmistir.Adjuvanth
asillarda FCA 1:1 oraninda karistirilmig, glukan ise 100 pg/ml oraninda ilave

edilmistir.
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3.2.3.3.Sterilite testi

Uretilen asilarda herhangi bir mikrobiyal kontaminasyonu’nun varligmin tespiti igin
sterilite kontrolleri yapilmistir. Bu amagla hazirlanan Brain Heart infusion agar
(BHI), Tirptic Soy agar (TSA), siv1 thioglycolate medium, MacConky agar (MCA),
kanli agar, saboraraude dexstrose agar ve TSB besiyerine 2 paralel olacak sekilde
ekilerek 22 ve 36 °C de 21 giin siireyle inkiibasyona tabi tutulmustur. Sterilite
kontrolii yapilmis olan asilar +4 °C’de muhafaza edilmistir (Ellis, 1988a).

3.2.3.4.Toksisite denemeleri

Toksisite denemelerinde; as1 ve kontrol grubu olmak tizere 2 grup olusturulmus ve
her gruba ortalama 20 gr agirliginda 25° er balik konmustur. Hazirlanan asidan 0,1
ml asili gruba i.p. yolla enjeksiyon yapilmistir. Kontrol grubuna ise PBS 0,1 ml i.p.
yolla verilmistir. Baliklar 21 giin siireyle takip edilip toksik etki gozlenmistir
(Amend vd., 1983, Ellis,1988a).

3.2.3.5. Asilarin uygulanmasi

Denemede toplam 5 grup kullanilmis ve deneme 2 paralel yapilmistir. Denemede
adjuvantsiz polivalan asi; immersiyon ve enjeksiyon olarak; polivalan as1 + glukan
ve polivalan as1 + FCA adjuvanthi asilar enjeksiyon olarak uygulanmistir. Glukan
100 pg/ml ilave edilmistir. FCA as1 ile 1:1 oraninda kullanilmistir (Cizelge 3.3.).
Adjuvantsiz polivalan uygulanan baliklara rapel 1 ay sonra uygulanmistir. Adjuvant

kullanilan gruplara rapel (booster = as1 tekrar1) yapilmamustir.

Calismada immersiyon as1 olarak hazirlanan asilar, 3 g agirhigindaki toplam
gokkusagi alabaligina 1:10 oraninda sulandirilarak 1 dk siireyle banyo yaptirilmak
suretiyle, inaktif enjeksiyon asilar ise her biri 20 g agirliginda gokkusagi alabaligina

(1.p. enjeksiyon yontemiyle) 0.1 ml miktarda uygulanmistir.
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Cizelge 3.3. Ast deneme gruplart ve uygulama sekilleri

Deney Gruplari Uygulama Metodu | Balhk Epriivasyon
ve Miktar1 Sayisi/Gru | donemleri
p
) i Enjeksiyon i.p., 30, 90, 120,
Asisiz -Kontrol grubu(K-1) 0.1 ml (PBS) 50(25%2) | .70, oiin
Y. ruckeri, Enjeksiyon i.p.,
_ . 30, 90, 120,
V. anguillarum, L. garvieae | 0.1 ml, 50(25x2) | .70 oiin
(Polivalan) 30 giin sonra rapel '
. Enjeksiyon i.p., 30, 90, 120,
Polivalan+Glukan (PG-2) 01ml 50(25%2) | .70, oiin
. Enjeksiyon i.p., 30, 90, 120,
Polivalan+FCA(PFCA-2) 01ml 50(25x2) ve 270, giin
Y. ruckeri, 1:10 oraninda 90. 120
V. anguillarum, L. garvieae | sulandirilarak 1 dk | 50(25x2) 270 g’ﬁr\lle
(Immersiyon) immersiyon '
3.2.3.6.As1 etkinliginin degerlendirilmesi
Asinin  etkinliginin  degerlendirilmesinde deneysel enfeksiyon (Epriivasyon)

uygulamalart ve asili baliklarin antikor titreleri belirlenmesi amaciyla lam
agliitinasyonve mikro-aglutinasyon kullanilmistir (Arkoosh ve Kaattari, 1993;
Kubilay ve Timur, 2001; Rauta vd, 2013).

As1 uygulanan baliklarda i.p. yolla uygulamada 30,90,120 ve 270. giinlerde;
immersiyon uygulamasinda ise 90,120 ve 270. Giinlerdedeneysel enfeksiyon
uygulanarak aginin etkinligi degerlendirilmistir. Ayrica ayni giinlerde her gruptan 5
baligin kaudal venasindan kan Ornekleri alinarak serumlar1 ¢ikarilmis ve derin
dondurucuda muhafaza edilerek agliitinasyon testlerinde kullanilmak {izere

saklanmugtir.

Baliklarda asinin sagladigi bagisiklik, nispi hayatta kalma yiizdesi (RPS= Relative

Percent Survival) temel alinarak degerlendirilmistir (Ellis, 1988a).

Asili baliklardaki 6liim miktar1 %
Asis1z baliklardaki 6liim miktar1 %

RPS = (1 > x 100
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3.2.3.7. Deneysel enfeksiyon (Epriivasyon) uygulamalari

V.anguillarumsuslar tuz ilaveli TSB, Y. ruckeri, L. garvieae ise TSB’de 22°C’de 24
saat inkiibasyondan sonra kati besiyerinde iiger parelel olacak sekilde ekimler
yapilarak canli bakteri sayimi (kob / ml) ve optik dansite degerleri (O.D.) tespit
edilmistir (Arda, 1998).Asilanan baliklarda bagisikligin tespitine gegmeden Once, test
yapilacak balik populasyonunda % 60’ini 6ldiiren bakteri sayis1 (LDgg) belirlenmistir
(Ellis,1999).

Baliklarin i.p. enjeksiyon ve immersiyon yolla asilanmasini takiben 30., 90., 120. ve
270. giinlerde LDgp dozu belirlenen miktarda patojenler verilerek baliklarda hayatta
kalma yiizdesi ortaya cikarilmistir. Asilama sonrasi deneysel enfeksiyon, tiim
gruplara i.p. enjeksiyonla LDgporanindaki bakterinin 0.1 ml miktarinda asili ve
kontrol grubu baliklarina 50’ser adetlik gruplar halinde uygulanmistir. Deneysel
enfeksiyondan sonra baliklar 21 gilin boyunca izlenerek, 6liimler glinliik olarak kayit
edilmistir. Deneysel enfeksiyon sonrasi; 6lii veya Olmekte olan baliklarin ig
organlarindan reizolasyon icin TSA ve T-TSA’ya ekimler yapilmistir. Ekimler
sonucu Oliimlerin  patojenlerin neden oldugu enfeksiyondan kaynaklanip

kaynaklanmadig tespit edilmistir.

3.2.3.8. Serum elde edilmesi

Baliklardan alinan kan 1 saat oda sicakliginda ve daha sonra gece boyunca +4 °C de
tutulmustur. Daha sonra sogutmali santrifiijde (Sigma 2-16K) +4 °C de 3000 devirde
15 dakika stire ile santrifiij edilerek iistte kalan sivi kistm otamatik pipet yardimiyla
dikkatli bir sekilde alinmigtir. Elde edilen serumlar agliitinasyon testlerinde
kullanilmak {izere -20 °C de derin dondurucuda saklanmistir (Strand vd., 1977

Thuvander, 1987; Aakre vd., 1994, Ekici, 2010).

3.2.3.9. Pozitif kontrol serumunun hazirlanmasi

Testlerde pozitif kontrol serumu olarak Vetal firmasindaY. ruckeri, L. garvieae
veV.anguillarum patojenlerine karsi tavsanlardan elde edilen antiserumlar

kullanilmastir.
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3.2.4. Aglutinasyon testi

3.2.4.1. Antijen hazirlanmasi

Antijen hazirlamak ig¢in;as1 suslarinin safligi kontrol edildikten sonra TSB ve T-
TSB’ye ekilerek 22°C de 24 saat inkiibe edilmistir. Bakteri kiiltiirleri 5000 devirde
15 dk santrifiij edilerek, ¢okelti kismi ayrilmis ve % 0,3 formaldehit ilave edilmis
PBS ile sulandirilmistir. Daha sonra 100 °C’de 1saat siireyle otoklavda bekletilerek
1siya dayanikli O antijeni elde edilmistir. Otoklavlanan bakteri kiiltiirleri 5000
devirde 15 dk santrifiije edilerek PBS ile sulandirilmistir. Sulandirma sonucu olusan
slispansiyon (antijen) yogunlugu spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda 0.7 O.D.
ayarlanmistir. Boylece hazirlanan antijenler somatik O antijenleri olarak mikro-

aglutinasyon testinde kullanilmak iizere saklanmistir (Sorensen ve Larsen, 1986).

3.2.4.2. Lam aglutinasyon testinin uygulanmasi

Temiz bir lam {izerine bir damla test serumundan, bir damla da 6nceden hazirlanmis
aglutinasyon antijeninden damlatilarak lamin saga sola hareket ettirilmesiyle iyi bir
sekilde karigmalar1 saglanmistir. Test sonuglar1 2-3 dk igerisinde degerlendirilmis ve
5 dk sonra olusan zayif aglutinasyon negatif olarak kabul edilmistir. Testin kontrolii,
immunize edilmemis balik serumlari ve PBS ile yapilmistir (Kubilay, 1997; Ekici,
2010).

3.2.4.3. Mikro-aglutinasyon testinin uygulanmasi

Yuvarlak tabanli polyester mikroplaklar soldan saga dogru birinci siradaki
cukurlarna test serumlart konulmustur. Sonra yukaridan asagiya dogru serumlar 1/2
diliisyondan baglayarak otomatik sulandirici ile her seferinde 50 plt bir asagidaki
cukura aktarilmak suretiyle 2 kathi dillisyonlart yapilmistir.  Plaklarin tiim
¢ukurlarina ¢oklu pipetle 6nceden hazirlanmig aglutinasyon antijeninden 50 plt ilave
edilerek karistiric1 (vorteks) ile iyice karistirilmistir. Plaklar iki saat oda sicakliginda
ve tim gece boyunca +4 °C de inkiibe edilmistir (Sorensen ve Larsen, 1986;
Kubilay, 1997; Boesen vd., 1999). Testin kontrolii i¢in pozitif ve negatif serumlar
calisilan her plagin sondan bir ve ikinci gozlerine konulmustur.Aglutinasyon titresi
olarak en yiiksek aglutinasyonu veren serum diliisyonu kaydedilerek, bu degerler

log, tabanina gore degerlendirilmistir (Sorensen ve Larsen, 1986; Boesen vd., 1999).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. As1 Suslarimn Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerine Ait
Bulgular

Asi hazirlamada kullanilacak olan V. anguillarum, L. garvieae ve Y. ruckeri
suslarinda genel bakteriyolojik testlerden Gram boyama, oksidasyon-fermentasyon
(O/F), hareket testi (asili damla metodu), sitokram oksidaz, katalaz, O/129 (10 ve
150 pg), 37 ve 45°C’ de tireme testleri yapilmustir (Cizelge 4.1). Vibrio anguillarum
icin selektif besiyeri olan Thiosulfate Citrate Bile Sucrose Agar (TCBS), Yersinia
ruckeri icinseShotts—Waltman Agar (SWA)’ da iiremeye bakilmistur (Sekil 4.1)
(Arda vd., 2002; Austin ve Austin, 2007).

Cizelge 4.1. As1 suslarinin klasik yontemlerle tespit edilen fenotipik 6zellikleri ile

ilgili bulgular (22 °C 24 saatlik inkiibasyon)

V. aguillarum Y. ruckeri L. garvieae
Gram boyama = - ar
S.0. + - -
Katalaz + + -
Hareket + + -
O/F Fermentatif Fermentatif Fermentatif
0/129 (10pg) Duyarli * *
0/129 (150ug) Duyarli * *
TCBS agarda | Sar1 koloni * *
iireme
SwW agarda | * Yesil zonlu yesil | *
iireme koloni
37°C de iireme + + +
45°C de iireme + * +

+ pozitif, - negatif,* test yapilmadi O/F : Oksidatif ve Fermantatif
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Sekil 4.1.a. Shotts-Waltman agarda (SWA) da Y.ruckeri, b. Thiosulfate Citrate Bile
Sucrose Agarda (TCBS) V. anguillarum

4.2. Hazirlanan Asinin Toksisite Denemelerinin Sonuclan ile lgili Bulgular

Yapilan toksisite testi sonucunda asi uygulanan grupta aginin hazirlanmasi sirasinda
kullanilan PBS , antijen ve antijen+adjuvant ilaveli gruplarda herhangi bir toksik

etkinin olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Hazirlanan antijenlerin toksisitesinin belirlenmesi amaciyla yapilan
denemelerin sonuglari

Bahk .| Yasam Oram
Ast | Mortalite

Adedi (%RPS)
PBS 25 0 100
Polivalan 25 0 100
Polivalan—Glukan 25 0 100
Polivalan -FCA 25 0 100

4.3. Hazirlanan Asinin Sterilite Denemelerinin Sonuclan fle Tlgili Bulgular
Uretilen asilarin steril olup olmadiginin anlasilmasi icin farkli besiyerlerine yapilan

ekimler sonucunda liremenin olmadig: tespit edilmistir (Sekil4.2.). Sterilite kontrolii

yapilmis olan asilar +4 °C’de muhafaza edilmistir
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Sekil 4.2..TSB de sterilite kontrolii yapilan asilar

4.4. Asilanmis Baliklarin Koruma Seviyesine Ait Bulgular

Deneysel agilarin etkinligini degerlendirmek i¢in, asilamadan sonra baliklara 30., 90.,
120. ve 270. giinlerde epriivasyon uygulamasi yapilmistir. Bu amagla her gruptaki
baliklar karanfil yagi ile bayiltilarak tiim gruplara i.p. enjeksiyonla 0.1ml LDgg
oraninda V. anguillarum, L. garvieae ve Y. ruckeri suslari ile challange yapilmistir.
Epriivasyon uygulanan baliklar 21 giin boyunca izlenerek, dlen baliklarin ig
organlarindan da reizolasyon i¢in ekimler yapilmistir (Cizelge 4.3., Cizelge 4.4.,
Cizelge 4.5.). Patojen izole edilen baliklar spesifik mortalite olarak kaydedilmistir.
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Cizelge 4.3. Lp. enjeksiyon yontemiyle asilanan 20 gr agirhigindaki gokkusagi
alabaliklarinda 30. giinlerde yapilan deneysel enfeksiyon (LDgo)
sonrasi elde edilen RPS degerleri

Kontrol-Y. ruckeri 50 31 62

Kontrol-L. garvieae 50 30 60

Kontrol-V. anguillarum 50 31 62

Polivalan- Y. ruckeri 50 0 0 100
Polivalan - L. garvieae 50 0 0 100
Polivalan-V. anguillarum 50 1 2 96,77
Polivalan+Glukan- Y. ruckeri 50 1 2 96,77
Polivalan+Glukan- L. garvieae 50 0 0 100
Polivalan+Glukan -V. anguillarum 50 3 6 90,32
Polivalan+FCA- Y. ruckeri 50 0 0 100
Polivalan+FCA- L. garvieae 50 0 0 100
Polivalan+FCA- V. anguillarum 50 4 8 87,09

Cizelge 4.4. Lp. enjeksiyon yontemiyle asilanan 20 gr agirhgindaki gokkusagi
alabaliklarmda 90. giinlerde yapilan deneysel enfeksiyon (LDgp)
sonrast elde edilen RPS degerleri

Kontrol-Y. ruckeri 50 31 62

Kontrol-L. garvieae 50 31 62

Kontrol-V. anguillarum 50 31 62

Polivalan- Y. ruckeri 50 0 0 100
Polivalan - L. garvieae 50 0 0 100
Polivalan-V. anguillarum 50 0 0 100
Polivalan+Glukan- Y. ruckeri 50 0 0 100
Polivalan+Glukan- L. garvieae 50 0 0 100
Polivalan+Glukan-V. anguillarum 50 17 34 45,16
Polivalan+FCA- Y. ruckeri 50 1 2 96,77
Polivalan+FCA- L. garvieae 50 0 0 100
Polivalan+FCA- V. anguillarum 50 0 0 100
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Cizelge 4.5. Lp. enjeksiyon yoOntemiyle asilanan 20 gr agirhigindaki gokkusagi
alabaliklarinda 120. giinlerde yapilan deneysel enfeksiyon (LDgo)
sonrasi elde edilen RPS degerleri

Kontrol-Y. ruckeri 50 31 62

Kontrol-L. garvieae 50 31 62

Kontrol-V. anguillarum 50 31 62

Polivalan- Y. ruckeri 50 10 20 67,74
Polivalan - L. garvieae 50 2 4 93,54
Polivalan-V. anguillarum 50 0 0 100
Polivalan+Glukan- Y. ruckeri 50 5 10 83,87
Polivalan+Glukan- L. garvieae 50 1 2 96,77
Polivalan+Glukan-V. anguillarum 50 3 6 90,32
Polivalan+FCA- Y. ruckeri 50 38 76

Polivalan+FCA- L. garvieae 50 0 0 100
Polivalan+FCA- V. anguillarum 50 16 32 48,38

Cizelge 4.6. Lp. enjeksiyon yoOntemiyle asilanan 20 gr agirligindaki gokkusagi
alabaliklarinda 270. giinlerde yapilan deneysel enfeksiyon (LDgo)
sonrasi elde edilen RPS degerleri

Kontrol-Y. ruckeri 50 31 62

Kontrol-L. garvieae 50 30 60

Kontrol-V. anguillarum 50 31 62

Polivalan- Y. ruckeri 50 1 2 96,77
Polivalan - L. garvieae 50 1 2 96,66
Polivalan-V. anguillarum 50 0 0 100
Polivalan+Glukan- Y. ruckeri 50 2 4 93,54
Polivalan+Glukan- L. garvieae 50 2 4 93,33
Polivalan+Glukan-V. anguillarum 50 1 2 96,77
Polivalan+FCA- Y. ruckeri 50 0 0 100
Polivalan+FCA- L. garvieae 50 2 4 93,33
Polivalan+FCA- V. anguillarum 50 4 8 87,09
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Ip. enjeksiyon yontemi ile asilanan baliklarda RPS degeri 9 ay boyunca tiim
gruplarda % 80’ in ilizerinde bulunmustur. 9. Ayda Y. ruckeri karsi, en yiiksek
koruma FCA’ 11 grupta tespit edilmistir (Sekil 4.3). L. garvieae i¢in en yiiksek
koruma polivalan grupta % 96,66 olarak (Sekil 4.4), V. anguillarum da ise polivalan
grupta %100 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.5).

120

100 -
80 -
60 -
40 -
20 ~
0 -

30.Giin 90. Giin 120.Giin 270.Giin
Y. ruckeri

M Polivalant

RPS

M Polivalant + Glukan

Polivalant+ FCA

Sekil 4.3. Farkli asilarla I.P olarak asilanan gokkusag: alabaliklarinda antijenlerin Y.
ruckeri’e kars1 koruyuculuk degerlerinin (RPS) karsilastirilmasi

102

100 -
98 -
96 - .
H Polivalant
94 -
[ | i +
92 — Polivalant+ Glucan
90 - — Polivalant+ FCA
88 -

30.Gun 90.Gun 120.Gin 270.Gln
L. garvieae

RPS

Sekil 4.4. Farkli agilarla I.P olarak asilanan gokkusagi alabaliklarinda antijenlerin
L. garvieae kars1 koruyuculuk degerlerinin (RPS) karsilastirilmasi
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105

100 -
N 95 -
o M Polivalant
o 90 -
M Polivalant+ Glucan
85 - - Polivalant+ FCA
80 -

30.Gun 90. Gin 120.Gin 270.Gun
V. anguillarum

Sekil 4.5 Farkli asilarla I.P olarak asilanan gokkusagi alabaliklarinda antijenlerin
V. anguillarum’a karst koruyuculuk degerlerinin (RPS) karsilastirilmasi

Immersiyon grubunda asilarin etkinligini degerlendirmek igin, asilamadan sonra
baliklara 90., 120. ve 270. giinlerde epriivasyon uygulamasi yapilmistir. Bu amacla
her gruptaki baliklar karanfil yagi ile bayiltilarak tiim gruplara i.p. enjeksiyonla
0.1ml LDgg oraninda V. anguillarum, L. garvieae ve Y. ruckeri suslari ile challange
yapilmistir. Epriivasyon uygulanan baliklar 21 giin boyunca izlenerek, 6len baliklarin
i¢ organlarindan da reizolasyon i¢in ekimler yapilmistir (Cizelge 4.7., Cizelge 4.8.,

Cizelge 4.9.). Patojen izole edilen baliklar spesifik mortalite olarak kaydedilmistir.

Cizelge 4.7. Immersiyon ydntemiyle asilanan 3 gr agirh@mdaki gokkusagi
alabaliklarinda 90. giinde yapilan deneysel enfeksiyon (LDgg) sonrasi
elde edilen RPS degerleri

90. Giin Balik Olen Balik Mortalite RPS
(uygulama tarihi:12.04.2015) Sayis1  Sayisi % %
Kontrol-Y. ruckeri 50 31 62

Kontrol-L. garvieae 50 31 62

Kontrol-V. anguillarum 50 31 62

Polivalan- Y. ruckeri 50 21 42 32,25
Polivalan - L. garvieae 50 8 16 74,19
Polivalan-V. anguillarum 50 1 2 96,77
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Cizelge 4.8. Immersiyon yontemiyle asilanan 3 gr agirhgindaki gokkusag
alabaliklarinda 120. giinde yapilan deneysel enfeksiyon (LDgg) sonrasi
elde edilen RPS degerleri

Bioanueson S HW T

Kontrol-Y. ruckeri 50 31 62

Kontrol-L. garvieae 50 31 62

Kontrol-V. anguillarum 50 31 62

Polivalan- Y. ruckeri 50 25 50 19,35
Polivalan - L. garvieae 50 0 0 100
Polivalan-V. anguillarum 50 16 32 48,38

Cizelge 4.9. Immersiyon yontemiyle asilanan 3 gr agirhgmdaki gokkusag
alabaliklarinda 270. giinde yapilan deneysel enfeksiyon (LDgp) sonrasi
elde edilen RPS degerleri

e I

Kontrol-Y. ruckeri 50 31 62
Kontrol-L. garvieae 50 30 60
Kontrol-V. anguillarum 50 31 62
Polivalan- Y. ruckeri 50 23 46 25,8
Polivalan - L. garvieae 50 0 0 100
Polivalan-V. anguillarum 50 28 56 9,67

Immersiyon yolla polivalan + 30. giinde rapel uygulanarak asilanan baliklarda Y.
ruckeri’ e karst koruma olusumu goriilmemistir. L. garvieae’ e karsi tam koruma
goriilmiis, V. anguillarum da ise en yiiksek koruma 90. giinde tespit edilmistir

(Sekil4.6).
80
m 90. Giin
20 ™ 120.Gin
20 % 270.Giin
0

Y.ruckeri L. garvieae
angunlarum

RPS
3

Sekil 4.6. Immersiyon olarak asilanan 3 grlik gokkusag: alabaliklarinda antijenlerin
Y. ruckeri,L. garvieae ve V. anguillarum’a kars1 koruyuculuk degerlerinin
(RPS) karsilastirilmast
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4.5. Lam Aglutinasyon Testi ile Ilgili Bulgular

Aglutinasyon antijeni ile immun test serumlarinin lam tizerinde karistirilmasi halinde
tiim asili gruplarda agliitinasyon goriilmiistiir (Sekil 4.7). Aglutinasyonun olustugu
lamlarin 151k mikroskobu altinda incelenmesi halinde bakterilerle antikorun

olusturdugu kiimelesmeler gézlenmistir (Sekil 4.8 ).

Sekil 4.7. Lam aglutinasyon testinde antikor ve antijenin olusturdugu kiimeler A)
negatif kontrol B) pozitif kontrol C) test serumu

Sekil 4.8. Lam aglutinasyon testinde antikor ve antijenin olusturdugu kiimelerin 11k
mikroskobunda gdriiniimii
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4.6. Mikroaglutinasyon Testi ile Tlgili Bulgular

Aglutinasyon antikoru igeren test serumlarinin polyester yuvarlak tabanli mikro-well
plak ¢ukurlarinda antijen ile karistirilmas1 sonucunda gozle goriilebilen aglutinasyon

cokelekleri olugsmustur (Sekil 4.9., 4.10., 4.11.).
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Sekil 4.9. Immun test serumlarmi igeren mikroplak aglutmasyon plate gukurlart Y.
ruckeri
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Sekil 4.10. immun test serumlarini igeren mikroplak aglutinasyon plate ¢ukurlar1 L.
garvieae
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Sekil 4.11. immun test serumlarini igeren mikroplak aglutinasyon plate gukurlar1 V.
anguillarum

Y. ruckeri, L. garvieae ve V.anguillarum bakterini ile farkli metotlarla immunize
edilen baliklarda 30, 90, 120 ve 270. giinlerde elde edilen serumlardan hazirlanan
mikroaglutinasyon testine ait antikor titre sonuglar1 Cizelge (4.10, 4.11, 4.12) ve
Sekil (4.12, 4.13, 4.14)’te verilmistir.

Cizelge 4.10. Y. ruckeri’e karst immunize edilen baliklarin immunizasyondan
sonraki glinlerde mikroaglutinasyon testine gore antikor titreleri ve aglutinin
titreleri (Logz )
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Cizelge 4.11. L. garvieae kars1 immunize edilen baliklarin immunizasyondan sonraki
giinlerde mikroaglutinasyon testine gore antikor titreleri ve aglutinin titreleri

(Logz)

Cizelge 4.12. V. anguillaruma kars1 immunize edilen baliklarin immunizasyondan
sonraki gilinlerde mikroaglutinasyon testine gore antikor titreleri ve
aglutinin titreleri (Logy )

Log 2

1/16 4 132 5 1/64 6 1/16 4
1/256 8 1/256 8 1/128 7 1/64 6
1/256 8 1/256 8 1/32 5 1/8 3
1/128 7 1/128 7 1/2 1 0 0

9
8
7
6 .
NS W Polivalant
o
- 4 B P - Glukan
3 7 = P-FCA
2 . .
1 B Immersiyon
0 .
30. Gilin 90.Gun 120.Gin 270.Gun
Yersinia ruckeri

Sekil 4.12. Y. ruckeri’e karst immunize edilen baliklarin kan serumunda olusan
aglutinin titreleri (Logy )
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M P - Glukan
mP-FCA

B immersiyon

30. Giin 90. Giin 120.Gin ~ 270. Giin
Lactococcus garvieae

Sekil 4.13. L. garvieae karsi immunize edilen baliklarin kan serumunda olusan
aglutinin titreleri (Logy )

9

8

7

6
%‘, 5 H Polivalant
14 B P - Glukan

3 mP-FCA

2 ® immersiyon

1

0

30. Giin 90. Gin 120. Giin 270. Gin
Vibrio anguilllarum

Sekil 4.14. V. anguillaruma kars1 immunize edilen baliklarin kan serumunda olusan
aglutinin titreleri (Log, )
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S.TARTISMA VE SONUC

Gokkusag1 alabaligi yetistiriciligi lilkemizde 1970'li yillarda baslayarak, hizla
gelisim gdstermis ve tatli su baliklar yetistiriciliginde biiylik bir potansiyele
ulagsmigtir. Gokkusag1 alabaliklarinin intensif yetistiriciligine bagl olarak, 6zellikle
de baliklarin yogun bir sekilde stoklanmasi, stres ve su kalitesindeki olumsuz

degisiklikler nedeniyle hastalik sorunlar1 ortaya ¢ikmaistir.

Giliniimiizde akuakiiltiirde 6zellikle infeksiyoz bakteriyel hastaliklara karsi asilama
ile o6nemli koruma saglanmaktadir (Schnick vd.,1997). Yetistiricilik agisindan
onemli olan ¢ogu bakteriyel hastaliklara karsi ticari asilar, balik ¢iftliklerinde basarilt
bir sekilde koruyucu olarak kullanilmaktadir. Ancak mevcut asilarin uzun siireli ve
daha etkin koruma olusturmalar1 i¢in arastirmalar devam etmektedir (Sommerset

vd., 2005).

Ulkemizde gokkusagi alabaligi yetistiriciliginde en &nemli sorunlarm basinda,
entansif yetistiricilikle birlikte ortaya c¢ikan hastalik sorunlar1 yer almaktadir. Hizl
tiretim artiginin siirdiiriilebilir olmasinda en 6nemli sorunlardan biriside; gokkusagi
alabalig1 isletmelerinde Y. ruckeri, L. garvieae ve V.anguillarum’ un etken oldugu
enfeksiyonlarin  yayilimmin o6nlenememesi ve isletmelerde kontrol altina
alinamamasidir. Hastaliklarla miicadelede en etkin yol hastalik ortaya ¢ikmadan 6nce
ast uygulamalarmin yapilmasidir. Ulkemizde siklikla goriilen  yersiniozis,
lactococcozis ve vibriozisenfeksiyonlari gokkusagi alabaligi isletmelerinde son

yillarda ciddi seviyede dliimlere yol agmaktadir.

Yersiniozis, lactococcozis ve vibriozisenfeksiyonlarina karst ticari agilar mevcut olup
bu asilarin ¢ogunun tek patojenleri hedef aldigi, bu enfeksiyonlara karsi ayni anda
koruyucu olan agilar {izerinde herhangi bir ¢alisma yapilmamistir. Bu g¢alisma ile
Inaktif Y. ruckeri, L. garvieae ve V.anguillarumantijenlerinden hazirlanan

polivalanas: gelistirmesi amaglanmistir.
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Bu calismada Yersinia ruckeri, Lactococcus garvieae ve Vibrio anguillarum’
patojenleri Freund’s complete adjuvant ve glukan ile birlikte trivalant asilar 20gr lik
gokkusagi alabaliklarina i.p. olark enjeksiyon ile uygulanmistir. Ayrica bu polivalan
as1 yavru baliklara immersiyon yontemi ile de uygulanmistir. Yapilan arastirma
sonucunda c¢oklu antijen kullaniminin uzun siireli ve iyi bir koruma sagladig tespit
edilmistir. Elde edilen bu sonuglar diger arastirmacilarin sonuglarinda oldugu gibi

polivalan asilarin iyi koruma sagladigini gostermistir.

Bu calismada kullanilan polivalan hazirlanan agilarin rapel uygulamalar ile
Lactococus garvieae karsi olusturdugu koruma, RPS; 30 ve 90. giinlerde %100,
120. giinde 93,54 ve 270. giinde %96,66 olarak tespit edilmistir. Adjuvantsiz olarak
uygulanan asinin iyi bir koruma olusturdugu tespit edilmis ve 9 aya kadar korumanin

devam ettigi goriilmiistiir.

Prieta vd. (1993) Ispanyol balik ciftliklerinde izole edilen L. garvieageile hazirlanan
asilarin baliklarda %1,7 lik 6liim oram ile koruyuculuk sagladigini tespit etmislerdir.
Israil' de intraperitoneal olarak L. garvieae ile asilanan baliklarda % 80-90 koruma
yiizdeleri elde edilmistir (Bercovier, 1997). Buna ek olarak, pasif bagisiklik yoluyla
koruma saglamak i¢in antiserumlar ile asilama yapilmig iyi bir koruma olusmus,
ancak korunma siiresinin kisa oldugu bildirilmistir (Akhlaghi vd, 1996). L.
garvieae'ye karsi dogal koruma saglamak i¢in intraperitoneal veya oral yolla
uygulanan asilarda glukanlarin kullanilmasi ile spesifik olmayan bagisiklik tepkisine
bagl olarak asilanan grupta kontrollere kiyasla iki kat koruma seviyesi goriilmiistiir.

(Itami vd, 1996).

Son yillarda aragtirmacilar farkli mineral yaglarla adjuvanth asilar gelistirmis hem
laboratuar hemde arazi sartlarinda denemeler gergeklestirmislerdir. Asilanma
sonrasinda adjuvantsiz asilarin 4-5 hafta, yag adjuvantli asilarin ise 3 hafta
sonrasinda koruma olusturdugunu tespit etmislerdir. Lactococcus garvieae
patojenine karsi korumanin adjuvantsiz asilar ile 3-4 ay, adjuvantlh asilarla ise 4-5 ay
siireyle devam ettigini bildirmislerdir ( Ghittino, 1999, Vendrell vd, 2004, Vendrell
vd, 2006). Bu calismada ise adjuvantsiz asilar ile de daha uzun siire koruma
saglanmistir. Bunun nedeninin adjuvansiz asilarda 30. giinde as1 tekrarmmin yani

rapelin yapilmasiin etkili oldugu diistiniilmiistiir.
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Bu ¢alismada kullanilan glukan ve Freund’s Complete Adjuvant (FCA) ile polivalan
hazirlanan asilarin L. garvieae karsi olusturdugu koruma, RPS; glukanli grupta, 30
ve 90. gilinlerde %100, 120. giinde %96,77 ve 270. giinde %93,33 olarak tespit
edilmistir. FCA'l1 grupta RPS; 30, 90 ve 120. giinlerde % 100 ve 270. giinde %93,33
olarak belirlenmistir. 120. giinde FCA'li grupta glukana gore daha yiiksek koruma
gozlemlenirken her iki grupta da 270. giinde ayn1 seviyede koruma tespit edilmistir.
Adjuvanth asilarin iyi bir koruma olusturdugu tespit edilmis ve 9 aya kadar

korumanin devam ettigi gorilmiistiir.

Ravelo vd, 2005, Lactococcozis asilarina farkli adjuvantlar eklenmesinin etkisini
degerlendiren calismalarinda, gokkusagi alabaligi asilari i¢in mineral olmayan bir
yag adjuvantinin (Aquamun) eklenmesinin, asilamadan dort hafta sonra iyi bir
koruma sagladigini ve asilamadan 8 ay sonra (RPS % 83.3) koruma devam ettigi

belirtilmistir. Bu arastirma yaptigimiz ¢alismayi desteklemektedir.

Oral agilamanin, geleneksel yontemlerden intraperitoneal yolla alternatif olarak
degerlendirilmesi  amaciyla  ¢esitli  c¢aligmalar  yapilmistir  ve  aljinat
mikropartikiillerine sahip kapsiilli asilarla yiiksek diizeyde koruma sagladigi
bildirilmistir. Bununla birlikte, primer asilama i¢in bu yontemin kullanilmasi, tam bir
korumay1 garanti etmedigi, ancak lactococcozise karsi giiglendirici agilama stratejisi
olarak iyi sonuglar alinacag: bildirilmistir (Romalde, 2004). Sonu¢ olarak, yag-
adjuvanth agilarla intraperitoneal asilama, lactococcozisi kontrol etmek igin en etkin

yontemdir.

Bivalan as1 ile A. hydrophila ve L. garvieae karsi adjuvantsiz ve yag bazli olmayan
adjuvant (Montanide ISA 763 AVG) formiilasyonlar1 asilanan gokkusag alabaliginin
as1 sonrast immiin yaniti ve korumasi incelenmistir. Koruma seviyesi Ozellikle
adjuvantsiz ile asilanmig baliklarda 90. giinde A. hydrophila % 85.1 ve L. garviae
kars1 % 76.2 olarak belirlemislerdir. Gokkusagi alabaligina uygulanan L. garviae ve
A. hydrophila bivalan asilarinin monovalan asilardan daha iyi koruma sagladigi rapor
edilmistir. Adjuvantli asilanmadan sonra 90. giine kadar A. hydrophila ve L. garvieae
kars1 yiiksek koruma seviyesinin RPS degerinin sirasiyla % 95 ve % 90 oldugu
belirtilmistir (Bastardo vd, 2012). Bu sonuglar, mineral yag bazli olmayan adjuvanth
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maddelerin birlikte kullanilmasi ile enjekte edildiginde diger arastirmacilarin

bulgular1 ve bizim ¢alismamiz ile uyumlu oldugu goriilmiistir.

Adjuvantlar; depo etkisi antijenin yavas bir sekilde doku veya kana salinmasina
saglar ayrica humoral tepkiyi uzatir ve kuvvetlendirmektedir (Bailone, 2010,
Ooyama, 2002). Nikoskelainen (2007)’ ¢ gore bir polivalan asinin basarisi genellikle
antijen ile c¢apraz reaktivite ve farkli antijenler arasindaki rekabetle
diizenlenmektedir. Bastardo vd, (2012) L. garvieae ve A. hydrophila karsi antikor
bagisiklik tepkisinin kinetigini ve biri Gram-pozitif digeri Gram-negatif bakteri olan
bu iki patojenin arasinda antijenik kompetisyon (antijenik yaris —rekabet) olmadigini
gostermislerdir. Yapilan bu arastirmada da iki farkli Gram negatif ve bir Gram
pozitif bakteri ile hazirlanan asinin antijenik kompetisyon gdstermeksizin basarili bir
koruma olusturdugu goriilmiistiir. Diger ¢aligmalarda, Atlantik somon (Salmo salar)
ve gokkusagi alabaliklarinin polivalan asilarla asilandiktan sonra bagisiklik
sisteminin daha giiclendigini destekler niteliktedir (Hoel, 1997 ve Nikoskelainen,
2007). Benzer sekilde bizim sonuglarimizda da koruma seviyesinin yiiksek oldugu

tespit edilmistir..

Yersiniozis, diinya capinda salmonid ve salmonid olmayan tiirleri etkileyen
ekonomik ac¢idan Onemli bir bakteriyel hastaliktir. Ticari asilar mevcut olmakla
birlikte, yaygin yayilim gosteren tasiyicilarin varligi nedeniyle hastalik ortaya

¢ikmaktadir (Tobback vd, 2007, Tobback vd.,2009).

ERM hastaligina karst ilk basarili deneysel as1 calismalar1 Ross ve Klontz
tarafindan 1965 yilinda rapor edilmistir. Bu uygulamada fenolle inaktive edilen
bakteriler gokkusagi alabaliklarina haftada 5 kez yem ile 2 hafta siire ile oral olarak
verilerek immunize edilmistir. Bu immunize baliklara 70 giin sonra canli patojen
enjekte edildiginde baliklarin % 90' ninda hastaliga kars1 koruma goriilmiis ve bu

koruma testten 408 giin sonra da devam etmistir (Ellis, 1988d).

Y. ruckeri biyotip 1 ticari hale gelen ilk balik asisidir ve salmonid kiiltiiriinde saglik
yonetiminin ayrilmaz bir pargasidir (Amend, 1981; Deshmukh vd, 2012; Tinsley vd,
2011). Yapilan ilk ¢alismalar immersiyon asilamasinin Y. ruckerinin biyotip 1

asillanmis baliklara 6nemli koruma sagladigin1 gdstermistir. Daha sonrasida Y.
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ruckeri biyotipi 2 hareketsiz formlarinin enfeksiyon olusturmasi ile (Chettri vd.
2013), son zamanlarda, biyotip 1 ve 2'yi igeren yeni bir ticari daldirma asisinin
enfeksiyonlarina karsi iistlin bir koruma sagladigi gosterilmistir (Tinsley vd., 2011;

Deshmukh vd., 2012)

Bu calismada, as1 uygulamasinin iyilestirilmesine yonelik daha {istiin ve uzun siireli
bir koruma saglamak amaciyla polivalan hazirlanan asilarin Yersinia ruckeri’ yekarsi
olusturdugu koruma, RPS; 30 ve 90. giinlerde %100, 120. giinde 67,74 ve 270.
giinde %96,77 olarak tespit edilmistir. Adjuvantsiz olarak uygulanan asinin 120.
giindeki diislise ragmen iyi bir koruma olusturdugu tespit edilmis ve 9 aya kadar

korumanin devam ettigi gortilmiistiir.

Gokkusag alabaliklarinin yersiniozise karsi korunmasinin gelistirilmesi ve koruma
stiresinin uzatilmasi tizerine ¢esitli calismalar mevcuttur. Bu ¢alismalarda asilamada
rapel doz veya adjuvant kullaniminin aginin hem etkililigine hem de koruma siiresini

lyilestirmeye yonelik aragtirmalar yapilmistir (Raida vd 2011, Chettri vd 2012).

Soltani vd (2014) Y. ruckeri karsi Montanide™ IMS 1312 VG adjuvant
kullanmiglar, hem in vitro hem de in vivo olarak yapilan ¢alismalarin sonucunda
inaktive bakterin i¢inde formiile edilmis sulu montanid kullaniminin, gékkusagi
alabaliklarimin  yersiniozis'e karst koruma seviyesini belirgin  bir sekilde

artirabildigini bildirmislerdir.

Jaafar vd (2015) yaptiklar1 bir ¢alismadaY. ruckeri bakterinine (hem biyolojik tip 1
hem de 2 serotipi O1 ihtiva eden) yag adjuvantt Montanide ™ ISA 763 AVG ilave
ederek etkilerini arastirmislardir. Ortalama agirligt 19 g olan alabaliklart kontrol,
ticari as1 (AquaVac® Relera™), deneysel asi, adjuvantli deneysel as1 ve sadece
adjuvanth olarak bes farkli gruba ayirmislar challenge sonrasi mortaliteleri kontrol
gurubunda %100, ticari as1 ve sadece adjuvant enjekte edilen gruplarda % 60,
deneysel asida %13, adjuvantli deneysel asida ise %2,5 olarak tespit etmislerdir. Bu
0zel yag adjuvantinin gokkusagi alabaliklarinda bagisiklik tepkileri i¢in giiglii bir

uyarict oldugunu gostermislerdir.
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Bu ¢aligmada kullanilan glukan ve Freund’s Complete Adjuvant (FCA) ile polivalan
hazirlanan asilarin Yersinia ruckeri’ yekarsi olusturdugu koruma, RPS; glukanli
grupta, 30. giinde %96,77 90. giinde %100, 120. giinde %83,87 ve 270. giinde
%93,54 olarak tespit edilmistir. FCA'lh grupta RPS; 30. giinde %100, 90 ve 120.
giinlerde % 96,77 ve 270. glinde %100 olarak belirlenmistir. FCA igeren adjuvanth
asilarin iyi bir koruma olusturdugu tespit edilmis ve 9 aya kadar korumanin devam
ettigi goriilmiistiir. Bu sonuglar diger arastirmacilarin bulgular1 ile paralellik

gostermektedir.

Vibriozise karsi ilk as1 uygulamasi 1970°1i yillarda hiperozmatik infiltrasyon yontemi
ile uygulanmistir. Baliklarin maruz kaldigi strese subklinik enfeksiyonlara neden
oldugundan direk immersiyon yonteminin daha iyi oldugu sonucuna varilmistir
(Evelyn, 1984; Cagirgan, 2004;Sommerset vd.,2005; Ekici, 2010). Vibriozise karsi
yiiksek diizeyde bagisiklik elde edilmesi i¢in en uygun yontemin enjeksiyon (i.p.)
oldugu saptanmistir. Bu yoOntemi sirasiyla banyo ve oral yontem izlemektedir
(Ellis, 1988). Giinlimiizde ticari vibriozis asilarin ¢ogu injeksiyon ve immersiyonla
son yillarda da oral yolla verilecek sekilde formiile edilmistir (Ellis, 1988; Midtlyng,
1997).

Pisi baliklarinda polivalan asilar {izerine yapilan bir ¢caligmada, Edwardsiella tarda,
Streptococcus iniae, V. anguillarum ve V. harveyi patojenleri monovalan, divalan
(E. tarda + V. anguillarum), polivalan (E. tarda + V. Anguillarum + S. iniae) ve
polivalan (E. tarda + V. Anguillarum + S. iniae + V. harveyi) asilar 1:1 oraninda
Freund’s incomplete adjuvant eklenerek uygulanmis, bu g¢alismada monovalan
asilarin enfeksiyonlara kars1 korumada etkisiz oldugu, divalent asinin nispeten daha
etkili oldugu belirlenmistir. Su triinleri yetistiriciliginde E. tarda ve V. anguillarum
ile ilgili hastaliklarin kontroliinde bivalan asilarin yararli olabilecegi bildirilmistir
(Sunvd, 2011).

Ekici (2010), gokkusagi alabaliklarinda (Onchorhynchus mykiss) V. anguillarum’a
kars1 farkli asilama yOntemlerinin etkinligi arastirmis,deneysel enfeksiyon
uygulamalar1 sonucunda en iyi korumanin 120. giine kadar % 100 RPS degeri ile
intraperitonal enjeksiyon uygulanan grupta oldugu bildirmistir. immersiyon (% 30

RPS) ve oral yolla asilamanin (% 57 RPS) sadece 30 giin boyunca koruma
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sagladigin1 immersiyon-+oral as1 uygulamasinin ise korumay1 60. giine (% 30.5 RPS)

kadar uzattig1 saptamistir.

Tayvan'da yapilan bir ¢alismada ticari olarak {iretilen sicak su baliklari olan Cobia
(Rachycentron canadum), baliklarinda hastaliklara en sik sebep olan patojenler olan
Vibrio alginolyticus, V. parahaemolyticus ve Photobacterium damselae subsp.
piscicida formalinle inaktive edilerekyag bazli bir adjuvantla birlikte i.p. olarak
enjekte edilmistir. Akvaryum ortaminda yapilan challange uygulamasinda V.
alginolyticus, V. parahaemolyticus ve P. damselae subsp. piscicidakarsi RPS oranlari
sirasiyla % 93.8,% 91.1 ve% 84.7 olarak tespit edilmistir. Cobia baliklarinda hem
laboratuar hem de saha denemesinde polivalan olarak uygulanan tek doz asinin

spesifik antikorlarin olusumu icin yeterli oldugunu bildirmislerdir (Lin vd, 2006).

Bu calismada, polivalan hazirlanan asilarin V. anguillarum’ akarsi olusturdugu
koruma, RPS; 30. giin %96,77, 90, 120 ve 270. giinlerde %100 olarak tespit
edilmistir. Adjuvantsiz olarak uygulanan as1 9 aya kadar ¢ok iyi bir koruma

sagladig goriilmistiir.

Bu c¢aligmada kullanilan glukan ve Freund’s Complete Adjuvant (FCA) ile polivalan
hazirlanan asilarin V. anguillarum’ akars1 olusturdugu koruma, RPS; glukanl grupta,
30. giinde %90,32, 90. giinde %93,54, 120. giinde %90,32 ve 270. giinde %96,77
olarak tespit edilmistir. FCA'li grupta RPS; 30. giinde %87,09, 90. giinde %100 ve
120. glinde % 93,54 ve 270. giinde %87,09 olarak belirlenmistir. Adjuvantl asilarin
9 ay boyunca iyi bir koruma olusturmasina ragmen en iyi sonug¢ adjuvantsiz rapel

uygulanan grupta tespit edilmistir.

Giliniimiizde immersiyon yontemi ile vibriozis ve yesiniosis karsi immunizasyonda
olduke¢a basarili sonuglar elde edilmesine ragmen, diger bakteriyel balik hastaliklari

icin yeterli seviyede koruma saglanamamaktadir (Ellis, 1988, Lillehaug, 1989).

Immersiyon asilamasi, mukozal yiizeylerin temas ettikleri patojenleri tanima
yetenegi lizerinde calisir. Baliklar seyreltilmis asi iceren su igine batirildiginda,
asidaki askidaki antijenler deri ve solungaclar tarafindan adsorbe edilir. Daha sonra,

deri ve solungag epitelinde bulunan 6zellesmis hiicreler aktif hale gelerek baliklar
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daha sonra canli patojenlere maruz kaldiklarinda baliklar1 korumaktadir. Immersiyon
astlamanin sinirlamalari, bagisiklik siiresinin ¢ok uzun olmadigi ve hastaligin daha
uzun siireler boyunca hakim oldugu durumlarda bir giiclendirici asiya ihtiyag
duyulmasidir. Ayrica, yontem, maliyet etkinligi ve asilama yoluyla indiiklenen
streslerden Gtiirii daha biiyiik boyutlu baliklar i¢in pratik degildir (Komar vd, 2004;
Mohamed ve Soliman, 2013)

Raida ve Buchmann (2007) yaptiklar1 bir arastirmada, su bazli Y. ruckeri bakterinin
gokkusagi alabaliklarina ip olaraka enjekte edilmis hem dogal hem de spesifik
adaptif bagisiklik yanit genlerinin ekspresyonunun sicakliga bagh oldugunu
gostermiglerdir.  Arastirmalarinda  suboptimal sicaklik (5 °C), fizyolojik
optimumsicaklik (15 °C) ve alabaliga gore ¢ok yiiksek oldugu diistiniilen sicaklik (25
°C) seviyeleri degerlendirilmis, asilanan baliklarda bagisiklik ile ilgili genlerin
ekspresyonu lizerine yogunlagsmis ancak koruma degerlendirilememistir. Bununla
birlikte, hem sitokin tepkisinin hem de antikorlarin gelismesinin en yiiksek 25 °C’ de
oldugunu belirtmislerdir. Bu arastirmalar1 ile diisiikk su sicakliginin ERM'ye karsi
asilamadaki yetersizliginin nedeni olabilecegini vurgulamiglar ve gokkusagi
alabaligindaki Y. ruckeri'ye karst koruyucu bagisikligin sicakliga bagli oldugunu

tespit etmislerdir.

Bu calismada, polivalan hazirlanan asilar 3 gramlik alabaliklara 1:10 oraninda
sulandirilarak 60 sn siireyle immersiyon yontemiyle uygulanmis ve ilk asilamadan 1
ay sonra ag1 tekrar1 yapilmistir. Asilamadan sonraki 90, 120 ve 270. giinlerde asil1 ve
kontrol gruplarina LDgy dozunda patojenler intraperitonal enjeksiyon ile verilerek
epriivasyon yapilmistir. V. anguillarum’ akars1 olusturdugu koruma, RPS; 90. giinde
%96,77; 120. giinde %46,66; 270. giinde %25,8 olarak tespit edilmistir. Y. ruckeri
kars1 olusturdugu koruma, RPS; 90. giinde %32,25; 120. giinde %22,58; 270. glinde
%9,67 olarak tespit edilmistir. L. garvieae karsi olusturdugu koruma, RPS; 90. giinde
%74,19; 120 ve 270. giinlerde %100 olarak tespit edilmistir.

Gokkusagi alabaliklarinda PBS igeren Yersinia ruckeri bakterini ile i.p. enjeksiyondan
1 hafta sonra Freund's incomplete adjuvant igeren bakterinin i.p. enjeksiyonundan iki
hafta sonra baliklarin kan serumlarinda zayif bir antikor olusturdugu, bu antikor

seviyesinin 4-5.haftalarda kuvvetlendigi, 20 haftalik deneme siiresinin son
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haftalarinda adjuvantli bakterin ile immunize edilen bakterilerin serumlarinda daha
yiiksek tiireli bir antikor seviyesinin olustugu serolojik testlerle ortaya ¢ikarilmistir.
Patojen bakteri ile deneysel olarak enfekte edilen baliklarin hayatta kalanlarinda
enjeksiyondan sonraki deneme siiresi olan 13 hafta boyunca kuvvetli bir antikor
titresinin olustugu serolojik testlerle tespit edilmistir. Immun baliklara patojen
bakteri verildiginde (challenge) koruyucu immunitenin ¢ok iyi gelistigi goriilmiis;
kontrol grubu baliklarda % 85 oraninda 6liim goriiliirken, immun baliklarda hayatta

kalma oranin % 100 oldugu tespit edilmistir (Kubilay,1997).

Evenhuis vd. (2005) yaptiklar1 bir ¢alismada formalin ile inaktive edilenY.ruckeri ile
asilamanin ardindan gokkusagi alabaliklarinda hiicresel ve humoral bagisiklik
tepkilerinin koruyucu O6zelliklerini kiyaslamiglardir. Bu ¢alismada 3 farkli asilama
protokolii olusturmuslar (daldirma asilamasi; enjeksiyon asilamasi;  daldirma
asilamas1 ve ardindan bir enjeksiyon yontemiyle rapel) ve adaptif immiin yanitin
dolasimdaki humoral ve hiicresel bilesenlerini test etmislerdir.Calismanin sonucunda
koruyucu komponentin hemen hemen sadece hiimoral cevap ile bulundugu ve bu

korumanin yiiksek molekiiler agirlikli IgM ile ortiistiiglinti gostermislerdir.

Antikor titresi aginin etkinliginin tespiti i¢in kullanilan bir diger parametredir. Li vd.
(2005), pisi baliklarinin formalin ile inaktive edilen V. anguillarum'a karsi i.p.
olarak asilamasi ile antikor titresinin asilanma sonrasi 10-30 giin araliklarla arttigim

ve hatta 50 giin sonrasina kadar devam ettigini kanitlamistir.

Sonu¢ olarak, laktokokkosis, yersiniozis ve vibriozis enfeksiyonlarina kars
hazirlanan adjuvantli ve rapel uygulamasi yapilan polivalan asilarin gokkusagi
alabaliklarinda yiiksek koruma diizeyleri sagladigi ve bu korumanin 9 ay devam
ettigi gorulmiistiir. Sahada bu enfeksiyon salginlarina karst polivalan asinin
kullanilmas: ii¢ hastaliga kars1 koruma saglayacaktir. Bu hastaliklara karsi yapilan
polivalan immersiyon asilarda lactococcozise karsi iyi bir koruma olusmustur.

Immersiyon asilama uygulamalarinin tekrarlanmasi uygun olacaktir.
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