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OZET

KULTUR BALIKLARINDAKI Vibrio anguillarum’UN
IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEMLERLE TESHISI

Bu tez calismasinda; yurdumuzda kiiltiirii yapilan gokkusagi alabaligi, levrek ve ¢ipura
baliklarinda goriilen Vibrio anguillarum kaynakli enfeksiyonlarin bakteriyolojik,
histopatolojik ve immunohistokimyasal yontemler kullanilarak teshisinin yapilmasi
amagclanmistir.

2011 ve 2012 yillarinda toplam 8 farkli isletmeden 2 kez oOrnekleme yapilmistir.
Hastalik belirtisi gosteren agirliklart 150-200gr arasinda degisen toplam 15 adet
gokkusagi alabaligi, agirliklart 150-220gr arasinda degisen toplam 10 adet levrek balig
ve agirliklar1 150-200gr arasinda degisen toplam 8 adet c¢ipura baligi Ornegi
bakteriyolojik ve histopatolojik yontemler kullanilarak incelenmistir. Etkenin
dokulardaki varligi ve lokalizasyonu ise immunohistokimyasal yontem kullanilarak
tespit edilmistir.

Hasta baliklarda klinik bulgu olarak istahsizlik, yavas yiizme hareketi, renkte
koyulasma, solungaglarda solgunluk, yiizge¢ diplerinde kanamalar, i¢ organlar lizerinde
petesi ve hemoraji, karacigerde solgunluk yanisira hiperemi ve hemoraji, dalakta
bliylime ve bagirsakta sar1 renkli sivi birikimi goézlenmistir. Hasta balik 6rneklerinin
karaciger, dalak ve bobrek gibi i¢ organlarindan %1,5 NaCl iceren TSA besiyerine
yapilan bakteriyolojik ekimler sonucunda besiyeri iizerinde 3-4 mm ¢apinda yuvarlak
kenarli, parlak, krem renkli koloniler gbzlenmis ve bu bakterilerin Gram-negatif
karakterli, hafif kivrik basil sekilli, aktif hareketli, fermantatif, sitokrom oksidaz ve
katalaz testlerinde pozitif, TCBS ve VAM besiyerinde sar1 renkli koloniler olusturdugu,
O/129 vibriostat ajanina karsi hassas olmasit ve diger fizyolojik ve biyokimyasal
ozellikleri nedeniyle Vibrio anguillarum olarak izole ve identifiye edilmistir.

Bu tez caligmasinda materyal olarak kullanilan hasta gokkusagi alabaligi, levrek ve
cipura baligina ait dokularin histopatolojik incelenmesi sonucunda solungag filament ve
lamellalarinin yapisal diizeninde bozulma, karacigerde kiiclik hemorajik odaklar,
dalakta doku kaybi, bobrek tiibiillerinde ve kalp kasinin fibrilleri arasindaki bag dokuda
bozulma gibi genel patolojik degisiklikler g6zlenmistir. Ayrica dokularin
immunohistokimyasal boyama yontemi ile incelenmesi sonucunda da hastaligin gelisim
evresine bagli olarak etkenin karaciger, dalak, bobrek ve kalp yani sira solungaglarda,
0zellikle kan damarlarina yakin bolgelerde yogunlastig: tespit edilmistir.

Sonug olarak bu tez caligmasi ile Mugla ilinde bulunan ve kiltiirii yapilan gékkusagi
alabaligi, levrek ve ¢ipura baliklarindan vibriosisin klinik belirtilerini gdsteren hasta



balik Orneklerinden yapilan bakteriyolojik, histolojik ve immunohistokimyasal
incelemeler sonucu Vibrio anguillarum’un teshisi ve dokulardaki varligi tespiti
yapilmistir. Ayrica bu tez calismasinda bu bakterinin enfekte balik dokularindaki
varliginin tespiti amaciyla kullanilan ve indirekt immunoenzimatik yontemlerden olan
streptavidin-biotin boyama yontemi adi gegen bakterinin teshisinde ilk kez kullanilmis
ve basarili sonuglar elde edilmistir.
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SUMMARY

DIAGNOSIS OF Vibrio anguillarum BY USING IMMUNOHISTOCHEMICAL
METHODS IN CULTURED FISH

In this thesis study, diagnosis of infections caused by Vibrio anguillarum in cultured
rainbow trout, European sea bass and gilt-head sea bream in Turkey by using
bacteriological, histopathological and immunohistochemical methods was aimed.

2 sampling studies were made in a total of 8 different fish farms in 2011 and 2012
years. In total, 15 rainbow trout samples weighing between 150-200 g, 10 European sea
bass samples weighing between 150-220 g and 8 gilt-head sea bream samples weighing
between 150-200 g showing disease signs were investigated by using bacteriological
and histopatological methods. The presence and the location of the agent in the tissues
were detected by using immunohistochemical method.

Lethargy, slow swimming behavior, darkening of the skin, sloughing of the gills,
hemorrhages at the fin bases, petechia and hemorrhages over the internal organs,
sloughing, hyperemia and hemorrhage on the liver, splenomegaly and accumulation of a
yellow colored fluid in the intestine were observed as clinical findings in the diseased
fish. After the inoculations from the internal organs of the diseased fish samples such as
liver, spleen and kidney onto the TSA containing 1,5 % NaCl, shiny creamy round
colonies with a diameter of 3-4 mm were observed. These slightly curved bacilli that are
Gram-negative, motile, fermentative, cytochrome oxidase and catalase positive, forming
yellow colonies on TCBS and VAM media and sensitive to O/129 vibriostatic agent
were identified as Vibrio anguillarum depending on these and other physiologic and
biochemical properties.

As a result of the histopathologic examination of the tissues of diseased rainbow trout,
European sea bass and gilt-head sea bream which were used as fish material in this
study, general pathologic changes such as structural deformations in gill filaments and
lamellae, small hemorrhagic centers in liver, tissue loss in spleen, deformations in the
kidney tubules and in the connective tissue between the heart muscle fibrils were
observed. It was also detected in the immunohistochemical examination that the
causative agent densifies in the liver, spleen, kidney, heart and also in the gills
especially in the areas near around the blood vessels depending on the development
stage of the disease.

As a result, with this thesis study, after the bacteriological inoculations, histological and
immunohistochemical investigations, the diagnosis of V. anguillarum was made and the
presence of this organism was detected in the tissues of rainbow trout, European sea

xii



bass and gilt-head sea bream samples showing clinical symptoms of vibriosis cultured
in Mugla province. Also an immunoenzimatic method, streptavidin-biotin staining
method was used for the first time in this thesis study for the detection of the presence
of this bacterium in the infected fish tissues and successful results were achieved.

xiii



1. GIRIS

Su {riinleri diinyada ve iilkemizde insan beslenmesi a¢isindan Onemli bir protein
kaynagini olusturmaktadir. Onceleri sadece avcilikla saglanan su iiriinleri, av miktarinin
diismesi ile balik kiiltiiriinii giderek zorunlu bir ihtiya¢ haline getirmistir. Diinya
niifusuna paralel olarak artan besin ihtiyaci nedeni ile kiltiir balik¢iliginda biiyiik
gelismeler yasanmistir (Giorgetti, 1999; Alpbaz, 2005).

FAO (Gida ve Tarim Orgiitii) tarafindan belirlenen verilere gore su iiriinleri
yetistiriciligi, diinyada en hizli biiyiiyen sektdr olarak yer almaktadir. Ulkemizde de ig
su ve denizlerde balik yetistiriciligi hizla gelisen bir sektor haline gelmis olup en gok
gokkusagi alabaligi (Onchorynchus mykiss, Walbaum 1792), cipura (Sparus aurata,
Linneaus 1758) ve levrek balig1 (Dicentrarchus labrax, Linneaus 1758) gibi baliklarin

yetistiriciligi yapilmaktadir (Aydin ve dig., 2009).

Yaygin olarak yetistiriciligi yapilan alabalik tiirleri igerisinde Kuzey Amerika kokenli
gokkusagi alabaligi yer almaktadir. Kiiltiir balik¢iliginda oldukga 6nemli bir tiir olan bu
baligin iiretimi dogal goller ve biiylik baraj gollerinde Ozellikle kafesler igerisinde
yapilmaktadir (Hartavi, 1998). Avrupa, Kuzey Amerika, Sili, Japonya ve Avustralya
gibi lilkelerde yaygin olarak yetistiriciligi yapilmakta olan bu baligin iiretimi ile ilgili
olarak iilkemizde de biiyiik asamalar kaydedilmistir (Celikkale ve dig., 1999; Alpbaz,
2005). Gokkusagr alabalig1 yetistiriciligi diinyada 300 bin ton iken Tiirkiye’de 45 bin
tona yaklasan iiretimiyle yetistiriciligi yapilan soguk su baliklar1 arasinda en 6nemli tiir

haline gelmistir (Alpbaz, 2005).

Cipura balig1 diinya iizerinde Bati Avrupa sahillerinden baslayarak Akdeniz’in tiim
bolgelerine ve Kuzey Bati Afrika kiyilarina kadar uzanan alanda yayilim gosteren bir
balik tiiriidiir. Yunanistan, Italya ve Fransa gibi Avrupa iilkelerinde ¢ok yaygin olarak
yetistiriciligi yapilmakta olan bu baligin iilkemizde iiretimi ile ilgili ilk bilimsel

caligmalar 1986 yilinda baslamis olup giinlimiizde 188.790 ton liretimle yetistiriciligi



yapilan su iirlinleri arasinda 3. sirada yer almaktadir (Alpbaz, 1996; Celikkale ve dig.,
1999; TUIK, 2012).

Kuzey Atlantik’ten tiim Akdeniz’e kadar yayilim gosteren levrek baliklarinin {iretimi ile
ilgili galigmalar 6zellikle Italya, Fransa, Ispanya, Yunanistan ve Tiirkiye gibi Akdeniz
iilkelerinde yapilmaktadir. Ulkemizde su iiriinleri iiretim teknolojisinin gelisimi ile
beraber levrek kiilttirti ile ilgili ¢alismalar 1980°den sonra artmis ve giiniimiizde ¢ok
basarili uygulama sonuglarina ulasilmistir. Ulkemizde Avrupa’da bile erisilemeyecek

larva iiretim basarilarina ulagan firmalar bulunmaktadir (Alpbaz, 2005; Baki ve Dalgig,
2009).

Kiiltiir ve akvaryum balik yetistiriciliginde, hasta baliklarin saglikli baliklarla temasta
bulunmalari, su kalitesinin (fiziksel, kimyasal, biyolojik ve diger fizyolojik
parametrelerin) optimal degerlerin disina ¢ikmasi, yanls yetistiricilik uygulamalari,
hastaliklara karst koruyucu oOnlemlere dikkat edilmemesi gibi nedenlerle baliklar
arasinda infeksiy6z hastaliklar kolayca ortaya ¢ikmakta ve balik isletmelerinde bu
hastaliklar yayilarak ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Timur ve Timur,
2003; Arda ve dig., 2005; Cavdar, 2011).

Vibriosis genel olarak Vibrio anguillarum, V.alginolyticus, V.cholerae, V.fischeri,
V.furnissii, V.harveyi, V.ichthyoenteri, V.logei, V.ordalii, V.pelagius, V.salmonicida,
V.splendidus, V.tapetis, V.vulnificus ve V.wodanis gibi Vibrio genusuna ait tiirlerin
neden oldugu ve kiiltlir baliklarinda agir ekonomik kayiplara neden olan bakteriyel bir
hastaliktir. V. anguillarum Pasifik ve Atlantik salmonlari, gokkusag alabaliklar
(Onchorynchus mykiss), kalkan (Psetta maxima), levrek (Dicentrarhus labrax), ¢ipura
(Sparus aurata), ¢izgili levrek (Morone saxatilis), morina (Gadus morhua), japon balig
(Carassius auratus), Avrupa yilan baligi (Anguilla anguilla) ve ayu baligi gibi hem 1lik
su hem de soguk su balik tiirlerinde hemorajik septisemi ile karakterize edilen
vibriosise neden olan etkendir (Candan, 1991; Toranzo ve dig., 2005). Ulkemizde V.
anguillarium kaynakli enfeksiyonlarin levrek (Cagirgan, 1993; Tanrikul ve dig., 2004;
Ekici ve dig., 2005; Balta, 2007; Korun ve Timur, 2008), ¢ipura (Candan, 1991;
Cagirgan, 1993; Korun, 2006; Akayl ve dig., 2008) ve son yillarda gokkusagi alabaligi



yetistiriciligi (Ekici ve dig., 2005; Tanrikul, 2007) yapan isletmelerde ciddi kayiplara
neden oldugu bildirilmektedir.

Bu ¢alisma ile Mugla ilinde kiiltiirii yapilan levrek, ¢ipura ve gokkusagi alabaliklarinda
goriilen ve agir ekonomik kayiplara neden olan V.anguillarium kaynakli enfeksiyonlarin
rutin bakteriyolojik ve histopatolojik metotlar yan1 sira immunohistokimyasal yontem
kullanilarak patojen bakterinin dokulardaki varligi ve lokalizasyonuna bagli olarak

teshisi amaglanmustir.



2.GENEL KISIMLAR

2.1. GOKKUSAGI ALABALIGI (Oncorhynchus mykiss, Walbaum, 1792) VE
KULTURU

Diinyada ve {ilkemizde yetistiriciligi yaygin olarak yapilan gokkusagi alabalig
(Oncorhynchus mykiss) Salmonidae familyasinin Oncorhynchus genusuna mensup olup,
Amerika orijinli bir balik tiiriidiir. Bu balik tiirii 1880 yilinda Amerika’dan Avrupa’ya
getirilmistir (Muus ve Dahlstrom, 1971; Alpbaz, 2005; Cagiltay, 2007; Bat ve dig.,
2008) ve 1950’lerden giiniimiize kadar Avrupa’da ve son yillarda Sili’de katlanarak
biiyiimiistiir (FAO, 2006). Sili, Norveg, Iran, Danimarka, Fransa, Italya, ABD, Ispanya,
Avustralya ve Almanya gibi birgok iilkede gokkusagi alabaligi iiretiminin yapildigi
bildirilmistir (FAO, 2006). Bu baligin Tiirkiye’de yetistiriciligi 1970°1i yillarda kamu ve
ozel girisimciler tarafindan baslatilmis olup gilinlimiizde biiyiik asamalar kat edilmistir
(Celikkale, 1988; Celikkale ve dig., 1999; Alpbaz, 2005; Cagiltay, 2007). Ulkemizde
2002 yilinda 33.707 ton olan gokkusagi alabaligi tiretimi 2011 yili verilerine gore
100.239 tona ulagmustir (TUIK, 2012).

Gokkusagr alabaliginin viicudunun tiknaz yapida olmasi, ¢ok sayida beneklere sahip
olusu, yaz yiizgecine varlig1 ve yan ¢izgisinin gokkusag: rengine sahip olusu ile diger
alabalik tiirlerinden kolayca ayirt edilir. Karin alt1 glimiisi beyaz ve parlaktir. Sirt rengi
ise koyu yesilden kahverengimsi yesile kadar degisir. Kuyruk yiizgeci catalli, kuyruk ve
yag yiizgecinde ¢ok sayida siyah noktalar vardir (Muus ve Dahlstrom, 1971; Stevenson,
1987; Cagiltay, 2007; Bat ve dig., 2008). Fizostom bir balik olan bu tiiriin pullar
kiiciik, sikloit yapidadir ve kolay dokiilmez (Bat ve dig., 2008).

Gokkusagr alabaligi yetistiriciliginde kaynak, akarsu, g6l ve yer altt sularn
kullanilabilmesine ragmen en uygun olan1 berrak kaynak sularidir. Bol su ortaminda 23-

24°C su sicakliklarinda bile yasayabilen gokkusagi alabaligi i¢in en ideal yetistirme



sicakligi 14-17 °C’ dir. Bu baliklarin yumurtlama ve yumurta kuluckalanmasi 10-12°C,
yavru donemi i¢in 12-14°C, besi i¢in 15-17°C sicaklik degerleri en iyi verimi saglamak

icin en uygun degerler olarak verilmektedir (Alpbaz, 2005).

Karnivor bir balik tiirii olan gokkusagi alabaligi dogal sularda solucan, sinek,
zooplankton ve diger baliklar gibi hayvansal canlilarla beslenirken (Muus ve Dahlstrom,
1971; Bostan ve Yildiz, 2008) yetistiricilikte ise protein bakimindan zengin hayvansal
orjinli yem maddeleri kullanilmaktadir (Aras ve dig., 2000).

2.2. LEVREK BALIGI (Dicentrarchus labrax, Linneaus 1758) VE KULTURU

Akdeniz, Karadeniz, Biiyiik Britanya’dan Senegal’e ve Dogu Atlantik kiyilar1 boyunca
Kuzey Atlantik’ten tiim Akdeniz’e kadar dagilim gosteren levrek baliklar iilkemiz
denizlerinde bulunan, yiiksek kalitede et verimine sahip bir balik tiriidir (Ugal ve

Benli, 1993; Alpbaz, 2005).

Su iirtinleri yetistirme teknolojisinin gelisimi ile beraber levrek kiiltiirii lizerindeki
caligmalar 1980°den sonra artmis ve giinlimiizde ¢ok basarili uygulama sonuglarina
ulasilmistir. Oyle ki {ilkemizde Avrupa’da bile erisilemeyecek seviyede larva iiretim
basarilarina ulasan firmalar bulunmaktadir. Ulkemizde levrek larvasi yetistiricilik
calismalarma ilk kez 1984 yilinda baslanmistir (Alpbaz, 2005). Ulkemizde 2002 yilinda
14.339 ton olan levrek iiretimi 2011 yili verilerine gdre 47.013 tona ulasmistir (TUIK,
2012).

Levrek baligi Moronidae familyasmin Morene genusuna mensuptur. Ince, uzun, yan
taraflardan yassilasmis bir viicut sekline sahip olan levrek baliginin viicudu iri ktenoid
pullarla; ense ve yanaklar sikloid pullar Ortiilmiistiir. Viicut rengi dorsalde koyu gri,
ventralde beyaz olmasina ragmen denizden alinan bireyler laglin ve nehir agzindan
alinanlara gore daha acik renktedirler. Ergin bireylerin sirt kismi lekesiz koyu renkte
iken gencglerde bazen siyah lekeler olabildigi gibi disi bireylere gore viicut daha ince ve
uzundur. Disi baliklarda burun yapisi erkek bireylere gore daha sivridir (Alpbaz, 1996;
Barnabe, 1990; Ucal ve Benli, 1993). Operkulumun iist kisminda siyahimsi bir benek
vardir. Solungag kapaklarinin kenari ¢ok keskin ve serttir (Alpbaz, 2005).



Levrek baliklarinda iki dorsal yiizge¢ bulunmaktadir ve dorsal yiizgecler birbirinden
ayrilmugtir. ilk dorsal yiizgec 8-10 dikenden, ikinci dorsal 1 diken ve 11-14 yumusak
1sindan olusur. Anal ylizgegte lic diken ve 10-12 yumusak 1sindan ibarettir. Pelvik
yilizgecin tabani pulsuzdur. Kaudal pediinkiil genistir. Lateral ¢izgi koyu renk bir hat
seklinde olup, lizerinde 62-80 sikloid pul bulunur. Lateral ¢izgi kesintisiz bir hatta sahip
olup, kaudal ylizgece kadar devam etmez (Ucal ve Benli, 1993; Moretti ve dig., 1999).
5-28°C arasindaki sicakliklarda yasamini devam ettirebilen levrek baliklar1 7°C’ nin
altindaki su sicakliginda yem alimini keser. Yumurtlama déneminde 12-14 °C su
sicaklig1 ideal olsa da 10-25°C’ deki sularda da yumurta birakmaktadirlar. Tuzluluk
degismelerine kars1 oldukca dayanikli olan levrek baligi gollere ve asir1 tuzlu dalyanlara
bile girerek yasamlarini siirdiiriirler. Gelisimlerinin en iyi oldugu tuzluluk degerlerinin
%o 15-35, oksijen seviyesinin ise 7-8 mg/It olmasi gerektigi bildirilmistir (Barnabe,
1990; Atay, 1994; Alpbaz, 1996; Alpbaz, 2005).

Akdeniz’de yasayan levrekler Atlantik kiyilarindaki levreklere oranla daha geng yasta
ve kiiciik boyda cinsel erginlige ulasirlar. Akdeniz’ de erkekler 2-3 yas, 25-30 cm
boyda, disiler 3-5 yas, 30-40 cm boyda, Atlantik’te ise erkekler 4-7 yas ve 37 cm boyda,
disiler ise 5-8 yas ve 38-42 cm boyda cinsel olgunluga erisirler (Barnabe, 1990).
Levrek tiirleri hermafrodit gruba dahil olmalarima ragmen eseyli ilireme ozelligine
sahiptirler. Gencken erkek ve disi olan bireyler ilerde de ayni cinsiyet 6zelligini tasirlar.
Gonadlarda gelisme Akdeniz Bolgesi’ nde Eyliil aylarinda baglar, Aralik-Ocak aylarina
kadar devam eder. Yumurtlama ise su sicakligina bagl olarak Mart ay1 baslarina kadar
devam etmektedir. Atlantik kiyilarinda ise levrek baliginin yumurtlama mevsimi; 2-3 ay
sonra su sicakliginin 11-14 °C oldugu en soguk aylarda gerceklesmektedir (Brusle ve
Roblin, 1984; Alpbaz, 1996).

Levrek baligi; suda bulunan omurgasiz canlilar1 ve kiiciik baliklar tiketen predatdrdiir
bir balik tiiridiir. Bununla birlikte beslenme aliskanlig1 bireylerin biiyiikliiklerine gore
degismekte olup yavru baliklar i¢in en iyi gidalar zooplankton; 20 cm’den biiyiik olan
levrek baliklar teke ve kiigiik karidesleri tercih ederken daha biiyiik olanlar ise sardalye,
hamsi, kaya balig1 gibi baliklari, yenge¢ ve iri karidesleri gida olarak alirlar (Moretti ve

dig., 1999; Alpbaz, 2005).



2.3. CIPURA BALIGI (Sparus aurata, Linneaus 1758) VE KULTURU

Cipura baliklar1 Dogu Atlantik kiyilart boyunca ve Akdeniz’de yaygin olarak
bulunmasina ragmen dogu ve giineydogu Akdeniz’de daha az Karadeniz’de ise nadir
bulunan bir balik tiiriidiir (Celikkale ve dig., 1999; FAO, 2006). Cipura balig1 6zellikle
Ege Bolgesi’nde cok aranilan ve sevilen bir balik tiiriidiir. Bu nedenle yetistiriciligine
kars1 devamli bir ilgi duyulmus ve tlilkemizde 1980’lerden sonra baglayan yetistiricilik
caligmalar1 sonucunda oldukg¢a basarili olunmustur (Alpbaz, 2005). 2002 yilinda 11.681
ton olan c¢ipura ilretiminin 2011 yilinda 32.187 tona ulagmasi bu basarinin bir

gostergesidir (TUIK, 2012).

2002 yilinda tiim iilkelerdeki toplam c¢ipura baligi tiretim miktarlarinin % 49’unun
Yunanistan’a ait olmasi dolayisi ile Akdeniz Bolgesi en yogun iiretimin yapildig: yerdir.
Tiirkiye (% 15), Ispanya (% 14) ve Italya (% 6)’da énemli bir Akdeniz iireticileridir.
Buna ek olarak Hirvatistan, Kibris, Misir, Fransa, Malta, Fas, Portekiz ve Tunus’ta

tiretimin yapildig1 énemli iilkelerdir (FAO, 2006).

Sparidae familyasinin Sparus genusuna mensup olan ¢ipura baligi viicudu yiiksek ve
yanlara dogru basiktir. Pelvik ylizgecte 5’ten fazla 151n vardir. Sirt yiizgeci 6nde ve sert
1sinlidir. Viicut bas kisma kadar pul ile ortiilii olup, pullar serttir. Yan ¢izgi belirgin
sekilde olusmustur. Gozler arasinda V seklinde yildizs1 bir bant vardir. Sirt1 gri ve koyu
mavi renklidir. Renk dorsalde gri-esmer, ventralde giimiisidir. Pektoral yiizgecin
dorsalinde ve operkulum {izerinde kirmizi-menekse renkli bir leke karakteristiktir. Agiz
ve dis yapist sert olup, kabuklu canlilart bile kirabilecek niteliktedir (Aksiray, 1954;
Benli ve dig., 1990; Alpbaz, 2005).

Cipura baligi 6-32°C su sicakliginda yasamini siirdiirebilmesine ragmen optimum
gelisim 22-25°C arasindaki su sicakliginda gergeklesir. Cok soguk sulardan hoslanmaz
ve sudaki ani sicaklik degisimlerinde oliirler. Bu nedenle dalyanlar1 sonbaharda terk
ederler. %10-40 tuzluluga dayanabilmelerine ragmen tuzlulugun %10’dan asagi
diismesi bu tiiriin hayatta kalmasini1 olumsuz yonde etkilemektedir (Alpbaz, 1996).



Cinsel olgunluga erisme yast 2 olan bu baliklarin erkek olduklar1 gozlenir. 3 ve 4.
yastan itibaren baliklarda disilige doniisiim oldugu gozlenir. ilk {ireme mevsiminde
500.000 ile 1.000.000 adet arasi yumurta verebilirler. Yumurtlama 14-19 °C su
sicakliginda gerceklestigi icin Ingiltere ve dolaylarinda yumurtlama yaz aylarinda iken
giineyde ve Akdeniz Bolgesi’nde ise Aralik ayr yumurtlama mevsimi i¢in uygun

donemdir (Allessio ve Bronzi, 1974; Mater, 1981; Alpbaz, 2005).

Cipura baliklar1 bentik bir tiir olup, deniz dibinde yemlenir ve kirmalik denilen
alanlardan hoslanirlar. Genel olarak dip baliklar1 grubuna girerler. Giiniin belirli
saatlerinde kiyilara kadar gelir ve yem ararlar. Bu nedenle sabah ve aksamlart s1g
sularda daha bol avlanabilirler. Cipura baliklar1 saglam disleri ile kiiciik midye ve

yengegleri kolayca kirarak yiyebilirler (Benli ve dig., 1990; Alpbaz, 2005).

2.4. VIBRIOSIS

Vibrio tiirlerinin neden oldugu vibriosis, tiim diinyada kiiltiir balik¢ilig1 yapan tatli su ve
deniz isletmelerinde agir ekonomik kayiplara neden olan bakteriyel bulasici bir
hastaliktir (Toranzo ve dig., 2005; Austin ve Austin, 2007). Vibriosis dogada ve kiiltiirti
yapilan deniz baliklarinda en ¢ok goriilen hastalik olmakla beraber, genellikle deniz
balig1 artiklariyla beslenen tatli su baliklarinda da goriilen bir hastaliktir. Gilinlimiize
kadar baliklarda vibriosise neden olan c¢esitli bakteriler bildirilmistir (Vera ve dig.,

1991; Noga, 2000; Buller, 2004; Austin ve Austin, 2007).

Vibriosis, ilk defa 1500°lii yillarda italya sahillerinde yetistiriciligi yapilan yilan
baliklarinda (Anguilla anguilla) gériilmesine ragmen hastalikla ilgili ilk rapor 1718
yilinda Bonaveri tarafindan bildirilmistir (Bullock ve Snieszko, 1971; Austin ve Austin,
1999). Vibriosise ge¢miste kizil veba, kizil ¢iban, kizil plak ve tuzlu su furunkulozisi
gibi isimler verilmistir. Ancak Vibrio tiirii bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlari
tanimlamak ve ortak bir isim vermek icin hastaligin standart ismi ‘vibriosis’ olarak
kabul edilmistir (Bullock, 1987; Reed ve Francis-Floyd, 1996; Woo ve Bruno, 1999;
Austin ve Austin, 2007).



Vibrio anguillarum Akdeniz’ de yilan baliklarindan ilk izole edilen Vibrio tiirii olup
uzun yillar biitiin patojenik Vibrio'lar bu isimle tarif edilmistir (Actis ve dig., 1999).
Bergman 1909’ da ilk olarak ‘yilan baliklarinin kizil veba’ hastaligi ile alakali olarak V.
anguillarum’u tanimlamistir (Hjeltnes ve Roberts,1993; Actis ve dig., 1999; Giiven ve
dig., 2001).

Firsat¢1 patojen olan Vibrio tiirleri stres, diren¢ disiikliigli ve ortam sartlarinin
kotiilesmesine bagli olarak kiiltiir baliklarinda septisemi ile seyrederek baliklarda
mortaliteye neden olmaktadir. Hastaligin bulagsmasinda kontamine su ve canli yemler
rol oynamaktadir. Enfeksiyon gen¢ baliklarda, ergin bireylere nazaran daha fazla
mortalite ile sonu¢lanmaktadir. Geng baliklarda mortalite orami %70-90 iken ergin
baliklarda ise %30-50’ye ulasabilmektedir (Plumb, 1999; Noga, 2000; Austin ve Austin,
2007).

Vibrionaceae familyasi gesitli baliklarda hastaliklara neden olan Vibrio, Aeromonas,
Plesiomonas ve Photobacterium gibi genuslar1 igermektedir (Austin ve Lee, 1992).
Vibrio genusunun {iiyeleri, Gram-negatif, hareketli, diiz veya kivrik ¢omaklar olup,
genellikle kapsiilsiiz, sporsuz, fakiiltatif anaerob ve polar flagellalar araciligi ile hareket
eden bakterilerden olusmaktadir (Twedt, 1989; Baumann ve Schubest, 1984; Holt ve
dig., 1994). Bu bakteriler katalaz, sitrat ve indol testlerinde pozitif sonug verirler,
jelatini eritirler, lizin ve ornitrini dekarboksile ederler, glukoz, maltoz, mannoz,
mannitol ve sukrozdan asit olustururlar, H,S testinde negatif sonug¢ verirler ve iireaz

iiretemezler (Koneman ve dig., 1997).

Vibriosise neden olan baslica patojen bakteriler; V. anguillarum, V.alginolyticus,
V.cholerae, V.fischeri, V.furnissii, V.harveyi, V.ichthyoenteri, V.logei, V.ordalii,
V.pelagius, V.salmonicida, V.splendidus, V.tapetis, V.vulnificus ve V.wodanis olarak
tanimlanmistir (Vera ve dig., 1991; Noga, 2000; Buller, 2004; Austin ve Austin, 2007).

2.5. Vibrio anguillarum

Vibriosise neden olan Vibrio tiirii bakteriler Vibrionaceae familyasina ait olup, kiiltiir

baliklarinda hastaliga neden olan en Onemli tirii Vibrio anguillarum’dur (Muroga,
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1975; Noga, 2000; Toranzo ve dig., 2005; Austin ve Austin, 2007). V. anguillarum
baslica kiiltiir levrek, ¢ipura ve alabaliklart olmak iizere 48’den fazla balik tiiriinde
hastaliga neden olur. Ancak bu bakteri hastalifin dominant tiiri olmasina ragmen balik
kiltliriiniin uluslararasi yayilmasina bagl olarak farkli cografik alanlardaki farkli balik
tirlerinden izole edilen Vibrio tiirlerinde de farkliliklar bildirilmistir (Noga, 2000;
Timur ve Timur, 2003; Austin ve Austin, 2007).

Tatli su ve deniz baliklarinda hemorajik septisemi ile karakterize edilen bir hastalik olan
vibriosise neden olan Vibrio anguillarum, Vibrionaceae familyasmin Vibrio genusu
iginde yer alan Gram-negatif bakteridir (Holt ve dig., 1994). Mikroorganizma; 0.8-1.0 x
1.2-2.0 um biiyiikliigiinde, diiz veya virgiil biciminde, hareketli, sporsuz, kapsiilsiiz ve
fakiiltatif anaerobiktir (Austin ve Austin, 2007). En 6nemli ayirt edici 6zelligi pteridine
phosphate (vibriostat, O/129) testine hassas olmasidir ki bu madde {liremelerini engeller

(Holt ve dig., 1994; Buller, 2004; Austin ve Austin, 2007).

V. anguillarum denizde yetistiriciligi yapilan somon baliklarindan (Winton ve dig.,
1983; Trust, 1986), levrek ve ¢ipuranin da dahil oldugu birgok deniz balig tiirlerinden
(Toranzo ve Barja, 1990; Cagirgan, 1993), istiridye gibi kabuklulardan (Bollinches ve
dig., 1986) ve tatli su alabaliklarinda goriilen epizootiklerden izole edilmistir (Muroga,
1975; Giorgetti ve dig., 1981). V. anguillarum yurdumuzda yetistiriciligi yapilan ¢ipura
(Candan, 1991; Cagirgan, 1993; Korun, 2006; Akayl ve dig., 2008), levrek (Cagirgan,
1993; Ekici ve dig., 2005; Demircan ve Candan, 2006; Korun ve Timur, 2008) ve
gokkusagi alabaliklarindan (Timur ve Korun, 2004; Ekici ve dig., 2005; Tanrikul, 2007)

da izole ve identifiye edilmistir.

V. anguillarum’un ad1 yapilan genotipik ve fenotipik arastirmalar sonucunda Listonella
anguillarum olarak degistirilmisse de (McDonell ve Colwell, 1985), giiniimiizde ¢ogu
aragtirmacit V. anguillarum’ u kullanmay1 tercih etmektedirler (Noga, 2000; Austin ve
Austin, 2007). Pedersen ve dig., (1999)’ nin hasta baliklardan ve deniz suyundan izole
ettikleri V. anguillarum’ un serotiplendirmesiyle ilgili yapmis olduklari ¢aligmalar
sonucunda, 23 adet serotipinin bulundugu ve bunlardan 6zellikle 4 serotipinin ¢ipura,

levrek ve salmonid balik tiirlerinde patojen oldugunu bildirmislerdir. Levrek
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baliklarinda genellikle serotip O1’in, alabaliklarda ise serotip Ol ve O2 yani sira
V.ordalii’ nin enfeksiyonlara yol a¢tig1 rapor edilmistir (Santos ve dig., 1995).

V. anguillarum Beyin Kalp infiizyon Agar (BHIA) ya da Trypticase (Tryptone) Soy
Agar (TSA) gibi kat1 besiyerlerinde kiigiik, yuvarlak ve krem renkte kabarik koloniler
meydana getirir. Ayrica insan veya tavsan kani igeren kanli agar besiyerinde
olusturdugu kolonilerin etrafinda dar bir -hemoliz alan1 olusturur (Winton, 1979; Arda
ve dig., 2005) V. anguillarum kolonileri kiiltiirlerin tazeligine ve besiyerinin bilesimine
bagli olarak S (diizgiin), R (piirtizlii) ve M (stimiiksii) formlarina sahip olabilir (Arda ve
dig., 2005). Selektif bir besiyeri olan TCBS (Thiosulphate Citrate Bile Salt Sucrose
Agar) Vibrio’larin tiremelerini hizlandirirken diger bakterilerin iiremelerini engeller
(Austin ve Austin, 2007). Bu besiyerinde V. anguillarum, V. alginolyticus, V. harveyi ve
V. ordalii tiirleri sar1 renkli koloni olustururken V. damsela ile V. vulnificus tiirleri ise
yesil renkli koloni olustururlar (Baumann ve dig., 1984). VAM (Vibrio anguillarum
Medium) selektif vasatinda ise bu bakterinin sar1 renkli koloniler olusturdugu

bildirilmistir (Alsina ve dig., 1994).

Vibrio tiirleri gelismeleri ya da gelismelerinin uyarilmasi igin sodyuma ihtiya¢ duyarlar
(Noga, 2000). 5°C ve nadiren 37°C’de gelisim gosteren bu bakterinin in vitro kosullarda
optimum biiyiime sicakligi 18-20°C’dir V. anguillarum' un % 0.5-3.5 NaCl ilave
edilmis TSA, Nutrient Agar, BHIA ve Thiosulphate Citrate Bile Salt Sucrose Agar
(TCBS) besiyerlerinde 15-25°C 'de 7 giin iginde iireyebildigi bildirilmistir (Austin ve
Austin, 2007).

V. anguillarum; Metil red negatif, VVoges-Proskauer pozitif, arjinin dihidrolaz pozitif
olup, lizin ve ornitrin testleri negatiftir. Vibriosis’ e neden olan V. anguillarum ve diger

baz1 Vibrio tiirlerine ait bazi biyokimyasal 6zellikler Tablo 2.1° de verilmistir.
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Tablo 2.1: Vibrio tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri (Baumann ve dig., 1984; Bolinches ve
dig., 1986; Noga, 2000; Buller, 2004; Austin ve Austin, 2007).

Ozellikler 1 2 3 4 5 6 7 8
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+
+
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(+): Pozitif reaksiyon, (-): Negatif reaksiyon, (D): Degisken reaksiyon,
(.): Belirtilmemis 6zellik, S /Y: Sari/Yesil

Vibriosis diinya ¢apinda bir dagilima sahip olup genellikle su sicakliklarinda artigin
oldugu yazin ge¢ donemlerine kadar, deniz ve aci sularda, 6zellikle de s1g sularda kiiltiir

ve dogal deniz baliklarinda meydana gelir. Vibriosis levrek ve c¢ipura gibi deniz
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baliklarinda da yaz mevsiminde su sicakliinin 10 °C'yi gectigi, sudaki oksijen
seviyesinin diistiigli durumlarda, baliklarin asir1 yogunlukta tutulmasinda ve kotii hijyen
sartlarinda ortaya ¢ikar. Bununla birlikte hastaligin 1-4°C sicakliktaki sularda yetistirilen
baliklarda da ortaya ¢iktig1 belirtilmistir. Elle muamele, nakil, asir1 kalabalik ve sudaki
¢oziinmiis oksijen seviyesinin diismesi gibi faktorler kiiltiir baliklarinin vibriosise karsi
hassasiyetini arttirdigi bildirilmistir (Plumb, 1999; Noga, 2000; Arda ve dig., 2005;
Austin ve Austin, 2007).

Vibriosis neden olan etkenlerin deri, solungaglar ve aniis yoluyla viicuda girmesi
sonucunda etkenin konakgida kolonize olduktan sonra viicuda penetre oldugu, gastro-
intestinal sistemin posterior kisminda ve rektuma kolonizasyonu sonucunda hastaligin
basladig1 bildirilmistir (Olafsen ve dig., 1981; Ransom ve dig., 1984). Baliklarda
inkiibasyon periyodundaki degisiklik patojenin virulensi, suyun sicakligt ve stresin
derecesiyle degismektedir. Hastaligin ¢ikist salmonid ve kalkan baliklarinda su sicakligi
10-11°C oldugunda goriiliirken pleuronectidlerde ve yilan baliklarinda ise su sicakligi

15-16 °C oldugunda goriildiigii bildirilmistir (Timur ve Timur, 2003; Buller, 2004).

Deniz ortaminin dogal mikrobiyal florasinda bulunan V. anguillarum’ un su sicakliginin
artmasiyla yazin arttigi, kigin ise su sicakligina bagl olarak azaldigi bildirilmistir.
Etken; stres ve su parametrelerinin yetersiz oldugu ortamlarda bulunan yabani ve kiiltiir
baliklarini etkileyerek septisemiye neden olur seyrederek mortaliteye neden oldugu
bildirilmistir (West ve Lee, 1982; Austin ve Austin, 2007).

Kiltiir baliklarinda ekonomik kayiplara neden olan vibriosis, viicudun ventral
bolgelerinde ve yan taraflarinda kizarikliklar, hemorajiler, kabarciklar, ilserler ve
lezyonlarin olusmasi1 ile karakterize edilen bulasici ve Oldiriicii bakteriyel bir
enfeksiyondur (Woo ve Bruno, 1999; Noga, 2000; Austin ve Austin, 2007). Hastaligin
perakut formunda gen¢ baliklarda istahsizlik, deri renginde koyulasma ve ani oliimler
goriiliirken, akut formunda ise aniis etrafinda ve yiizge¢ diplerinde kirmizi kanh
lezyonlar, bazen deride - kaslarda siskinlikler ve iilserlesmeler goriiliir. i¢ organlarda
hiperemi, hemoraji ve 6dem goriiliir. Hastaligin kronik formunda ise klinik belirtiler
daha belirgindir. Pektoral ve pelvik yilizgeglerde kanamalar, operkulumda, ventralde,

aniis ¢evresinde, agzin iginde ve etrafinda kizarikliklar goriilmektedir. Kronik olarak
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enfekte baliklarin i¢ organlarinda yaygin hiperemi, lezyonlar, bdbrek, dalak ve
karacigerde siskinlik, hemorajiler, karin boslugunda kanli sivi birikimi, kaslarda
nekrotik odaklar ve hava kesesinde kizarikliklar gézlenmektedir (Hjeltnes ve Roberts,
1993; Noga, 2000; Timur ve Timur, 2003; Arda ve dig., 2005).

Klinik olarak hasta baliklarda; istahsizlik, durgunluk, pul kaybi, deri renginde kararma,
ekzoftalmus, ascites, viicut tizerinde nekrotik lezyonlar ve karin altinda, yiizgeg
kaidelerinde ve agiz etrafinda eritemlerin goriildiigii bir¢ok arastirmaci tarafindan rapor
edilmistir (Post, 1987; Candan, 1991; Woo ve Bruno, 1999; Timur ve Timur, 2003;
Austin ve Austin, 2007). Cipura baliklarinda ise agiz kenarinda krem renkli mukusun
goriildiigii bildirilmistir (Candan, 1991). Internal olarak hasta baliklarda, splenomegali,
karaciger, dalak ve bobregin renginde solgunluk, karacigerde hemoraji, ascites,
bagirsakta sarimsit renkli kanli sivi ve pilorik sekalarda hiperemi gozlendigi
bildirilmistir (Post, 1987; Woo ve Bruno, 1999; Noga, 2000; Timur ve Timur, 2003;
Arda ve dig., 2005; Korun, 2006).

2.6. Vibrio anguillarum’UN TESHISINDE KULLANILAN YONTEMLER

Etkenin teshisinde gilinlimiizde mikrobiyolojik, serolojik, molekiiler, histopatolojik ve
immunohistokimyasal teknikler kullanilmaktadir (Frerichs ve Roberts, 1989; Knasskop
ve dig., 1993; Hirono ve dig., 1996; Gildberg ve Mikkelsen, 1998; Austin ve Austin,
2007; Engelsen ve dig., 2008; Avct ve dig., 2012).

Vibriosis’in teshisinde kullanilan serolojik testlerden biri ELISA (Enzim Baglayici
Immunosorbent Deney) testidir. ELISA testi balik hastaliklarinda antijenin varligmi
gostermek, serumdaki spesifik antikorlarin varligini arastirmak ve hastalik etkenlerinin
serotiplendirme calismalarinda yaygin olarak kullanilan serolojik bir tekniktir (Austin
ve Austin, 2007; Knasskop ve dig., 1993). V.anguillarum’un serotiplendirilmesi ile ilgili
yapilan c¢alismalarda cesitli arastiricilar ELISA testi yani sira lam agliitinasyon testini de
kullanarak bu bakterinin serotipleri arasindaki serolojik farkliligi tespit etmislerdir
(Myhr ve dig., 1991; Boesen ve dig., 1997). Agliitinasyon testi tek basma cesitli

aragtiricilar tarafindan V. anguillarum’un teshisi ve serotiplendirilmesi ile ilgili yapilan
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calismalarda da kullanilmistir (Pacha ve Kiehn, 1969; Sorensen ve Larsen, 1986; Myhr
ve dig., 1991; Knasskop ve dig., 1993).

Ayrica bu bakteri ile ilgili yapilan ¢alismalarda indirekt Floresan Antikor Teknigi
(IFAT), Jel elektroforez (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis),
Western-blotting (immunoblotting) ve Dot Blot gibi farkli serolojik teknikler de
kullanilmistir (Cipriano ve dig., 1985; Grisez ve Ollevier, 1995; Lund ve dig., 2006).

Giiniimiizde PCR (Polimeraz Zincir Tepkimesi) ve in situ hibridizasyon gibi teknikler
V.anguillarum gibi patojenik mikroorganizmalarin tanisinda kullanilmaktadir (Hirono
ve dig., 1996; Cunningham, 2002). Ayrica son zamanlarda enfekte balik dokularinda bu
patojenin dogru bir sekilde tanimlanmasi i¢in de PCR teknigi kullanilmaktadir (Osorio
ve Toranzo, 2002). Hirono ve dig. (1996) bu bakteride bulunan hemoliz geninin
varligint PCR yontemi kullanilarak tanimlamiglardir (Gonzalez ve dig., 2003). Enfekte
balik dokularinda V.anguillarum’un tespiti amaciyla PCR bazli cesitli metotlar
gelistirilmistir. Bu teknikler molekiiler olarak 16sRNA problar ile hibridizasyon ve
spesifik genlerin ¢ogaltimi1 (PCR, RT-PCR, insitu hibridizasyon) ile yapilmaktadir (Li
ve dig., 2008). Son zamanlarda da hedef gen rpoN geninin ¢aligildig1 yeni bir molekiiler
yontem ile dogru tespitler saptanmuistir (Actis ve dig., 1999; Gonzalez ve dig., 2003;
Austin ve Austin, 2007). Demircan ve Candan (2006) tilkemizde deniz baliklarinda
vibriosize neden olan V.anguillarum’un PCR (rpoN geni) ile tanisini yapmuslar ve
sonug¢ olarak Tirkiye’de izole edilen V.anguillarum suslarinin tanisinda bu genin

kullanilabilecegini gostermistir.

V. anguillarum ile enfekte baliklarda karacigerde hemoraji, dalakta melano-makrofaj
merkezlerinde yogun hemosiderin birikimi, dalak ve bobrekte bosalma, haemopoietik
dokuda nekroz, kaslarda biiyiik genis fokal nekrotik lezyonlar, bagirsak mukoza
epitelinde dokiilme gibi histopatolojik degisikliklerin goriildiigli bildirilmistir (Frerichs
ve Roberts, 1989).

Son yillarda c¢esitli arastiricilar balik saghgr ile ilgili yapilan c¢alismalarda

immunohistokimyasal yontemleri hastaliklarin  teshisi ve etkenin dokulardaki
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lokalizasyonu tespit etmek amaciyla kullanmiglardir (Gildberg ve Mikkelsen, 1998;
Bergh, 1999).

2.6.1. immunohistokimyasal (IHC) Yéntem

Belirli bir dokuda bulunan antijenlerin gosterilmesi i¢in isaretli antikorlar kullanilarak
antijen-antikor araciligi ile gosterilmesini saglayan boyama yontemi olan
immunohistokimyasal yontemler kesin bir tan1 koymasi 6zelligi ile 6énemli bir yere

sahiptir (Hayat, 2002).

Immunohistokimyasal ~yontemlerden olan indirekt immunoenzimatik boyama
yontemleri indirekt immiinperoksidaz yontemi, enzim anti-enzim kompleksi yontemleri
(PAP, APAAP), avidin-biotin yontemleri (ABC, StrepABC)’den olusmaktadir.
Streptavidin-biotin  metodu  ve  avidin-biotin  kompleks (ABC)  metodu
immiinohistokimyasal teknikler i¢in peroksidaz anti peroksidaz (PAP) metotundan daha
duyarhdir (Hayat, 2002).

Farkli arastiricilar tarafindan V. anguillarum ile ilgili yapilan c¢alismalarda
immunohistokimyasal yontemler bu bakterinin enfekte balik ve su canlilarinin
dokularindaki varligimin teyit edilmesi, bakterinin dokulardaki lokalizasyonunun
belirlenmesi, antijenin dokulardaki yogunlugunun tespit edilmesi, patojenin saglikli
balig1 nasil enfekte ettigini anlasilabilmesi, portal giris yollarindan giren bakterinin
balik doku ve organlarina nasil yayilldiginin arastirilmasi gibi ¢esitli amaglarla
kullanilmistir (Gildberg ve Mikkelsen, 1998; Bergh, 1999; Bergh ve dig., 2001; Irie ve
dig., 2004; Anfonso ve dig., 2005). Ayrica bu bakteriye karsi probiyotik etkisi olan
bakterilerin tespit edilmesinde ve asi ile ilgili ¢alismalarda da immunohistokimyasal

yontemlerden yararlanilmistir (Anfonso ve dig., 2005; Planas ve dig., 2006).

Chaves-Pozo ve dig. (2005) yaptiklari ¢alismada V. anguillarum ile enfekte ¢ipura
baliklarinin  asidofilik graniilositlerinin  tipik 6zelliklerini immunohistokimyasal
yontemlerden peroksidaz antiperoksidaz teknigini (PAP) kullanarak dogrulamislardir.
Engelsen ve dig. 2008 yilinda V. anguillarum ile enfekte ettikleri Atlantik morina baligi

(Gadus morhua) larvalari ile ilgili yapmis olduklari ¢alismada bu yontemlerden
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Avidine-biotin-alkaline phosphatase metodunu kullanarak V. anguillarum serotip O2a
enfeksiyonlarinin larvaya olasi giris yollarini tespit etmislerdir. Aver ve dig. (2012)
yaptiklar1 aragtirmada intraperitonal yolla ve immersiyon yontemi ile deneysel olarak V.
anguillarum serotip O1 ile enfekte ettikleri gokkusagi alabaliklarinin doku ve
organlarindaki  bakteriyel antijenlerin  varligint  ve  dokudaki  dagilimin

immunohistokimyasal yontem kullanarak belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL
3.1.1. Arastirmanin Yapildig1 Yer

Bu c¢alismada; materyal olarak kullanilan hasta baliklar Mugla iline bagli Milas
ilgesindeki 3 adet ¢ipura ve levrek isletmesinden, Bodrum ilgesindeki levrek
isletmesinden ve Fethiye ilgesindeki 4 adet alabalik isletmesinden temin edilmis ve
baliklarin i¢ organlarindan yapilan bakteriyolojik ekimler sahada gergeklestirilmistir.
Mikrobiyolojik, histolojik ve immunohistokimyasal incelemelerde kontrol drnegi olarak
kullanilan saghikli gokkusag: alabaligi ise Istanbul Universitesi Sapanca igsu Uriinleri

Uretimi Arastirma ve Uygulama Birimi’nden temin edilmistir.

Ornekleme sonucu hasta baliklardan temin edilen etkenin teshisi, doku 6rneklerinin
histolojik ve immunohistokimyasal incelemeleri ile ilgili calismalar Istanbul
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Yetistiricilik Boliimii, Balik Hastaliklar1 Anabilim

Dali’na ait mikrobiyoloji ve histoloji laboratuvarinda yiirtitiilmiistiir.

3.1.2. Cahsmada Kullanilan Balik Materyali

Bu calismada Mugla ilinde bulunan gokkusagi alabaligi, levrek ve c¢ipura baligi
isletmelerinde ki hastalik belirtisi  gosteren baliklardan 6rnekleme yapilmistir.
Ornekleme zamam olarak su sicakliginin degismeye basladigi Nisan-Agustos aylari
secilmigtir. Yapilan 6rnekleme sonucunda toplam 33 adet hasta balik kullanilmistir.

Temin edilen baliklara iliskin bilgiler Tablo 3.1°de verilmistir.

Calismanin yapildig1 dénemlerde kontrol olarak kullanilacak saglikli levrek ve ¢ipura
balig1 temin edilemedigi i¢in sadece 1 adet saglikli gokkusag: alabaligi kontrol olarak

kullanilmustir.
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Tablo 3.1: Calismada Kullanilan Balik Materyalleri ile lgili Bilgiler

Orneklemenin Yapildig1 Yer

Fethiye Milas Bodrum
Balik 1.Isletme 2.Isletme 3.Isletme 4 Isletme 1.Isletme 2.Isletme (G)
Tiirii (A) (B) (©) (D) (E) (F) Isletmesi
Gokkusagr | 4 adet 4 adet 4 adet 3 adet -
alabalig (150-200gr) | (150-200gr) | (170-250gr) | (100-150gr)
Levrek - - - - 5 adet 5 adet
(200-220 gr) (150-200 gr)
Cipura - 8 adet -
(150-200 gr)

3.1.3. Cahismada Kullanilan Referans Sus

Hasta baliklardan izole edilen V. anguillarum izolatlariin biyokimyasal olarak
kontrollerini yapmak icin Ispanya’da bulunan Santiago de Compostela Universitesi
Biyoloji Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Parazitoloji Anabilim Dali Bagkani Sayin Prof. Dr.
Alicia Estevez Toranzo tarafindan s0z konusu liniversitenin
ihtiyopatoloji grubunun kiiltiir koleksiyondan hediye edilen ¢ipura baligindan izole

edilmis olan V. anguillarum O2 serotipine ait RV22 numarali susu kullanilmustir.

3.1.4. V. anguillarum’ un Kiiltiiriinde Kullamlan Besiyerleri ve Kimyasal Maddeler
Calismada besiyeri olarak Trypticase Soy Agar (TSA) (Merck, 1.05458), Thiosulfate-
Citrate-Bile salts-Sucrose agar (TCBS) (Merck), Vibrio anguillarum Medium (VAM),
Deniz tuzu, O/F Basal Medium (Merck), Methyl Red-Voges Proskauer Medium/Broth
(MR/VP) (Himedia, M 070), Nutrient Broth (Merck, 1.05443), Simmons’ Citrate Agar
(Merck 1.02501), Miiller-Hinton Medium (Difco, 0252-17-6) ve kanli agar gibi
L-arginine (Merck, 1.01544),
monohydrochoride (Merck, 1.05700), L-ornithine monohydrochoride (Merck, 1.06906),
D-glucose anhydrous (Merck, 1.08337), D-galactose (Merck, 1.04058), D-mannose
(Merck, 1.05984), maltose monohydrate (Merck, 1.05910), mannitol (Merck, 5980),
Lactose monohydrate (Merck, 1.07637), L-arabinose (Merck, 1.01492), myo-inositol
(Merck, 1.04728), D-fructose (Merck, 1.05323), sucrose (Merck, 1.07651), gelatin
(Merck K25138478), starch (Merck, 1.01253), urea (Merck, 1.08486), formaldehit,
ksilen (Pancreac 141769.1612), etil alkol (Pancreac 131086.1612), hematoksilen
(Merck 1596470), eosin (Merck 060909), asit alkol, pul parafin, hidrojen peroksit (Ak

besiyerleri; monohydrochoride L-lysine
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kimya A.S.), sitrik asit monohidrat (Merck K42275944), hidroklorik asit (HCI) (Merck
1.00317.2500), NaOH (Sodyum hidroksit), methanol (Merck 1598008 130) ve
Phosphate Buffered Saline (PBS) hazir tablet (Medicago, 09-2051) kullanilmastir.

3.1.5. Immunohistokimyasal Boyamada Kullamilan Kit, Antikor ve Diger

Malzemeler

Immunohistokimyasal c¢alismalar icin ticari olarak satilan mouse Anti-Vibrio
anguillarum monoklonal antikoru (ibt FM-040AX-5), Histostain-Plus Kit (HRP, Broad
spectrum) (Invitrogen 859043), AEC (Three-amino-9-ethylcarbazole) Kit (Invitrogen
002007) ve Clearmount Mounting Solution (Invitrogen 008010) kullanilmistir.

3.1.6. Immunohistokimyasal Boyamada Kullamilan Tampon ve Soliisyonlar
Yikama Soliisyonu: PBS hazir tablet (Medicago, 09-2051)
Saf su: 11t

pH: 7,4, M: 0,01

Sitrat Tamponu: Sitrik asit monohidrat: 2.1 gram
Safsu: 11t

pH: 6

H,0O, Soliisyonu: H,0,: 1ml

Metanol: 4.5 ml

PBS: 4.5ml

Serum Sulandirma Soliisyonu: PBS hazir tablet
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3.2. YONTEM
3.2.1. Hasta Balhiklarin Klinik ve Otopsi Muayenesi

Materyal olarak kullanilan hasta baliklarin yetistiriciligi yapildigi kafes ve havuzlarda
sergiledigi davramiglar tespit edilerek hazirlanan anestezik soliisyon (1,5 ml
phenoxyethanol /1 It) igerisinde bayiltilmistir (Ferguson, 1988). Hareketleri duran hasta
baliklarin eksternal bulgular kaydedilmistir. Daha sonra kesim tahtasi iizerine alinan
balik Orneklerinin viicut yiizeyi kagit havlu ile silinerek, baligin dis yiizeyi %70’lik
alkol ile dezenfekte edilmistir. Dis yiizeyi dezenfekte edilen hasta balik 6rneklerine
ventral, lateral ve operkular insizyonlar uygulanarak internal bulgular tespit edilmistir
(Plumb ve Bowser,1983; Whitman, 2004).

3.2.2. Hasta Balklardan V. anguillarum’ un Izolasyonu ve identifikasyonu

Hastalik belirtisi gosteren baliklarin i¢ organlarindan (dalak, bobrek ve karaciger) ve
kanindan %1,5 NaCl iceren TSA, TCBS ve VAM besiyerlerine ekimler yapilmistir.
Ekim yapilan besiyerleri 22-23°C’ de 48-72 saat boyunca inkiibe edilmis ve izole edilen
bakterilerin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal Ozelliklerinin tespiti i¢in rutin
bakteriyolojik metotlar kullanilmistir (Noga, 2000; Timur ve Timur, 2003; Austin ve
Austin, 2007).

Oncelikle TSA, TCBS ve VAM besiyerlerinden izolen edilen bakterilerin koloni
morfolojisi ve koloni rengi tespit edilmistir. Izole edilen bakterilerin hareketli olup
olmadiklarimin tespiti i¢in asili damla yontemi uygulanmis, bakterilerin hiicre
morfolojisinin tespiti i¢in ise bakteri kolonilerinden frotiler hazirlanarak Gram boyama
yontemi ile boyanmistir. Bakterilerin fenotipik O6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla
sitokrom oksidaz reaksiyonu, katalaz (%3 H,O,) iiretimi, oksidasyon fermantasyon
glukoz (O/F) testi, O/129 (vibriostat) testi, ONPG (beta-galaktosidase), Metil Red (MR)
ve Voges-Proskauer (VP) testleri, indol iiretimi, arjinin dihidrolaz testi, lizin ve ornitrin
dekarboksilaz testleri, glukoz, mannitol, maltoz, mannoz, galaktoz, sukroz, arabinoz ve
fruktoz gibi seker testleri, nitrat rediiksiyon testi, Simmon’s Citrate agarda sitrati
kullanma ozelligi, iireaz testi, jelatin kullanimi, tuzluluk ve sicaklik ile ilgili testler
yapilmigtir (Baumann ve dig., 1984; Bolinches ve dig., 1986; Alsina ve dig., 1994;
Noga, 2000; Buller, 2004; Austin ve Austin, 2007).
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3.2.3. Histopatolojik Muayene

Histopatolojik inceleme i¢in hasta balik orneklerine ventral, lateral ve operkular
insizyon teknikleri uygulanarak i¢ organlar1 ortaya ¢ikartilmistir. Daha sonra baliklarin
dalak, karaciger ve bobrek gibi i¢ organlar1 yanisira solunga¢ ve kas dokularindan da
makas yardimi ile 5-6 mm?® biiyiikliginde 6rnekler almarak %10’luk formaldehit
icerisinde 72 saat fikse edilmistir (Culling, 1963; Hinton, 1990).

Formaldehit solusyonu igerisinde yeterli siire tespit edilen doku 6rneklerine Tablo 3.1’
de verilen rutin doku isleme prosediirii uygulanarak 5 um kalinhiginda kesitler
alinmigtir. Bu kesitler Hematoksilen-Eosin boyama yontemi ile boyanarak histolojik
olarak incelenmistir (Culling, 1963; Hinton, 1990; Timur ve Timur, 2003).

Tablo 3.2: Balik Dokularmin Histopatolojik Isleme Y&ntemi (Culling, 1963)

Doku fiksatif iginde yeterli siire tespit edilmeli (en az 24 saat).
Doku fiksatiften arinana kadar suda yikanmali (en az Isaat).
%70 alkolde, 4-8 saat bekletilmeli.

%090 alkolde, 4 saat veya biitiin gece bekletilmeli.

Absolute alkol I, 2 saat bekletilmeli.

Absolute alkol 11, 2 saat bekletilmeli.

Absolute alkol 111, 2 saat bekletilmeli.

Doku kloroform iginde biitiin gece bekletilmeli.

© © N o g b~ w D

Parafin I, 2 saat bekletilmeli.
10. Parafin 11, 2 saat bekletilmeli.
11. Parafin 11, 2 saat bekletilmeli.
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3.2.4. Iimmunohistokimyasal Boyama (Streptavidin-Biotin Yontemi)

Bu calismada immunohistokimyasal metot olarak immunoenzimatik yontemlerden
streptavidin-biotin boyama yontemi kullanmilmistir (Hayat, 2002; Planas ve dig., 2006;
Bancroft, 2008; Oztay, 2006; Oztay, 2008).

Dokulardaki antijenin varligimi tespit etmek amaciyla uygulanan immiin boyama i¢in
hasta olan baliklarin ve kontrol olarak kullanilacak saglikli gokkusagi alabaliginin
karaciger, dalak ve bobrek gibi i¢ organlari yani sira solungaglarindan alinan doku
ornekleri % 10’luk formaldehit soliisyonunda histolojik incelemeden farkli olarak en
fazla 20-24 saat siire ile tespit edilmistir Doku 6rnekleri rutin doku isleme basamaginin
ardindan parafine gomiilmiis ve bu parafin bloklardan 4 pum kalinhginda kesitler
alinmigtir. Her bir poly-L-lysin kapli lam iizerine biri kontrol olmak {izere 3 kesit
alimmustir Kesitler dokularin lam iizerine iyice yapismasini saglamak amaciyla 37°C’de

bir gece kurutulmustur (Oztay, 2006; Oztay, 2008).

Kesitler immiin boyama yontemleri igerisinden indirekt immunoenzimatik boyama
yontemi olan streptavidin-biotin  metodu kullanilarak boyanmustir.  Kesitler
deparafinizasyon islemi icin ksilen I ve ksilen II basamaklarindan, rehidratasyon islemi
icin de %100, %90, %80 ve %70’lik alkol basamaklarindan geg¢irildikten sonra distile
su ile 10 dakika siire ile yikanmistir. Daha sonra kesitler sitrat tamponu (pH: 6) igerisine
konularak mikro dalgada 15 dakika siire ile isleme tabi tutulmustur. Sitrat tamponu ile
muamele edilen kesitler soguduktan sonra PBS (Ph: 7.4, M: 0,01) ile yikanmistir
(Oztay, 2006; Oztay, 2008).

Yikama islemi tamamlandiktan sonra dokudaki endojen peroksidaz aktivitesini bloke
etmek amaciyla kesitler %3’liik hidrojen peroksitte 30 dakika bekletilerek endojen
peroksidaz blokajimnin ardindan PBS ile yikanmistir. Yikanan kesitler iizerine spesifik
olmayan boyamalar1 engellemek amaciyla bloking serum damlatilarak 15 dakika inkiibe
edilmis ve bloking serum yikamadan uzaklastirilmistir. Daha sonra primer antikor
olarak 1/1000 oraninda sulandirilmis anti-Vibrio anguillarum monoklonal antikorundan
30pul ilave edilirken negatif kontrol olarak kullanilan doku kesiti {izerine ayni oranda

PBS ilave edilmis ve nemli ortamda oda sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir. PBS ile
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yikanan preparatlardaki dokulara primer antikor ile uyumlu 1’er damla biotinlenmis
sekonder antikor damlatilarak 15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda PBS
ile yikanan kesitlere 1’er damla streptavidin peroksidaz damlatilarak 15 dakika
beklendikten sonra PBS ile 10 dakika siire ile yitkama yapilmistir Doku kesitleri iizerine
30ul AEC (Three-amino-9-ethylcarbazole) soliisyonu (kromojen+substrat karigimi)
damlatilarak 15-20 dakika nemli ortamda bekletildikten sonra PBS ile 5 dakika
yikamanin ardindan distile su ile de 5 dakika yikanmigstir. Mayer’in hematoksileni ile
¢ekirdek boyanmasi kontrol edilerek 1-2 dakika boyama yapilmis ve distile su ile
yikanmistir. Su bazli kapatici kullanilarak lamel ile kesitler kapatilmistir ve hazirlanan
preparatlar Olympus CX 41 tipi 151k mikroskobunda incelenmistir (Oztay, 2006; Oztay,
2008).
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4. BULGULAR

4.1. HASTA BALIKLARIN KLIiNIiK VE OTOPSI BULGULARI

2011 yilinin Agustos ayinda Mugla ili Fethiye ilgesinde bulunan 4 isletmeye ait 15 adet
hasta gokkusagi alabaliklarinda (150-200 g) genel olarak i¢ bakida renkte koyulasma,
viicut ylizeyinde yer yer hemorajiler (Sekil 4.1), pektoral, pelvik ve anal yiizgeg
diplerinde kanamalar (Sekil 4.2) gorilirken internal olarak solungaglarda anemi,
solungag filamentlerinin u¢ kisimlarinda dokiilme, i¢ organlar iizerinde ve viseral yag
dokuda petesiyal hemoraji, karacigerin renginde solgunluk ve splenomegali
gbzlenmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.1: A isletmesinden temin edilen hasta gokkusagi alabaliginin viicut yiizeyinde ve yiizgec
diplerinde hemorajik odaklar(okla gosterilmistir).
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Sekil 4.2: Enfekte gokkusagi alabaliginin pelvik ve anal yiizgeg etrafinda genis hemorajik
odaklar (okla gosterilmistir) ve lezyonlar.

Sekil 4.3: Hasta gokkusagi alabaliginin solungaglarinda anemi ve solungag filamentlerinin
uglarinda dokiilme (agik okla gosterilmistir), splenomegali (okla gosterilmistir) ve viseral yag
dokuda hemoraji.
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2011 yili Agustos ayinda Mugla ili Bodrum ilgesindeki isletmeden temin edilen 10 adet
hasta levrek baliklarinda (200-250 g) eksternal olarak viicut yilizeyinde az miktarda pul
kaybi, solungaglarda solgunluk, ascites, viicut ylizeyinde kanama (Sekil. 4.4; Sekil. 4.5),
operkulumda, deride, pelvik yiizgeg, anal ylizge¢ ve diger ylizgec diplerinde hemoraji
tespit edildi (Sekil 4.6; Sekil 4.7). Ayrica isletmeden temin edilen 2 numarali balikta
agiz tavaninda ve igerisinde, damakta, dilde yaygin hemoraji tespit edilirken diger hasta
baliklarda sadece agiz cevresinde hemorajiler oldugu goriildii. Otopsi sonrasinda
yapilan incelemede solgun karacigerde hemorajik odaklar, dalakta biiylime, bagirsakta

sar1 renkli s1v1 birikimi, i¢ organlarda yaglanma gozlendi (Sekil 4.8; Sekil 4.9).

Sekil 4.4: G isletmesinden temin edilen 2 numarali enfekte levrek baliginin dorsal
yiizgecinde kanama (okla gosterilmistir).
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Sekil 4.5: 2011 y1l1 yapilan 1.6rneklemede gidilen levrek baligi isletmesinde temin edilen 2
numarali enfekte baligin kuyruk yiizgeci yakininda hiperemik lezyon (okla gosterilmistir).

.)I.'

X Nl“"' Hu o "
4 A4
/! .'l\""‘ ‘
Ly unlnu H\“N%’
‘ ‘ . ) “" ‘

( sqrh A

Sekil 4.6: Bodrum’ da bulunan isletmeye (G) ait 1 numarali hasta levrek baliginin viicut
ylizeyinde, operkulumunda, preoperkulumunda, ylizge¢lerinde ve agiz etrafinda hemorajiler
(okla gosterilmistir).
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Sekil 4.7: G isletmesinden temin edilen 2 numarali hasta levrek baliginin abdominal bolgesinde,
aniis etrafinda (okla gosterilmistir), anal yiizge¢ tabaninda ve agiz ¢evresinde yaygin
hemorajiler.

Sekil 4.8: 1 numaral1 hasta levrek baliginda solgun karacigerde hemorajik odak (okla
gosterilmistir), geniglemis dalak ve sar1 renkli siv1 iceren bagirsak.
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Sekil 4.9: Bodrum’ da bulunan G isletmesinden temin edilen 2 numarali hasta levrek baliginda
solgun karacigerde hemoraji odaklar (okla gosterilmistir)ve i¢ organlarda yaglanma.

2012 yilmin nisan aymda yapilan 6rnekleme g¢aligmasinda Mugla ili Milas ilgesinde
bulunan bir ¢ipura balig1 isletmesinden temin edilen 8 adet hasta ¢ipura baliklarinin dis
muayenesinde; hareketlerde durgunluk, istahsizlik, solungaglarda solgunluk, pektoral
yiizgecin dip kisminda ve viicudun ventral kisminda kizariklik gozlendi (Sekil 4.10). ¢
bakida ise karaciger, dalak ve bobrekte solgunluk ve dalakta biiyiime gozlendi (Sekil
4.11).
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Sekil 4.10: 2012 yilinda yapilan 2. 6rneklemede gidilen F igletmesinde bulunan 1 numaral
hasta ¢ipura baliginda pektoral ve pelvik yiizgeglerinde hemorajik odaklar (okla gosterilmistir).
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Sekil 4.11: F isletmesine ait 2 numarali hasta ¢ipura baliginin solungag flamentlerinin ug
kisimlarinda dokiilme ve karacigerde solgunluk (okla gosterilmistir).
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4.2. BAKTERIYOLOJIiK BULGULAR

Bu tez calismasinda 2011-2012 yillar1 arasinda yurdumuzun Fethiye, Bodrum ve Milas
ilgelerinde bulunan ve farkli isletmelerden temin edilen toplam 33 adet hasta gokkusagi
alabaligi, levrek ve ¢ipura baliklarinin i¢ organlarindan (karaciger, dalak ve
bobreklerinden) % 1,5 NaCl igeren TSA, TCBS ve VAM besiyerlerine ekimler
yapilmistir. Petriler 22°C’de 24-48 saat siire inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonucu
yuvarlak, konveks, hafif kabarik, parlak ve krem renkli 10 adet bakteri izolat elde
edilmistir (Sekil 4.12). Ayrica TCBS (Sekil 4.13) ve VAM besiyerlerine (Sekil 4.14)

yapilan ekimler sonucu sar1 renkli koloniler meydana getirdikleri goriilmiistiir.

Sekil 4.12: T-TSA’da Vibrio anguillarum kolonilerinin goriiniimii.
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Sekil 4.13: TCBS’de sari1 renkli koloni olusumu.

Sekil 4.14: VAM’da sar1 renkli koloni olugumu.
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Bu izolatlarinin Gram negatif, hafif kivrik ve ¢omak sekilli olduklar1 tespit edilmistir
(Sekil 4.15). izole edilen bakteri izolatlarina asili damla ydntemi kullanilarak ¢ukur
lamda hazirlanan preparatlar1 incelenmis ve bu bakterilerin aktif flagella hareketi

yaptiklar1 gozlenmistir.

Incelenen bakterilerin O/F glukoz testinde fermantatif 6zellik gosterdigi (Sekil 4.16),
0O/129 vibriostat testine hassas olduklar1 (Sekil 4.17), sitokrom oksidaz, katalaz, indol
(Sekil 4.18), beta-galaktosidaz (ONPG) (Sekil 4.19), Voges-Proskauer (VP) (Sekil
4.20), arjinin dihidrolaz testlerinin pozitif reaksiyon verdigi ve H,S, Metil Red, lizin,
ornitrin dihidrolaz testlerinin negatif oldugu, glukozdan gaz olusturmadiklari, sitrat
besiyerinde sitrat1 kullandiklar1 (Sekil 4.21), iireaz enzim iiretiminin negatif, jelatinaz ve
amilaz iiretimlerinin pozitif oldugu tespit edilen bu izolatlarin Tablo 4.1°de belirtildigi
gibi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri (Buller, 2004; Austin ve Austin,
2007) yan sira referans bakteriye de (RV22) benzerlik gosterdigi i¢in V. anguillarum

olarak identifiye edilmistir.

Sekil 4.15: Gram negatif, kivrik-diiz gomaklar Gram boyama x 100.
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Sekil 4.16: Oksidasyon-Fermantasyon glukoz testinde fermantatif 6zellik (a: fermantasyon test
tiipii pozitif, b: oksidasyon test tiipii pozitif).

Sekil 4.17: O/129 vibriostat (10pg ve 150 pg) testinde zon olusumu.
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Sekil 4.18: Kovaks ayiract damlatilmis indol testinde negatif sonug (a) ve pozitif reaksiyon (b).

Sekil 4.19: ONPG (B-galaktosidaz) testinde pozitif reaksiyon (okla gosterilmistir) ve negatif
sonug.
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Sekil 4.20: Voges Proskauer ayiract damlatilmig VP testinde pozitif reaksiyon (a) ve negatif
sonug (b).

Sekil 4.21: Simmon’s citrate besiyerinde sitrat kullaniminda pozitif reaksiyon.
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Tablo 4.1: Ornekleme sonucu izole edilen bakteri izolatlarmin biyokimyasal dzellikleri

Ozellikler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 RVv22
Hareket + | + + + + + + + + + +
Gram Boyama - - - - - - - - - - -
O/F F F F F F F F F F F F
Sitokrom Oksidaz + + + + + + + + + + +
Katalaz + | + + + + + + + + + +
TCBS’de lireme S S S S S S S S S S S
VAM’da iireme S S S S S S S S S S S
Sitrat kullanimi + + + + + + + + + + +
B-galaktosidaz + + + + + + + + + + +
(ONPG)

Voges-Proskauer + + + + + + + + + + +
Metil Red - - - - - - - - - - _
Indol + + + + + + + + + + ¥
Avrjinin dihidrolaz + + + + + + + + + + +
Lizin dekarboksilaz - - - - - - - . - - _
Ornitin dekarboksilaz - - - - - - E - - - _
Nitrat indirgeme + + + + + + + + + + +
Ureaz iiretimi - - = - . o - - - - _
Jelatinaz {iretimi + + + + + + + + + + +
Nisasta + + + + + + + + + + +
H,S - - - - = 3 - - - - -
D-Glukoz, gaz - - - - £ = - - - - _
D-Glukoz, asit + + + + + + + + + + +
L-Arabinoz, asit + + + + + + + -
myo-Inositol, asit - - - - - - - - = - N
Laktoz,asit - - - - - - - - - - B
D-Mannitol, asit + + + + + + + + + + +
D-Mannoz, asit + + + + + + + + + + +
D-Maltoz,asit + + + + + + + + + + +
Sukroz, asit + |+ + + + + + + + + +
Inositol - - - - - - - - N _ N
Salisin - - - - - - - - - - _
%0 NaCl’de iireme - - - - - - - - - - R
%3 NaCl’de iireme + + + + + + + + + + +
%8 NaCl’de iireme - - - - - - - - - - i
% 10NaCl’de iireme - - - - - - - - - -
37°C’de biiylime + + + + + + + + + + +
0/129’a duyarlilik + + + + + + + + + + +

(+): Pozitif reaksiyon, (-): Negatif reaksiyon, S /Y: Sar/Yesil, F: Fermantatif

Bu ¢alismada izole edilen 10 adet sustan Tablo 4.1°de belirtilen 1, 9 ve 10 nolu
izolatlarin arabinozdan asit liretmedigi goriiliirken diger izolatlarin ise arabinozdan asit

tiretebildikleri gézlenmistir.
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4.3. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

2011 yili agustos ayr ve 2012 yilimin nisan aylarinda 8 farkli isletmeden yapilan
ornekleme calismalar1 sonucunda 6 farkli isletmede gergeklestirilen 6rneklemelerde
hasta gokkusagi alabaligi, levrek ve g¢ipura baliklarinda mortalite ile seyreden
epizootiklerde hasta baliklarin i¢ organlarindan Vibrio anguillarum izole ve identifiye

edilmistir.

Bu patojenle enfekte hasta gokkusagir alabaliklarinin viseral organlarinin ve
solungac¢larinin histopatolojik incelemesinde karacigerde kiigiik hemorajik odaklar
(Sekil 4.22), bobrek dokusunda interstisiyel alanda hiicre ve matriks kaybi (Sekil 4.23),
bobrek tiibiillerinin epitel dokusunda bozulma (Sekil 4.24), dalakta doku kaybi (Sekil
4.25), kalp kasinda fibril arasi bag dokuda bosalma (Sekil 4.26), solungag
filamentlerinde sekonder solunga¢ lamellalarin epitel hiicrelerinin biitiinliiglinde

bozulma (Sekil 4.27) tespit edilmistir.

Sekil 4.22: Gokkusagi alabaliginin karacigerinde kiigiik hemorajik odaklar (okla gosterilmis)
H&E.
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Sekil 4.23: Hasta gokkusagi alabaliginin bobrek dokusunda interstisiyel alanda hiicre ve matriks
kaybi (okla gosterilmistir) H&E.

Sekil 4.24: V.anguillarum ile enfekte gokkusagi alabaliginin bobrek tiibiillerinin epitel
dokusunda bozulma (okla gosterilmistir) H&E.
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Sekil 4.25: Hasta gokkusag alabaligin dalaginda doku kaybi (okla gosterilmistir) H&E.

Sekil 4.26: Kalp kasinda fibril arasi bag dokuda bosalma (okla gosterilmistir) H&E.
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Sekil 4.27: V. anguillarum ile enfekte gokkusagi alabaliginin sekonder solungag lamellalarin
epitel hiicrelerinin biitiinliigiinde bozulma (okla gosterilmistir) H&E.

Bu patojenle enfekte hasta levrek baliklarinin viseral organlarinin ve solungaclarinin
histopatolojik incelemesinde karacigerde kii¢iik hemorajik odaklar (Sekil 4.28), bobrek
dokusunda interstisiyel alanda hiicre ve matriks kaybi, bobrek tiibiillerinde
dejenerasyon, melanomakrofaj merkezlerinde hemosiderin depozitleri (Sekil 4.29),
dalakta doku kaybi (Sekil 4.30), kalp kasinda fibril aras1 bag dokuda bosalma (Sekil
4.31), solungag¢ filamentlerinde yani sira solunga¢ lamellalarinin yapisal diizeninde

bozulma (Sekil 4.32; Sekil 4.33) tespit edilmistir.
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Sekil 4.28: Bodrum’da bulunan isletmeye ait 1nolu hasta levrek baliginin karacigerinde kiigiik
hemorajik odaklar (okla gosterilmistir) H&E.

Sekil 4.29: 1 numarali hasta levrek baliginin bobrek dokusunda interstisiyel alanda hiicre ve
matriks kaybi1 (agik okla gdsterilmistir), bobrek tiibiillerinde dejenerasyon (okla gosterilmistir),
melanomakrofaj merkezlerinde hemosiderin depozitleri H&E.
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Sekil 4.30: 1 numarali hasta levrek baliginin dalaginda doku kaybi (okla gosterilmistir) H&E.

Sekil 4.31: 1 numarali hasta levrek baliginin kalp kasinda fibril arasi bag dokuda bosalma (okla
gosterilmistir) H&E.



Sekil 4.32: 1 numarali hasta levrek baliginin solungag filamentlerinde hiperplazi (okla
gosterilmistir) ve 6dem (agik okla gosterilmistir) H&E.

Sekil 4.33: 2 numarali enfekte levrek baliginda solungag lamellalarinin yapisal diizeninde
bozulma (okla gosterilmistir) H&E.
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2012 yil1 nisan ayinda Mugla ili Milas il¢esinde yapilan ikinci 6rnekleme ¢aligsmasinda
V.anguillarum ile enfekte oldugu tespit edilen hasta ¢ipura baliklarinin solungag ve
viseral organlarinin histopatolojik incelenmesi sonucunda karaciger hiicrelerinde
vakuoler dejenerasyon, hiicrelerin yapisal diizeninde bozulma (Sekil 4.34), bobrek
dokusunda interstisiyel alanda hiicre ve matriks kaybi, bobrek tiibiillerinde dejenerasyon
(Sekil 4.35), dalakta doku kaybi (Sekil 4.36), kalp kasinda fibril arasi bag dokuda
bosalma (Sekil 4.37), solungac lamellalarinin yapisal diizeninde bozulma (Sekil 4.38)

tespit edilmistir.

Sekil 4.34: Hasta ¢ipura baliginin karaciger hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon (okla
gosterilmistir), hiicrelerin yapisal diizeninde bozulma H&E.
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Sekil 4.35: Hasta ¢ipura baliginin bobrek dokusunda interstisiyel alanda hiicre ve matriks kaybi1
(okla gosterilmistir), bobrek tiibiillerinde dejenerasyon H&E.

Sekil 4.36: Dalakta doku kayb1 (okla gosterilmistir) H&E.
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Sekil 4.37: Kalp kasinda fibril arasi bag dokuda bosalma (okla gosterilmistir) H&E.

Sekil 4.38: Solungag¢ lamellalarinin yapisal diizeninde bozulma (okla gosterilmistir) H&E.
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4.4, IMMUNOHISTOKIMYASAL(IHC) BULGULAR

Kontrol grubu olarak kullanilan saglikli gokkusagi alabaliklarinin solunga¢ ve
karaciger, dalak, bobrek ve kalp gibi viseral organlarinin streptavidin-biotin
immunohistokimyasal boyama sonucunda hicbir immun pozitif reaksiyona
rastlanilmamistir (Sekil 4.39; Sekil 4.40; Sekil 4.41; Sekil 4.42; Sekil 4.43). Ayrica

bobrek kesitlerinde melanomakrofaj odaklari tespit edilmistir.

Sekil 4.39: Kontrol grubu olarak kullanilan gokkusagi alabaliginin solungag kesitinin immun
boyama ydnteminde negatif reaksiyon.
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Sekil 4.40: IHC yontem sonucu kontrol grubuna ait gokkusagi alabaliginda karacigerin genel
gorinimil.

Sekil 4.41: Kontrol grubu alabalikta IHC yontem sonucu dalagin genel gériiniimii.
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Sekil 4.42: IHC yontem sonucu kontrol grubu baliklarin bobreklerinde melanomakrofaj
odaklar1 (okla gosterilmistir).

Sekil 4.43: immun boyama sonucu saglikli gdkkusagi alabaliginin kalp kesitinin genel
gorinimi.
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V.anguillarum ile enfekte hasta gokkusagi alabaliklarmin solungaglart ve viseral
organlarmin immunohistokimyasal boyama yontemi ile incelenmesi sonucunda;
solunga¢ filamentlerinde ve hiperplazik alanlarda (Sekil 4.44), Kkaraciger
siniizoidlerinde, nekrotik alanlar i¢inde ve toplardamar merkezinde (Sekil 4.45), dalakta
ki nekrotik alanlarda, damar liimenlerinde ve sinuslarda (Sekil 4.46), bobrek
tiibiillerinde (Sekil 4.47), kalpte ise ventrikiil kas liflerinde (Sekil 4.48) immun pozitif
alanlar gozlenmistir. Enfekte baliklardan elde edilen doku ornekleri immun boyama
sonucuna gore degerlendirildiginde pozitif boyanmanin en yogun oldugu yerlerin

solungaglar ve bobrek tiibiilleri oldugu tespit edilmistir.

W o> € -%“(,"J a’_‘.s

Sekil 4.44: IHC metot sonucunda hasta gokkusagi alabaliginin solungaglarinda hiperplazik
alanlarda immun pozitif reaksiyonlar (okla gdsterilmistir).
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Sekil 4.45: Enfekte gokkusagi alabaliginin karacigerinde IHC metot sonucunda immun pozitif
reaksiyonlar (okla gosterilmistir).

Sekil 4.46: Fethiye’de bulunan bir isletmeye ait hasta gokkusagi alabaliginin dalak dokusunda
THC metot sonucunda yogun immun pozitif reaksiyonlar (okla gosterilmistir).
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Sekil 4.47: IHC metot sonucunda ayni baligin bobrek dokusunda melanomakrafajlar (agik okla
gosterilmistir) ve tiibiillerde yogun immun pozitif reaksiyonlar (okla gosterilmistir).

Sekil 4.48: IHC boyama sonucunda kalpte ventrikiil kas liflerinde immun pozitif alanlar (okla
gosterilmistir).
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Hasta levrek baliklariin solungag ve i¢ organlarinin immunohistokimyasal incelemesi
sonucunda; solungag filamentlerinde (Sekil 4.49), karacigerde sinuzoidlerde, nekrotik
alanlar i¢inde ve damar etrafinda (Sekil 4.50), dalakta sinuslarda, damar kenarlarinda ve
nekrotik alanlarda (Sekil 4.51), bobrekte tiibiillerde (Sekil 4.52), kalp ventrikiil kas

liflerinde (Sekil 4.53) immun pozitif alanlar gorilmiistiir.

.
Wi,

Sekil 4.49: Bodrum’da bulanan G isletmesine ait 1 numarali hasta levrek baliginin solungag
filamentlerinde immun pozitif alanlar (okla gosterilmistir).
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Sekil 4.50: 1 numaral1 baligin karaciger dokusunun nekrotik alanlarinda, sinuzoidlerinde ve
damar etrafinda kirmizi renge boyanmig immun pozitif alanlar (okla gosterilmistir).

Sekil 4.51: G isletmesine ait hasta levrek baliginin dalak dokusunun sinuslarinda ve damar
kenarinda immun pozitif alanlar (okla gosterilmistir).
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Sekil 4.52: IHC metot sonucunda 1 numarali hasta levrek baliginin bébrek dokusunda
tiibiillerde yogun immun pozitif alanlar (okla gosterilmistir).

Sekil 4.53: Immun boyama sonucunda kalbin kas liflerinde immun pozitif alanlar (okla
gosterilmistir).
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Calismada incelenen V. anguillarum ile enfekte ¢ipura baliklarinin solungag ve ig
organlarmin immunohistokimyasal incelemesi sonucunda; solungag¢ filamentlerinde ve
ozellikle filament diplerinde (Sekil 4.54), karacigerde arterin etrafindaki karaciger
hiicrelerinde yaygimn immun pozitif odaklar (Sekil 4.55), dalak dokusunda sinuslarda
(Sekil 4.56), bobrek tiibiillerinde (Sekil 4.57), kalbin epikardiyum tabakasinda (Sekil

4.58) immun pozitif alanlar goriilmiistiir.

Sekil 4.54: H isletmesine ait hasta ¢ipura baliginin solungag kesitinde kirmizi renge boyanmig
immun pozitif alanlar (okla gosterilmistir).
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Sekil 4.55: 2.6rneklemenin yapildigi H isletmesine ait enfekte ¢ipura baliginin karacigerinde
arterin etrafindaki karaciger hiicrelerinde yaygin immun pozitif odaklar (okla gosterilmistir).

Sekil 4.56: G isletmesine ait 1 nolu baligin dalak dokusunda IHC metot sonucu immun pozitif
odaklar (okla gosterilmistir)
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Sekil 4.57: 1nolu hasta ¢ipura baliginin bobrek tiibiillerinde yogun immun pozitif odaklar (okla
gosterilmistir).

Sekil 4.58: G isletmesinden temin edilen 1 nolu enfekte ¢ipura baliginin kalp dokusunun
epikardiyum tabakasinda immun pozitif alanlar (okla gosterilmistir).
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5. TARTISMA VE SONUC

Vibrio anguillarum’un neden oldugu vibriosis bir ¢ok deniz baligi tiiriinde ve tathi su
baliklarinda goriilmekle birlikte tuzlu sularda yetistiriciligi yapilan baliklarin en énemli
ve en iyi bilinen hastaliklarindan biridir. Genellikle Vibrio anguillarum’un neden
oldugu klasik vibriosis, deniz ve tatli sularda yetistiriciligi yapilan baliklarda agir

kayiplara neden olmaktadir (Noga, 2000; Austin ve Austin, 2007).

V. anguillarum denizde yetistiriciligi yapilan coho salmon baliklarindan (Oncorhynchus
kisutch) (Winton ve dig., 1983; Trust, 1986), bir¢ok deniz baligindan (Toranzo ve Barja,
1990), tath su alabaliklarindan (Muroga, 1975; Giorgetti ve dig., 1981) ve istiridye gibi
kabuklulardan izole edilmistir (Bollinches ve dig., 1986) . Yurdumuzdaki daha onceki
caligmalara bakildiginda V. anguillarum yetistiriciligi yapilan hasta ¢ipura (Candan,
1991), levrek (Demircan ve Candan, 2006; Korun ve Timur, 2008) ve gokkusagi
alabaliklarindan (Timur ve Korun, 2004; Tanrikul, 2007) izole ve identifiye edilmistir.

Bu calisma kapsaminda 2011 yilinin Agustos ayinda ve 2012 yilinin Nisan ayimnda
gergeklestirilen 6rnekleme ¢alismalart sonucu 15 adet hasta gokkusagi alabaligi, 10 adet
levrek ve 8 adet ¢ipura baligi incelenmistir. Bu balik 6rneklerinden yapilan ekimler
sonucunda toplam 10 izolatin TCBS ve VAM besiyerlerinde gelisme gostererek sari
renkli koloniler meydana getirdigi, O/F glukoz buyyon testinde fermantatif 6zellik
gosterdigi, O/129 vibriostat testine hassas olduklari, indol, beta-galaktosidaz (ONPG),
Voges-Proskauer (VP) ve arjinin dihidrolaz testlerine pozitif reaksiyon verdigi ve H,S,
Metil Red (MR), lizin ve ornitrin dihidrolaz testlerinin negatif oldugu tespit edilen bu
izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal ozelliklerinin diger arastiricilar
tarafindan bildirilen 6zelliklere benzerlik gosterdigi ic¢in bakteriler V. anguillarum
olarak izole ve identifiye edilmistir (Muroga, 1975; Bolinches ve dig., 1986; Buller,
2004; Austin ve Austin, 2007).
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V. anguillarum 01 ve 02 serotiplerinin arabinozdan asit tiretimi farkli oldugu ve serotip

01 izolatlarinin buyyon kiiltiirlerde pelikiil olusturmadigi halde 02 izolatlarinin
olusturdugu bildirilmistir (Larsen ve Olsen, 1991). Toranzo ve Barja (1990) yaptiklari
calismalarinda biitiin V. anguillarum serotip 01 suslarinin arabinoz pozitif sonug
veririken 02 suslarinin arabinozu fermente etmediklerini bildirmistir. Bu tez
calismasindaki oOrneklemeler sonucunda izole ve identifiye edilen 10 adet V.
anguillarum izolatlarina ait 1, 9 ve 10 numarali bakterilerin arabinozdan asit
iiretemedikleri dikkati ¢ekerken (Santos ve dig., 1995; Korun, 2006; Austin ve Austin,
2007), diger izolatlarin ise arabinozdan asit trettikleri tespit edilmistir (Santos ve dig.,

1995; Austin ve Austin, 2007; Tanrikul, 2007).

Bu ¢alismada V.anguillarum’un izole edildigi hasta kiiltiir gokkusagi alabaligi, levrek
ve c¢ipura baliklarinda goriilen istahsizlik, deri renginde koyulasma, solungaclarda
solgunluk, agiz etrafinda ve tavaninda, operkulumda, deride, pelvik ylizge¢ ve anal
yiizgeg tlizerinde, ylizge¢ diplerinde hemoraji gibi eksternal klinik bulgular ve ig
organlarda solgunluk, splenomegali, karacigerde hiperemi ve hemoraji, bagirsakta sari
renkli sivi birikimi gibi internal klinik bulgular diger arastiricilarin bulgular ile
benzerlik gosterirken (Post, 1987; Noga, 2000; Korun, 2006; Austin ve Austin, 2007,
Tanrikul, 2007; Korun ve Timur, 2008) bu tez c¢alismasinda incelenen levrek
baliklarinin karacigerinde hiperemi ve hemoraji yerine dokunun renginde solgunluk ve

hemorajik odaklar gozlenmistir.

V.anguillarum ile enfekte gokkusagi alabaliklarinda c¢alisan farkli arastiricilarin
belirttigi gibi karacigerde goriilen hemorajik odaklar bu ¢alismadaki hasta gokkusagi
alabaliklarinin dokularinda da gozlenmistir (Richards ve Roberts, 1978; Noga, 2000;
Timur ve Korun, 2004). Ancak bobrek dokusunda 6zellikle tiibiillerde bozulma yani sira
interstisiyel alanda hiicre ve matriks kaybi, dalakta doku kaybi, kalp kasmin fibrilleri
arasindaki bag dokusunda bosalma gozlenirken solungaglara ait histolojik kesitlerde ise
sekonder solunga¢ lamellalarinin epitel hiicrelerinin biitiinliigiinde bozulma gibi

histopatolojik bulgular da farkliliklar tespit edilmistir.

Bu tez calismasinda kullanilan hasta levrek baliklarinin viseral organlarinin ve

solungaglarinin histopatolojik yonden incelenmesi sonucunda diger bilim insanlarinin
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(Timur ve dig., 2004; Korun, 2004; Korun ve Timur, 2008) bildirdigi gibi karacigerde
kiigiik hemorajik odaklar, bobrek tiibiillerinde dejenerasyon, melanomakrofaj
merkezlerinde hemosiderin depozitleri gibi bulgular benzerlik gosterirken, kalp kasina
ait fibriller arasin1 dolduran bag dokuda bosalma, dalakta doku kayb1 yani sira solungag
filament ve lamellalarinin yapisal diizeninde bozulma gibi bulgulardaki farkliliklar

dikkati ¢cekmistir.

Enfekte ¢ipura balik dokulariin histopatolojik olarak incelenmesi sonucunda Candan
(1991) ve Korun (2006) bildirdiginden farkli olarak bobrek dokusunda interstisiyel
alanda hiicre ve matriks kaybi, bobrek tiibiillerinde dejenerasyon, dalakta doku kayba,
kalp kasinda fibril aras1 bag dokuda bosalma yani sira solunga¢ lamellalarinin yapisal
diizeninde bozulma tespit edilirken sadece karaciger hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon

olusumunda benzerlik gozlenmistir.

Bu c¢alismada V. anguillarum ile enfekte gokkusagi alabaligi, levrek ve ¢ipura
baliklarina ait dokularin immunohistokimyasal yontemlerden immunoenzimatik
boyama metotlarindan biri olan streptavidin-biotin teknigi ile incelenmesi sonucunda bu
bakteriye ait antijenlerin Engelsen ve dig. (2008) ve Avci ve dig. (2012) tarafindan
belirtildigi gibi solungaglarda yogun olarak gézlenmistir. Solungaclarda bu bakterinin
yogun olarak goriilmesi Laurencin ve Germon (1987) tarafindan belirtildigi gibi
V.anguillarum’un solungaglari birincil giris yolu olarak kullandigmnin gostergesi

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Avcr ve dig. (2012)’nin enfekte gokkusagi alabaligr ile yaptigr arastirmada bildirdigi
gibi bu ¢aligmada incelenen hasta alabalik ve levrek baliginin kalbinde ventrikiil kas
liflerinde immun pozitif alanlar gézlenmesine ragmen, cipura baliginda ise kalbin

epikardiyumunda immun pozitif alanlar gézlenmistir.

Bu ¢aligmada enfekte ii¢ balik tiirline ait karaciger dokularinda immun pozitif alanlarin
sinuzoidlerde, nekrotik alanlarda gozlenmesi diger arastiricilarin hasta gokkusagi
alabaligt (Avct ve dig., 2012) ve kalkan baliklarindaki (Grisez ve dig., 1996)

bulgularina benzerlik gostermesine ragmen bu ¢alismada incelenen baliklarin karaciger
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dokularinda Ozellikle arter etrafindaki hiicrelerde yaygin immun pozitif alanlara

rastlanilmistir.

V. anguillarum ile enfekte her ii¢ tiir baligin bobrek dokularinda ise immun pozitif
alanlarin daha Once yapilan arastirmalarin sonuglarina benzer sekilde sadece bobrek
tiibiillerinde yogun oldugu tespit edilmistir (Avci ve dig., 2012). Ayrica Mutoloki
(2008)’ nin belirttigi gibi melanomakrofaj merkezlerinin bu boyayr aldigir dikkati
¢cekmistir.

Enfekte balik tiirlerine ait dalak dokularinda immunohistokimyasal incelemeler
sonucunda alabalik, levrek ve c¢ipura baliklarinin dalak kesitlerinde immun pozitif
alanlar Avct ve dig. (2012)’ nin yaptig1 calismanin sonucuna benzer sekilde sinus ve
nekrotik alanlarda tespit edilmistir. Bu ¢alismada daha 6nce yapilan ¢alismalardan farkl
olarak alabalik ve levrek baliklarina ait dalak dokularinda damara yakin bdlgelerde
immun pozitif reaksiyonlara rastlanilirken cipura baligina ait balik dokularinda bu

durum gézlenmemistir.

Yiiriitiilen bu ¢alisma sonucunda her ii¢ balik tiirline ait dalak ve karaciger dokularinda
damara yakin bolgelerde de immun pozitif alanlara rastlanilmasi Grisez ve dig.(1996)’
nin belirttigi gibi bu bakterilerin bagirsagin lamina propriasindan kan yolu ile karaciger
ve diger i¢ organlara tagindiginin bir gostergesidir. Ancak etkenin solungaglarda yogun
olarak goriilmesi Laurencin ve Germon (1987)’nin belirttigi gibi V.anguillarum’un
sadece bagirsak yolu ile degil ayn1 zamanda solungaglar yolu ile de balig1 enfekte

ettigini gostermektedir.

Sonug olarak; bu tez calismasi ile Mugla ilinde bulunan ve kiiltiirii yapilan gokkusagi
alabaligi, levrek ve ¢ipura baligi isletmelerindeki vibriosisin klinik belirtilerini gosteren
hasta balik o6rneklerinde hastaligi teshis etmek amaciyla bakteriyolojik, histolojik ve
immunohistokimyasal metotlar kullanilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda hasta
baliklardan hastalik etkeni olarak Vibrio anguillarum izole ve identifiye edilmistir.
Histolojik incelemeler sonucunda enfekte baliklarin i¢ organlarina ve solungaglaria ait
doku kesitlerinde hastalikla ilgili genel patolojik bozukluklar gozlenirken

immunohistokimyasal boyama yontemi sonuglarina gore hastaligin gelisim evresine
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bagl olarak etkenin karaciger, dalak, bobrek ve kalp yani sira solungaglarda 6zellikle
kan damarlarina yakin bodlgede yogunlastigi tespit edilmistir. Bu calisma ile V.
anguillarum bakterisinin  StrepABC-IHC yontemi ile teshisi levrek ve ¢ipura
baliklarinin dokularinda ilk kez yapilmis olup elde edilen verilerin bu yontemin immun
hassasiyetinin yliksek olmasi nedeniyle bu bakterinin tanisinda giivenilirliginin de
yiiksek olabilecegini agikca isaret etmektedir. Dolayisi ile c¢alismanin sonuglart V.
anguillarum nedenli balik hastaliklarinin teshisinde diger immiin yontemlere gore daha

yaygin kullaniminin 6niinii agacaktir.
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