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OZET
Doktora Tezi

GOKKUSAGI ALABALIGINDA (Oncorhynchus mykiss) VIBRIOSIS’E
KARSI ASI UYGULANMASININ BAGISIKLIK SISTEMINE ETKIiSi

Secil EKICI

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Oznur DILER

Halofilik Gram negatif bakteri olan Vibrio anguillarum’ un neden oldugu vibriosis
deniz baliklar1 ve son yillarda da gokkusag alabaligi yetistiriciliginde yiiksek oranda
Oliimlere yol acan en 6nemli bakteriyel hastaliklardan birisidir.

Bu ¢alisma ile iilkemizde ilk kez gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss)
vibriosis’e karst deneysel as1 hazirlanmistir. Akdeniz bolgesinde yetistiriciligi
yapilan gokkusagi alabaliklarinda goriilen vibriosis salginlarindan izole edilen Vibrio
anguillarum M1 susundan hazirlanan deneysel as1 ile 4 farkli asilama ydnteminin
(enjeksiyon, kisa siireli banyo (k.b.), oral, k.b.+oral) etkinligi karsilastirilmistir.

Asilamadan sonraki 30, 60, 90 ve 120. giinlerde asili ve kontrol gruplarina LD
dozunda (10> kob/ml) V. anguillarum intraperitonal enjeksiyon ile verilerek
epriivasyon yapilmistir. Oliimler temel alinarak hesaplanan Oransal Yasama Orani
(RPS)’nin, injeksiyon as1 uygulanan grupta daha iyi oldugu belirlenmistir. 30. giinde
yapilan epriivasyonda oral, kisa siireli banyo ve injeksiyon gruplarindan elde edilen
RPS degeri sirasiyla % 57,11, % 31,42 ve % 100 olarak tespit edilmistir.

Denemenin 30. giiniinde kisa siireli banyo grubundaki baliklara oral yontemle destek
ast uygulanmigtir. Baliklar Polylactide-co-glycolide (PLG) polimerleri kullanilarak
mikrokapsiillenmis as1 ile 10 giin boyunca canli agirliklarimin % 2’si oraninda
beslenmistir. 60. giinde yapilan deneysel enfeksiyonda kisa siireli banyo ve k.b.+oral
astlanan baliklardan elde edilen RPS degeri sirasiyla % 19,44 ve % 30,55 olarak
bulunmustur. 120. giinde yapilan epriivasyonda i.p. enjeksiyon ile asilanan baliklarda
hala % 100 oraninda RPS degerinin oldugu ve diger gruplardan 6nemli derecede
yiiksek koruma sagladigi tespit edilmistir.

Boylece enjeksiyon asi uygulamast ile yliksek oranda koruma saglanmistir.
Mikrokapsiile edilen oral aginin V.anguillarum karsi immunitenin gelistirilmesinde
destek as1 olarak kullanilabilecegi gdsterilmistir.



Gokkusagr alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’da V.anguillarum ile immunizasyonu
takiben 21, 28, 45, 60, 90 ve 120 giinlerde yapilan ELISA ve mikroagliitinasyon
testlerinde tiim gruplarda ¢ok diislik miktarda antikor titresi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Vibrio anguillarum, Vibriosis, immunizasyon, as1 yontemleri,
antikor, ELISA, mikroagliitinasyon testi, gokkusagi alabaligi, Oncorhynchus mykiss.

2010, 112 sayfa
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ABSTRACT
Ph.D. Thesis

THE EFFECT OF VACCINATION AGAINST VIBRIOSIS
IN RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss) IMMUNE SYSTEM

Secil EKICI

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Aquaculture

Supervisor: Prof. Dr.Oznur DILER

Vibriosis, caused by the halophilic Gram negative bacterium Vibrio anguillarum,, is
one of the most important bacterial diseases causing high mortality losses in marine
fish and recently rainbow trout farming.

In this study, an experimental vaccine was prepared for rainbow trout againts
vibriosis. This is first experimental vaccine study for rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss). The M1 strain of Vibrio anguillarum, isolated from an outbreak of rainbow
trout farm in Mediterranean region, Turkey in this study was used a trial comparing
four immunization methods: injections, immersion, oral, immersion+oral
applications and control (phosphate buffered saline,PBS).

Each vaccinated and unvaccinated group of fish were challenged by intrapritoneal
injection of LDy doses (10% cfu per ml) of V. anguillarum in 30, 60, 90 and 120
days. Relative percentage of survival values calculated based on mortalities, it has
been determined that, injections methods provided more protection compared to
other methods: immersions, oral and immersion+oral vaccines.

In fish exposed to the bacteria 30 days after injection RPS value was calculated for
oral, immersion and injection methods 57.11 %, 31.42 % and 100 % respectively.

The immersion groups were boosted for oral methods when 30 days. Oral vaccine
was microencapsulated using polylactide—co—glycolide (PLG) and mixed in to the
food. The fish have been fed with a diet containing the oral vaccine for 10 days at
2 % of body weight per day.

In fish exposed to the bacteria 60 days after injection RPS value was calculated for
injection, immersion, oral, im+oral vaccinated and control groups. 19.44 % and
30.55 % RPS were observed in immersion and im+oral vaccinated groups
respectively. However oral vaccinated groups were observed protections for 1
mounth. Immunity remained high in injections method, as the RPS value was 100

vil



% in 120 days, significantly higher than in all other groups. Thus, good
protection was achieved in vaccination by injection methods and it was
also demostrated that microencapsulated oral vaccine will be used
boosted methods for increase immun protection againts Vibrio
anguillarum.

In all groups, low antibody titres were determinated following 21, 28, 45, 60, 90 and
120 days after immunization using ELISA and micro-agglutination tests.

Key Words: Vibrio anguillarum, vibriosis, immunization, vaccine methods,
circulating antibody,ELISA, microagglutination assay, rainbow trout, Oncorhynchus
mykiss.

2010, 112 pages
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ONSOZ ve TESEKKUR

Ulkemizde kiiltiir balikgilig1 son yillarda hizli bir gelisim gdstermistir. Tath sularda
alabalik, denizlerde ise ¢ipura ve levrek liretimi yapan igletmelerin sayisi hizla
cogalmistir. Su iriinleri yetistiriciliginde bu hizli gelisimle birlikte hastalik sorunlari
da artmistir. Isletmelerde uygun &nlemler alinmadigi zaman biiyiikk ekonomik

kayiplarla kars1 karsiya kalinabilir.

Ulkemizde son yillarda goriilmeye baslayan ve baliklarin &nemli bakteriyel
patojenlerinden biri olan Vibrio anguillarum’un sebep oldugu vibriozis, gékkusagi
alabaliklarinda hemorajik septisemiler sonucu biiyiik kayiplara neden olmaktadir.
Balik hastaliklartyla miicadelede en etkili ¢oziim, profilaktik Onlemler alinarak
infeksiyonlarin  ortaya ¢ikisin1  engellenmesidir. Bu amagla immunizasyon
calismalarina  Onem verilmeli ve saghkli baliklarin agilarla  korunmasi

amaclanmalidir.

Bu arastirmada iilkemize ait Vibrio anguillarum suslarinin fenotipik 6zellikleri
incelenerek, deneysel as1 hazirlanmig ve farkli yontemlerle uygulanan asinin
gokkusagi alabaliklar lizerine etkinligi; yapilan deneysel enfeksiyon denemeleri ve

kanda olusan antikor miktarinin ELISA yontemiyle belirlenmesiyle tespit edilmistir.

Bu tez ¢alismasi sirasinda bana destek verip yol gosteren, karsilastigim zorluklari
bilgi ve tecriibesi ile asmamda yardimci olan degerli hocam Prof. Dr. Oznur
DILER’e, ¢alismalarimi yakindan takip edip yardimlarmi esirgemeyen degerli
hocalarim Dog¢ Dr. Aysegill KUBILAY ve Dog¢. Dr. Soner ALTUN’a, PLG
polimerleri kullanilarak mikrokapsiil as1 hazirlanmasinda yardimecr olan Gazi
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Teknoloji Anabilim Dali 6gretim {iyesi
Dog. Dr. Zelihagiil DEGIM ve calisma arkadaslarina, eriyik antijenin protein
degerlerinin saptanmasinda Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Boliimii Ogretim Uyesi Dog. Dr. Mehmet AKDOGAN’a ve ayrica ¢aligmam
sirasinda yardimlarini gordiigiim degerli arkadaslarim Yrd.Dog¢.Dr. Behire Isil
Didinen, Yrd. Dog¢.Dr.Seval Bahadir KOCA Ogr.Uyesi Halit BAYRAK a en icten

tesekkiirlerimi arz ederim.
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1. GIRIS

Diinyadaki niifus artis1 ve sanayilesme bircok sorunu da beraberinde getirmektedir.
Bu sorunlarin basinda doganin tahrip edilmesi ve dolayisiyla da dogal stoklarin
giderek azalmasi gelmektedir. Bu nedenle kiiltiir balik¢ilii, insanoglu tarafindan
dogal stoklara alternatif olarak gelistirilmistir. Son yillarda diinyada ve iilkemizde
akuakiiltiir alaninda yetistiricilik faaliyetlerinde 6nemli artislar kaydedilmektedir.
Ulkemizde tath su Kkiiltir balikciligi alaminda kurulan isletmelerin biiyiik

cogunlugunu gokkusag alabaligi ¢iftlikleri olusturmaktadir.

Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) iilkemizde 1970°1i
yillarda yetistiriciligine baslanan ve giiniimiizde tatli su baliklar1 iiretiminde en
onemli degere sahip bir balik tiiriidiir. Ulkemizde 2007 yilinda gdkkusag: alabalig
(Oncorhynchus mykiss) tiretimi 58.433 ton iken 2008 yilinda bu rakam 65.928 tona
ulagsmistir. Bu artisa paralel olarak isletmelerde ortaya g¢ikan bakteriyel balik
hastaliklar1 en 6nemli ekonomik kayip nedenidir (Baran vd., 1980; Ergiiven ve Soylu
1988; Timur ve Timur 1991; Cagirgan ve Yireklitiirk 1991; Diler ve Kubilay 1996;
Timur vd., 1996 a,b; Ekici vd., 2005; Timur ve Korun, 2004; Tanrikul, 2007). Bu
bakteriyel hastaliklar arasinda goriilen vibriosis alabalik (Oncorhynchus mykiss
W.,1792), yilan balig1 (Anguilla anguilla L.,1758), ¢ipura (Sparus aurata L.1758) ve
levrek (Dicentrarchus labrax L., 1758) gibi kiiltiirii yapilan birgok deniz ve tatli su
balig1 tiirtinde yaygin epizootiler olusturmaktadir (Cagirgan,1993; Bruno et al.,1997;
Akayli, 2001).

Vibriosisin etkeni olan V. anguillarum’un teshisi, bakterinin morfolojik,
biyokimyasal, fizyolojik, serolojik ve molekiiler 6zelliklerinin incelenmesiyle
yapilmaktadir (Austin and Austin, 2007). V.anguillarum’un fenotipik 6zelliklerinin
belirlenmesinde genellikle geleneksel mikrobiyolojik testler kullanilmaktadir. Bu
testler ile bakterinin izolasyonu ve identifikasyonu zor ve zaman alicidir. Son
yillarda kullanim alanlar1 gittikge artan serolojik yontemler ile bakteriyel
hastaliklarin daha hizli teshisi yapilabilmektedir. Baliklarin bakteriyel hastaliklarinin
hizli teshisi i¢in hasta baliklarin kan serumunda olusan antikor varliginin ve

miktarinin  tespiti amaciyla giiniimiizde agliitinasyon, presipitasyon, IFA



(immunofloresan antikor testi) ve ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
gibi serolojik testler kullanilmaktadir. Bu testlerden ELISA ¢ok genis kullanim alani

bulan bir serolojik testtir.

Hastalik, antibiyotik ve sulfonamitlerle tedavi edilebilirse de, tan1 konulup tedaviye
baslayana kadar gecen siirede oliimler devam etmektedir. Enfeksiyonun bir {iretim
periyodunda birden ¢ok tekrarlamasi, sik sik kemoterapotik kullanimina, dolayisiyla
tedavi maliyetlerinin artmasina yol agarken, kemoterapdtik madde kalintilart tiikketici
sagligini ve akuatik ¢evreyi olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle tiim diinyada
vibriosisin sagaltimindan ¢ok, korunmaya yonelinmis ve banyo, enjeksiyon veya oral

yolla uygulanabilen asilar gelistirilmistir (Cagirgan, 1993).

Vibriosise karsi ag1 uygulamasi ilk defa 1970’11 yillarda Kuzey Amerika kiyilarinda
goriilen V.anguillarum ve V.ordalii enfeksiyonlarindan korunmaya yonelik olarak
uygulanmistir. Giinlimiizde Vibriosise karsi gelistirilmis olan ticari asilarin biiyiik
cogunlugu inaktif asilardir. Bu inaktif agilarda, sahada agir hastalik tablosu olusturan

(patojenitesi yliksek olan) suslar kullanilmistir (Toranzo et al., 2005).

Ulkemizde deniz baligi yetistiriciligi yapan isletmelerde ve son zamanlarda da
gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) yetistiriciligi yapan isletmelerde ciddi
kayiplara neden olan vibriosis genellikle su sicakligi arttifinda, 6zellikle stoklamanin
yogun oldugu ve boylama, tasima gibi stres sartlarinda kayiplara neden olmaktadir
(Noga, 2000). Isletmelerde, hastaliklardan korunmada en gegerli yol hijyenik
tedbirlerin alinmasi, nakillerle hasta ve tastyici baliklarin igletmeye sokulmamasi ve
o bolgeye Ozgii hastaliklara karsi baliklarin asilanmasi ile bagisikligin

etkinlestirilmesidir.

Bu calisma ile Akdeniz bolgesinde yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliklarinda
meydana gelen salginlardan izole edilen Vibrio anguillarum susu ile deneysel as1
hazirlanarak ve iilkemizde ilk kez gokkusagi alabaliklart (Oncorhynchus mykiss)
tizerinde kisa siireli banyo, enjeksiyon ve oral yontemler ile asilama yapilmasi
amaglanmistir. Asinin etkinligi Oransal Yasama Orani (RPS)’nin belirlenmesi ve
immunize edilen baliklarin ELISA ve mikroagliitinasyon yontemleri kullanarak

serumlarinda antikor varliginin tespiti ile degerlendirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Vibrio anguillarum’un Ozellikleri

Vibrionaceae familyasinda yer alan V. anguillarum Gram negatif, virgiil seklinde
cubuk bakteridir. Halofilik 6zellik gosteren bu bakteri dogal ve kiiltiirii yapilan deniz
baliklari, tath su baliklari ve diger akuatik hayvanlarda vibriosis veya hemarojik
septisemiye neden olmaktadir (Rodkhuma et al., 2005). Vibriosis kiiltiirii yapilan
baliklarda stres sartlar1 altinda 6zellikle stoklamanin yogun ve kotii su kalitesinin bir
arada bulundugu durumlarda ciddi ekonomik kayiplar olusturmaktadir (Noga, 2000;
Peggy and Francus- Floyd, 2002).

2.1.1. Klasifikasyonu

Vibriosis’e neden olan Vibrio anguillarum ilk kez 1983 yilinda Canestri’ni
tarafindan Bacillus anguillarum olarak adlandirilmistir. Daha sonra 1907 yilinda,
Bergman tarafindan Isveg’teki yilan (Anguilla anguilla) baliklarinda meydana gelen
salginlardan bu bakteri izole edilmis ve Vibrio anguillarum olarak isimlendirilmistir
(Austin and Austin, 1999). Literatiirlerde Beneckea anguillarum biotype 1 olarak da
adi gecmektedir (Baumann et al.,1978). McDowell ve Colwell (1985)’1in yapmis
oldugu rRNA filogenetik caligmalar sonucunda bakterinin Vibrio genusundan
cikarilarak Listonella genusuna alinmasinin daha dogru oldugu bildirilmis olmasina
ragmen, bazi aragtirmacilar kavram kargasasina yol a¢mamak igin Vibrio
anguillarum’u kullanmay1 tercih etmektedirler (Actis et al., 1999; Austin and
Austin,1999).

2.1.2. Morfolojik ve Kkiiltiirel 6zellikleri

Baliklar da vibriosise neden olan bakteriler Vibrionaceae familyasina aittir. Vibrio
cinsi Gram (-) 0,5-1,5 pm biiyiikliigiinde diiz veya hafif kivrik virgiil seklinde
cubuklart icermektedir (Plumb, 1999; Austin and Austin, 2007). Bunlar spor ve
kapsiil olusturmazlar. Aerobik veya fakiiltatif anaerobik 6zellige sahiptir. Tek polar
flagellumlar1 ile hareket ederler (Austin and Austin, 1999). Asit-fast degildirler.
Sitokram oksidaz pozitif, fermantatif, Novobiosin ve Vibriostat 0/129 testine (2,4-



diamino 6,7 disopropil piteridin fosfat) duyarli halofilik bir bakteridir
Karbonhidratlar1 fermente edebilir fakat gaz liretmezler. Kanli agarda hemolitiktirler.

(Akayl1,2001; Austin and Austin, 2007).

Vibrio tiirleri hasta baliklarin i¢ organlarindan 6zellikle bobrek veya lezyonlardan,
% 0,5-3,5 tuz ilave edilmis Brain Heart Infusiyon Agar (BHIA), Nutrient agar veya
Trypticase Soy Agar (TSA) gibi genel besiyerlerinde ve Tiyosiilfat-Sitrat-Bile-
Sukroz Agar (TCBS) gibi segici besiyeri kullanilarak izole edilmektedir.
V.anguillarum Trypticase Soy Agar (TSA)’da 22 °C’de 24-48 saatlik inkiibasyondan
sonra kabarik sarimsi, kahverengi, 3-4 mm c¢apinda yuvarlak ve mat koloniler
olusturur (Austin and Austin, 1999; Balebona et al., 1998; Plumb, 1999; Noga, 2000;
Akayli, 2001; Timur ve Timur, 2003). Vibriolarin izolasyonunda kullanilan TCBS

agar lizerinde ise sar1 renkli koloniler olusturmaktadir (Austin and Austin, 1999).

Vibrio spp. biiylimesi igin gerekli olan optimum sartlar; 20-22 °C’de 2-7 giinliik
inkiibasyon siiresidir. Bu bakteri 5 °C’de biiyiiyebilirken, 37 °C’de nadiren
biiylirmektedir (Austin and Austin, 1999).

Vibrio spp. ilk izolasyonunda besiyerlerine % 1-3 konsantrasyonunda tuz veya deniz
suyu katilmasi tavsiye edilmektedir. Tiirlerin tuz toleranslarinda farklilik olmasi
identifikasyonda yol gostericidir (Austin and Austin, 1999; Plumb, 1999).
V. anguillarum optimum tuz istegi % 1,5-3,5’tur. Bakterinin bir ¢ok susu % 7’lik tuz
konsantrasyonuna dayanabilirken, % 10°da yasayamazlar. Baz1 suslar1 ise % 0,5 tuz

ilaveli ortamlarda giigliikle biiylimektedir (Austin and Austin,1999; Buller, 2004).

Vibrio tiirlerinin ¢ogunun organik biliylime faktorlerine ihtiyag duymadigi
belirtilmektedir. Ancak uzun stoklama kosullarindan sonra bu gruptaki bazi
bakterilerin tekrar iireyebilmek i¢in amino asitlere ihtiyagc duydugu ifade
edilmektedir. Vibrio tiirleri orta derecedeki alkalin kosullara toleranshidir (Akayls,

2001).

2.1.3. Fenotipik ozellikleri

Vibrio spp. sitokram oksidaz pozitif, oksidatif fermantatif (O/F) glikoz testine



fermantatif, 2,4 diamino 6,7-diisopropil pteridine fosfat (Vibriostat,0/129) testine ve
Novabiocine hassastir (Bullock and Sniesko, 1971; Cagirgan,1993; Austin and
Austin, 1999; Woo and Bruno,1999; Plumb,1999; Noga, 2000; Akayli, 2001; Arda
vd., 2002; Timur ve Timur, 2003; Ekici vd., 2005).

V. anguillarum’un biyokimyasal 6zellikleri suslara gore degisiklik gosterdigi bir¢ok
aragtirmaci tarafindan bildirilmistir. Bu bakteri ile yapilan biyokimyasal ¢aligmalarda
Voges proskouer (+), Arjinin dihidrolaz (+), Simon sitrat besiyerinde tireme (+)’dir.
Nisasta ve sorbitol kullanimi ve lipaz aktiviteleri vardir. Bunlar disindaki diger
biyokimyasal testler tiirlere gore farkliliklar gosterse de hepsi D-glukoz, D-fruktoz,
maltoz ve gliserolii kullanir (Cizelge 2.1.) (Austin and Austin, 2007).



Cizelge 2.1. Vibrio anguillarum’un fenotipik 6zellikleri (Balebona et
al.,1998; Austin and Austin, 2007)

Biyokimyasal ve Morfolojik Testler
TCBS Agar Sar1

Gram boyama -, Cubuk egri
Hareket +

Sitokrom oksidaz +

Katalaz +
Oksidasyon/ Fermentasyon F

0/129 (10pg) Duyarl
0/129 (150png) Duyarli

B galaktosidaz (ONPG) +

Lizin dekarboksilaz -

Arginin dihidrolaz +

Ornitrin dekarboksilaz
indol

Fenilalnin deaminaz
Esculin

Kitin

Lipaz

Nisasta

Nitrat Rediiksiyonu
Ure

Jelatin Hidrolizi

H,S -
Metil Red

Voges Proskouer
Sitrat Kullanim
%0 NaCl’de iireme
%7 NaCl’de iireme
4°C’de iireme
37°C’de iireme
Hemoliz

Malonat kullanim
Glukoz

Arabinoz

Inositol

Sakaroz

Laktoz

Mannitol

Maltoz

Mannoz

Galaktoz

Fruktoz

Gliserol

Salisin -

+ 1

+ o+

i e S S R

+ 1

+ o+ o+

+: pozitif -: negatif =: tanimlanmamis reaksiyon



2.1.4. Patojenite ve viriilens

V. anguillarum akuakiiltirde birgok balik tiirlinde goriilen baglica bakteriyel
patojenlerden birisidir. Kiiltiiri yapilan baliklarda vibriosisten kaynaklanan dliimler
erken larval donemde oldukca yaygindir ve aniden meydana gelmektedir. Bazen de

populasyonun tamaminin 6liimiine neden olmaktadir.

V.anguillarum’un sebep oldugu hastaligin patojenitesini anlamak igin, oncelikle
cesitli viriilens faktorleri hakkinda bilgiye ihtiya¢ vardir. Elde edilen bu bilgiler
1s18inda hastaliga karsi yeni asilama stratejileri gelistirilecektir. V. anguillarum gesitli
toksinler ve viriilens faktorleri ireterek baligin savunma mekanizmasini
cokertmektedir. Bu toksinler hemolizin, proteaz, metalloproteaz, sitotoksin,
dermatoksin, hemaglutinin, amilaz, kazeinaz, jelatinaz, elastaz, lipaz, 10sin
arilamidaz, valin arilamidaz, tripsin ve ekstraselliiler toksinlerdir. Viriilens faktorleri
ise hareketi saglayan flagella, hiicre yapistiran faktorler, yiizey antijeni, pJMI
plazmidi, siderofor (anguibaktin) ve demiri tutan hiizre zar1 reseptoriidiir (Austin and

Austin, 1999; Mazoy et al., 2003; Rodkhuma et al., 2005; Ercan, 2009).

V. anguillarum tretmis oldugu hemolitik ve proteaz gibi ekstraselliiler iriinler
yoluyla baliga zarar vermektedir. Ayrica tek polar flagellast yapmis oldugu

kemotaksik hareket de viriilens i¢in 6nemlidir (Spanggaard et al., 2000).
Balikta enfeksiyonun olus sekli 3 temel adimda gergeklesmektedir.

1. Bakteri kemotaksik hareketlilik yoluyla konaker dokusuna girer.

2. Konakg1 dokusu iginde demiri ayirict sistem olarak yayilir. Ornegin sideroforlar

konakg¢idan demir ¢almaktadir.

3. Bakteri daha sonra balikta hemolizinler ve proteazlar gibi ekstraseliiler {iriinler

yoluyla zarara neden olur.

Grisez vd., (1945), kalkan (Scophthalmus maximus L.) larvalarinda
V. anguillarum’ un, kan dolasimina katilarak farkli organlara dagildigin1 ve sonunda
balikta 6liime yol actigini gostermislerdir. Cok yakin ge¢cmiste ise Ringo vd., Alp

alabalig1 (Salvelinus alpinus) yetiskinlerinin orta bagirsak ve pilorik kor keselerinde



bakteriyel endositosis’i tespit etmislerdir. Bdylelikle baligin tiim mide bagirsak
kanalinin enfeksiyon ile kars1 karsiya kalabilecegini belirtmislerdir (Thompson et al.,

2004).

Farkli balik tiirlerinden izole edilen V. anguillarum’un patojenitesinin de farkli
oldugu cesitli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Eguidius ve Anderson,
Norvegteki alabaliklardan izole ettikleri V.anguillarum’un Gadus virens’lerde
patojen olmadigini, sadece ayni bolgedeki alabaliklarda patojenite gozlendigini
belirtmislerdir. Buna karsin Strout vd., (1978), yass1 baliklardan izole edilen
V. anguillarum’un Coho salmon (Oncorhynchus kisutch) smoltlarinda da patojen

oldugunu bildirmistir (Cagirgan,1993).

Pazos vd. (1993), yapmis olduklar1 ¢aligmada hasta balik ve kabuklu su iirtinleri ile
cevreden izole etikleri 46 adet V. anguillarum susunun viriilens 6zelliklerini
incelemistir. Gokkusagi alabaliinda yapilan viriilens ¢alismalarinda test edilen 24
sustan 9’unun hastalik yapici etkiye sahip oldugu ve bu suslarin LDsy dozunun 10*

10° kob/ml arasinda degistigi tespit edilmistir (Pazos et al., 1993).

Mikkelsen vd. (2007), hasta cod (Gadus morhua L.) baliklarindan izole ettikleri 6
adet V. anguillarum O2 izolatlarinin viriilensini banyo yoluyla yapilan epriivasyon
ile karsilastirmislardir. V. anguillarum izolatlarinin 5 tanesinin olduk¢a yiiksek
viriilense sahip oldugu belirlenmistir. 4299 nolu serotip O2b izolatin 1,8x10
kob/ ml dozunun % 92 oraninda 6liime neden olmasi ile ¢ok yiiksek viriilense sahip
oldugu goriilmiistiir. Diger 4 izolatm ise yaklasik 10* kob/ml dozunda % 62-100
arasinda ve ayni1 dozdaki 5022 nolu izolatin ise sadece % 8 oraninda Sliim yaptigi

belirlenmistir (Mikkelsen et al., 2007).

Gokkusagr alabaligi (Oncorhynchus mykiss) ile yapilan enfeksiyon galismalarinda
V.anguillarum’un  deri  ve  solungaglardan izole edildigi  belirtilmistir.
V. anguillarum’un agiz yoluyla alinmasindan sonra bakterinin diisiik pH’da giiglii bir
sekilde inhibe oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte balik larvalarinda enfeksiyonun
az da olsa gelistigi ve pH’in V. anguillarum’u inaktif hale getirecek kadar diisiik
olmadig1r vurgulanmigtir. BOylece larval sathada enfeksiyon sindirim sisteminde

gelisirken, bu safthadan sonra bagirsakta meydana gelen enfeksiyonun siddeti heniiz



acikliga kavusmamustir. V. anguillarum ile yapilan invitro ¢alismalarda bagirsak
salgilariin bakteriyi 30 dakika i¢inde parcaladigi tespit edilmistir (Spanggaard et al.,
2000).

Horne ve Baxendole (1983) ve Olson vd. (1996)’da gokkusag1 alabaligi ve kalkan
baliklarinda V.anguillarum’un baslica bagirsaklarda enfeksiyon olusturdugunu rapor
etmislerdir. Bagirsaklarin kalkan larvalart i¢in de enfeksiyonun baslangic bolgesi

oldugu bildirilmistir (Spanggaard et al., 2000).

Spanggaard vd. (2000), yapmis olduklart bir ¢alismada gdkkusagi alabaliklarini
10° kob/ml dozunda ki V.anguillarum ile 1 saat boyunca maruz birakmuslardir.
Infeksiyonun olusmasindan 48 saat sonra oliimlerin basladigi, 96 saat sonra ise
% 100’ e ulastig1 bildirilmistir. Ayu baliklar ile yapilan calismaya benzer olarak bu
caligmada gokkusagi alabaliginda V.anguillarum’un ilk tutundugu bolgenin deri
oldugu belirlenmistir. Atlantik salmonlarinda ise vibriosisten kaynaklanan oliimlerin
balikta mukus tabakasinin uzaklastirilmasi ile arttigi tespit edilmistir. Oliimlerdeki
art1s bakterinin baliga girisinin kolaylastirilmasi sonucu gerceklesmistir (Spanggaard

et al., 2000).

Sudaki agir metallerin ozellikle bakirin  bulunmasi  vibriosisisin  ¢ikisini
hizlandirmaktadir. 30-60 pg bakir/ml agir problem olusturmaktadir. Ciinki
ortamdaki bakir gibi bir agir metalin bulunmasi balikta strese neden olarak endo ve
ekzotoksinlerin iiretimini arttirmaktadir. Bu toksik etki sonucunda balikta aneminin
gelistigi ve patojen bakteriye karsi balikta olusan fagositik aktivitelerin baskilandigi
bildirilmektedir (Akayli, 2001).

Alabalik (Onchorynchus mykiss) ve yilan baliklar1 (Anguilla anguilla) ile deneysel
olarak yapilan ¢aligmalarda sublethal diizeydeki bakirin vibriosisin patlak vermesine
sebep oldugu ancak klorinin bdyle bir etkisinin olmadigi ifade edilmistir. Bakirin bu
olumsuz etkisinin solungacglar {iizerindeki mukusun agir metallerin etkisi ile
koagulasyonu ve O, tasginmasindaki inhibisyon etkisi sebebiyle solunum stresine

baglanmistir (Cagirgan,1993; Noga, 2000; Peggy and Francus- Floyd, 2002).

V.anguillarum deniz ortaminda dogal olarak var olan bir bakteridir ve yaz aylar



boyunca saglikli baligin mukus, solunga¢ ve bagirsagindan oldugu kadar sudan,
sedimentten ve planktondan da bol miktarda izole edilebilmektedir. Bununla beraber
cevresel izolatlarin ¢ogunlukla balik i¢in patojen oldugu ve denizde 50 aydan daha
uzun siire hayatta kalabildigi bildirilmistir (Actis et al., 1999; Pedersen et al., 1999a,
Noga, 2000, Ercan, 2009).

2.1.5. Antijenik ozellikleri

V. anguillarum hem fenotipik hem de serolojik karakterleri bakimindan oldukga
cesitlilik gostermektedir (Bryant, 1986). Baslangicta farkli cografik bolgelerdeki
(Avrupa ve Amerika) salmonid baliklarindan 3 serotip izole edilmistir. Bu say1
Japonya’da yilan baliklari, ayu ve salmonidlerden 3 serotip daha elde edilmesiyle
arttirilmistir. Kitao vd., 1siya dayanikli “O* somatik antijenleri ile yaptiklar1 ¢apraz
agliitinasyon ve capraz absorbsiyon testleri ile A, B, C, D, E ve F serotiplerini

belirlemiglerdir (Austin and Austin,1999; Akayli, 2001).

Toranzo vd. (1987), V. anguillarum’un 10 serotipinin bulundugunu bildirmistir.
Toronza ve Barja (1990), salmonid baliklarinda serotip O1 ve O2, levreklerde O1 ve
diger deniz baliklarinda serotip O1 ve O2’nin enfeksiyonlara neden oldugunu ve
diger serotiplerin ise deniz ortaminda yaygin olarak bulundugunu tespit etmislerdir.
Grisez ve Ollevier (1995), V. anguillarum’un 16 serotipinin bulundugu bildirmekle
beraber Pedersen vd. (1999), 7 tane daha serotipin varligini tespit etmesiyle serotip
sayist 23’e ¢cikmistir (Grisez and Ollevier,1995; Pedersen et al., 1999b, Tanrikul vd.,
2004).

Vibriosis diinyada salmonidler ve bir ¢ok deniz baliklarinda ¢ok ciddi hastaliga sebep
olmaktadir. V. anguillarum enfeksiyonlarmin teshisi ve kontrolii balik
yetistiriciliginde ¢ok biiyiik bir dneme sahiptir. V. anguillarum enfeksiyonlarinin ilk
olarak tanimlanmasindan bu yana, bircok ¢alismada immmunolojik o6zellikleri ve
patojenitesi ¢alisilmistir. Bu ¢alismalarin  temelini Outer Membran (OM)
kompozisyonu ve fonksiyonlar1 olusturmaktadir. Bircok ¢aligmada farkli serotiplerin
OM proteinlerinin kompozisyonu analiz edilmis ve karsilastirtlmistir. Simon vd.

(1996)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada test ettikleri tiim suslarda yaklasik 30-40 kDa

10



molekiiler biiytlikliiglinde olan ¢ogunlukla bir ana OM proteinin (MOMP) varligini

tanimlamiglardir (Simon et al., 1996).

Vibrio anguillarum, baliklar i¢in ¢ok patojeniktir. Etkende, patojenitede rol alan
plazmidlerin varlig1 bildirilmistir. Etkenin termolabil ve protein 6zelliginde bir
ekzotoksinin ve ayrica hiicre duvarindan elde edilen protein ve lipopolisakkarit
(LPS) karakterindeki substanslarin antijenik 06zellige sahip oldugu belirtilmistir.
Bakterinin biri somatik O-antijeni, digeri de flagellaya ait flagella H-antijenik
bilesenleri vardir. Mikroorganizma, somatik 0-antijenine gore 6 serogruba ve ayrica
3 biyotipe (A, B, C) ayrilmaktadir (Bogwald et al., 1992; Austin and Austin,1999;
Tanrikul vd., 2004).

2.1.6. Immunite ve immunizasyon

Asilar; hastalik etkeni mikroorganizmalar ve onlarin antijen unsurlarindan
hazirlanmis olan, bir hayvana verildigi zaman hastalik meydana getirmeden

bagisiklik kazandiran maddelerdir (Ellis, 1988; Arda vd., 1994; Altun, 2001).

Asilamanin ana amaci belirli bir hastalifa karst spesifik ve uzun siireli koruma
olusturmaktir. Omurgali bir hayvan enfeksiyona maruz kaldiginda hayatta kalanlar,
daha sonra aymi patojenle karsilastifinda o patojene karsi direng gostermektedir.
Spesifik bagisiklik olarak adlandirilan bu direng patojene 6zgiidiir ve uzun siireli

koruma saglamaktadir ( Ellis, 1988 ).

Ozgiillik ve hafiza, asilama yoluyla kazanilmis bagisiklik olusumunu saglayan iki
anahtar elemandir. Bu sayede antijenle ikinci kez karsilasildiginda daha kuvvetli ve
daha hizli immun cevap (bagisiklik) olusumunun saglandigi gosterilmistir ( Ellis,

1988; Watts et al., 2001).

Bilimsel olarak etkili bir as1 gelistirilmesinde 3 temel asamanin 6neme sahip oldugu

bildirilmistir.

1 — Infeksiyon etkenlerinin viriilens faktdrleri ve patojenite mekanizmalarinin
bilinmesidir. Bu sayede patojenin varligin siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan dnemli

molekiillerin / epitoplarin se¢imine olanak saglanir ve asiya ilave edilmelidir.
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2 — Konak bagisiklik sisteminin bilinmesidir. Bagisikligin isleyis mekanizmasi
bilinerek, asilama i¢in en iyi zamanin ve agilama yonteminin sec¢ilmesine olanak
Verir.

3 —Deneysel olarak in vivo ve in vitro epriivasyonlar boyunca koruma olugumu

incelenerek asinin etkinliginin saptanmasidir ( Dos Santos, 2000 ).

Su iiriinlerinde kullanilan asilarin ¢ogu salmonidler, 6zellikle de gokkusagi alabaligi
ve Atlantik salmonlar i¢in gelistirilmistir. Son yillarda ¢ipura, levrek, kalkan, morina,
yayin gibi farkli balik tiirlerinin de yetistiriciligi yapilmasiyla birlikte asilarin
kullaniminda da artisa yol a¢mustir. Ayrica yetistirilicigi yapilmaya baslanan
alternatif tiirlerde de hastaligin kontrolii i¢in yeni asilarin kullanimina gereksinim

duyulmaktadir (Magarinos et al., 1999 ).

Baliklar icin ilk asilama c¢alismalar1 1930’larda Kuzey Amerika’ daki Salmonid
kulugkahanelerinde furunkulozis’e karsi yapilmistir. Bilimsel anlamda baliklarda
bakteriyel hastaliklara karsi ilk yapilan asilama 1942 yilinda Duff tarafindan
gerceklestirilmistir (Ellis, 1988; Joosten et al., 1997). Daha sonra 1950’ lerde
antibiyotiklerin kullanilmaya baslanmasiyla balik asilamasina olan ilgi azalmistir.
1960’ larda salmon yetistiriciligi biiyiik olgeklerde yapilmaya basladiginda ortaya
cikan vibriozis, furunkulozis ve yersiniozis gibi temel balik hastaliklari
antibiyotiklerle kolayca kontrol altina alinabilmistir. Bununla birlikte Salmon sanayii
1970’ lerde hizl1 bir sekilde geliserek 1980’ lerin basinda bu bakteriyel patojenler,
bir¢ok antibiyotige karsi direng gelistirmistir (Ellis, 1988; Klein et al., 1996). Buna
ilaveten kimyasal etkenlerle tedavi giliclesmis ve daha pahali bir yontem haline
gelmistir. Antibiyotige karsi olusan bu diren¢ sonucu hastaliklarin kontrolii amaciyla
as1 uygulamasi tercih edilen bir yontem haline gelmistir (Bakopoulos, 1995; Thyssen

and Ollevier, 2001).

Vibriosise karsi as1 uygulamasi ilk defa 1970’11 yillarda Kuzey Amerika kiyilarinda
goriilen V.anguillarum ve V.ordalii enfeksiyonlarindan korumaya yonelik olarak
uygulanmis, Pasifik salmonlarini agilamanin ilaglarla sagaltimdan daha basarili ve
ekonomik oldugu anlasilmistir. Daldirma yontemi ile ilgili ilk agilama c¢aligmalarinda

Hiperosmatik infiltrasyon yontemi kullanilmistir. Bu yontemde balik, ilk asamada
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% 3-5 NaCl soliisyonunda 30-60 sn siireyle banyo yaptirilmaktadir. Ancak bu
yontem agilanan salmonid baliklarinda stres nedeniyle subklinik enfeksiyonlari
arttirdigindan direkt daldirma yontemi denenmis ve bu yontemin daha uygun oldugu

sonucuna varilmistir (Cagirgan, 2004; Sommerset et al., 2005).

Gilinlimiizde vibriosis, soguk su vibriosisi ve ERM’ye kars1 etkili asilar
gelistirilmigtir. Vibrio salmonicida, Vibrio anguillarum ve Yersinia ruckeri gibi
bakterilerden formalinle inaktive edilerek hazirlanan asinin baliklara verilmesi ile
hastaliklara karsi etkili bir sekilde koruma saglanmaktadir. Bununla birlikte
karmagsik olan koruma mekanizmalar1 hakkinda hala yeterli bilgi mevcut degildir

(Bogwald et al., 1992).

Baliklar cesitli faktorlerden dolayr degisik asilama ydntemleriyle (yem igerisinde
(oral), enjeksiyon (intraperitonal ve intramuscular), banyo (kisa siireli ve uzun
stireli), pliskiirtme, hiperozmotik infiltrasyon ve anal intubasyon) asilanmaktadir. Bu
faktorler arasinda ortam sartlari, balik tiirleri, balik biiyiikliikleri ve farkli hastaliklara
kars1 asilama sayilabilir. Baliklara asinin verilis yolu kazanilan bagisiklik {izerinde
etkilidir. Baliklarda en 1iyi bagisiklik kazandiran yontem asinin enjeksiyon
yontemiyle verilmesidir. Bu yontemi sirasiyla banyo ve oral yontem izlemektedir
(Ellis, 1988; Vigneulle and Baudin Laurencin, 1991; Altun, 2001). Glinlimiizde ticari
astlarin ¢ogu injeksiyon ve kisa siireli banyo (immersiyon), son yillarda da oral yolla
verilecek sekilde formiile edilmistir (Ellis, 1988; Joosten et al., 1995; Joosten et al.,
1997; Midtlyng, 1997). Vibriozis ve yersiniozis asilart kisa siireli banyo ve
injeksiyonla etkili bir sekilde verilebilmektedir. Bununla birlikte soguk su vibriozisi
ve furunkulozis gibi bazi asilarda optimal etkiyi elde etmek i¢in injeksiyon iginde

adjuvantinda bulundurulmasi gerekmektedir (Ellis, 1988).

As1 uygulamalarinda bugiin, enjeksiyonla agilama yontemi ile daha verimli sonuglar
alindig1 belirtilmektedir. Enjeksiyonla asilama, adjuvant kullannomimma imkan
saglamasi, ekonomik olmasi ve koruma parametreleri gézoniine alindiginda cesitli
avantajlar saglamaktadir. Bununla birlikte yogun is giicli gerektirmesi, asilama
isleminin uzun siire almasi ve baliklarda asilama esnasinda strese yol agmasi

dezavantajlar1 olarak gosterilmektedir. Ayrica enjeksiyonla asilama 10 g ve altindaki
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baliklarda uygulanamadigindan larval donemde meydana gelen hastaliklara karsi

balig1 savunmasiz birakmaktadir (Ellis, 1988; Lillehaug, 1989 ).

Baliklarda furunkuloz asilarinin gelisimiyle beraber daha iyi koruma saglamak
amaciyla adjuvantli asilarin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur. Salmonidlerde
alliminyumlu adjuvantlarin tek enjeksiyonu kisa siireli etki gosterse de iyi bir koruma
saglamistir. Furunkuloza karsi yag bazli adjuvantlarin, aliiminyum ve glukandan
daha uzun siire koruma sagladig1 bildirilmistir. Yag bazli adjuvantlar giiniimiizde
ticari asilarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Fakat bu adjuvantlarin genellikle
enjeksiyon bolgesinde hafiften siddetliye kadar degisebilen lokal reaksiyonlara,
graniilomlara neden oldugu bildirilmistir. Ozellikle yag bazli adjuvantlarn gok
siddetli reaksiyonlara neden oldugu ve biiyiime orani ve son {irliniin kalitesini

etkiledigi bildirilmistir (Gudding et al., 1999; Tiravoglu Demirtas, 2006).

Banyo yolu ile asilamanin kisa siireli (immersiyon) ve uzun siireli (banyo) olmak
tizere iki uygulamasi bulunmaktadir. Kisa siireli asilama biiyiik baliklar igin
ekonomik olmamasina ragmen kiiciik baliklarin asilanmasina imkan saglayan bir
yontem olarak kabul edilmektedir (Midtlyng, 1997; Moore et al., 1998; Nakanishi et
al., 2002; Sommerset et al., 2005).

Giliniimilizde vibriozis ve yesiniozis karsi kisa siireli banyo yontemi ile asilamada
olduke¢a basarili sonuglar alinmasina ragmen, diger bakteriyel balik hastaliklari i¢in

yeterli seviyede koruma saglanamamustir (Ellis, 1988; Altun, 2001).

Kisa stireli banyo yontemi, daha az is giicii ve ayn1 boydaki baliklarin yogun bir
sekilde asilamasina olanak sagladigi i¢in tercih edilmektedir. Fakat asilama sirasinda
baliklarda strese neden olmasi ve biiyiikk boydaki baliklarda kullanilmasinin
ekonomik olmamasi ise dezavantajidir (Ellis, 1988; Lillehaug, 1989; Sommerset et

al., 2005).

Son yillarda kisa siireli banyo ve enjeksiyonla asilamada karsilasilan olumsuzluklar
dikkati oral asiya yoneltmistir (Cagirgan,1993; Spanggaard et al., 2000; Peggy and
Francus-Floyd, 2002; Bonaldo et al., 2003). Potansiyel olarak en kolay asilama

yontemi olarak kabul edilmektedir. Zira stressiz bir yontem oldugu gibi, ekstra is
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gerektirmez ve her biiylikliikte baliga uygulanabilmektedir. Bununla birlikte oral as1
uygulamalarinda bagisiklig1 saglayan antijenlerin baliklarin mide ve bagirsagin 6n
kisminda sindirim sivilarinin etkisiyle bozulmasi ve buna bagl olarak bagisikligin
saglanamamas1 nedeniyle basarili sonuglar elde edilememistir (Joosten et al., 1995;
Lavelle et al., 1997; Joosten et al., 1997; Austin and Austin, 1999; Woo and Bruno,
1999; Russel-Jones, 2000; Sommerset et al., 2005). Ayrica baliklarin bireysel olarak
farkli oranda yem tiikketmesi populasyonda bagisiklik diizeyinde c¢ok biiyiik
farkliliklar goriilmesine neden olmaktadir. Oral asilarin ticari olarak kullanimi, daha
cok destekleyici uygulamalar i¢in 6nerilmektedir (Ellis, 1988; Larsen and Pedersen,

1997; Gravningen et al., 1998).

Ellis (1988), oral as1 etkinliginin diger yontemlere gore diisiik olmasimna ragmen
destek as1 olarak kullanilabilecegini belirtmistir. Antijenlerin anal intubasyonu oral
uygulamadan daha yiiksek seviyede koruma saglamistir (Johnson and Amend, 1983).
Bu da antijenlerin barsaklarda yikimlandigin1 ve bu bodlgeden gegisleri sirasinda
korunabilmeleri durumunda etkinliginin artacagint gostermektedir (Ellis, 1988;

Tiravoglu Demirtas, 2006).

Stroband ve Van der Veen (1981) genel olarak baliklarin midesini ii¢ kisma
ayirmislardir. Birinci kisim yaglarin ve proteinlerin sindirim ve absorpsiyonuyla
ilgili oldugunu, sonraki kismin pinositotik aktiviteli epitel hiicreleri i¢erdigini, son
kismin da osmoregiilasyonda rol aldigin1 6ne stirmiislerdir (Yazici, 2004). Rhombout
(1989), yaptig1 bir calismada midenin ikinci kisminin antijenin taginmasinda ve
makrofajlar tarafindan antijenin islenmesinde énemli oldugunu gostermistir (Joosten
et al., 1995; Jossten et al., 1997; Rombout and Joosten, 1997). Bu kisimda ayrica
mukozal cevapta rol oynadigi diisiiniilen bir¢cok lenfoid hiicre bulunmaktadir

(Rombout and Joosten, 1997 ).

Lillehaug (1989), yapmis oldugu c¢alismada 50 g’lik gokkusagi alabaliklarinda
vibriosise kars1 enjeksiyon, kisa siireli banyo ve oral (2 farkli yontemle kaplanan ve
kaplanmayan) as1 uygulamalarinin etkinligini incelemistir. Bu calismada formalinle
oldirilmiis V.anguillarum serotip 1 ve 2’den olusan ticari vibriosis asisi

kullanilmistir. Kaplanmis oral asi; liyofilize edilen ticari asinin aside direngli film
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(EC pelet) ve yavas sindirilen prill ile kaplanmasiyla hazirlanmistir. Yapilan
epriivasyon denemeleri sonucunda kaplanmis asilarin etkinligi (Oral prill ve Oral EC
peletlerde sirasiyla % 45.7 ve % 40.1 RPS), standart agilama yontemleri (k.b. ve ip.
strastyla % 94.6, % 98.2) ve oral olarak verilen korunmamis asidan (82.7 RPS) daha
diisitk bulunmustur. Bunun nedeni vibriosis asilarinda 6nemli antijenik unsur olan
lipopolisakkaritlerin mide sindirimden az miktarda etkilenmesi olarak ifade
edilmistir. Asinin kaplanmasi veya yavas sindirilen pelet ile birlestirilmesi sadece
antijenlerin absorbsiyonunu azaltmistir. Sonug olarak sindirime karst aside direngli
film veya yavas sindirilen peletle kaplanarak oral yolla verilen asilamadan sonra

bagisiklikta istenen artig saglanamamustir (Lillehaug, 1989).

Vigneulle ve Baudin Laurencin (1991)’in yapmis olduklar1 c¢alismada gokkusagi
alabalig1, levrek ve kalkan baliklarinda oral ve anal intiibasyon olmak tizere 2 farkl
yolla verilen V. anguillarum antijeninin bagirsaktan alimini ¢alismislardir. Antijen
uygulamasindan sonra belirli araliklarla (1-21. giin arasinda) baliklardan histolojik
kesitler alinmigtir. Antijenin bobrek, dalak ve bagirsakta lokalizasyonu indirekt
floresans antikor teknigi kullanilarak belirlenmistir. Sonugta antijen aliminin sadece
asili baliklarin son bagirsaginda oldugu, 6n bobrek ve dalak kesitlerinde ise antijene
rastlanmadi@ tespit edilmistir. V. anguillarum as1 uygulanmasindan sonra 21. giine
kadar lamina epitellerinde belirlenmistir. Balik tiirleri dikkate alinmaksizin anal
intiibasyondan sonra elde edilen floresan, oral uygulamaya goére daha giiclii
bulunmustur. Balik tiirlerine bagh olarak antijen aliminda bazi farkliliklar meydana

gelmistir (Vigneulle and Baudin Laurencin, 1991).

Vervarcke vd. (2005)’1n ortalama agirliklar1 188 g olan Afrika yayin baliklarinda
(Clarias gariepinus) yapmis olduklar1 ¢alismada Vibrio anguillarum O2 bakterini ile
mukozal asilamanin etkinligini incelemislerdir. Bu amacla baliklara farkli asilama
yontemleri ile (anal intiibasyon, oral uygulama, ip. enjeksiyon ve kisa siireli banyo
yolu) antijen uygulanmis ve bagisikligin gelisimi karsilagtirilmigtir. Baliklarda
antijenin alimi1 competitive ELISA ve antikor cevabi indirekt ELISA ile tespit
edilmistir. Antikor diizeylerindeki artis anal intiibasyondan sonra mukus ve safrada
goriiliirken, i.p. enjeksiyondan sonra tespit edilememistir. Anal intiibasyon ve kisa

siireli banyo uygulamalarinda bagirsakla iliskili limfoit dokunun stimulasyonu
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sonucu mukozal antikor cevabin gelistigi belirlenmistir. Bu nedenle antikor
diizeyeleri, mukozal bagisikligin gostergesi olarak bilinen mukus ve safra

orneklerinde tespit edilmistir (Vervarcke et al., 2005).

Serum o6rneklerinde oral asi uygulamasinda baliklarin ikinci bagirsak segmentine
yeterli miktarlarda antijenin ulastigi kaydedilmistir. Anal intiibasyon ve 1i.p.
enjeksiyon uygulamasindan sonra ise yiikksek oranlarda antijen diizeyleri
goriilmistiir. Elde edilen bu diizeyler, antijen alimi hemen hemen ayn1 olan oral ve
kisa siireli banyo grubundan olduk¢a yiiksek oldugu tespit edilmistir Asi
uygulanmasindan 14 giin sonra serum Orneklerinde en yiiksek antikor titresi i.p.
enjeksiyon yapilan grupta goriiliirken, bunu sirasiyla anal intubasyon, oral, kisa stireli
banyo ve kontrol grubu takip etmektedir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglardan

mukozal bagisikligin giiclii bir sekilde gelistigi goriilmiistiir (Vervarcke et al., 2005).

Mikkelsen vd. (2007), cod baliklarinda ticari Vibrio asisinin (ALPHA MARINE™)
etkinligini, asili cod baliklarinda goriilen vibriosis salginlarindan izole V.anguillarum
suslar1 ile yapilan epriivasyon sonucuna gore degerlendirmis ve V.anguillarum
serotip O2a ve O2b’ye kars1 gii¢lii bir koruma (RPS>80) elde edilmistir (Mikkelsen
et al., 2007).

Schreder vd. (2006), 1-20 g agirligindaki Atlantic cod (Gadus morhua L.) juvenilleri
ile yapmis olduklar1 ¢alismada ticari vibriosis asisinin (ALPHA MARINE™ Vibrio,
PHARMAQ AS) etkinligini, Vibrio anguillarum serotip O2b ile banyo yoluyla
yapilan epriivasyon sonucu degerlendirmislerdir. 1 g’lik juveniller banyo yolu ile
asilamadan 6 hafta sonra RPS < % 47 degeri ile zayif bir koruma saglanirken,
asilamadan 14 hafta sonra ise RPS < % 36 degeri elde edilmistir. Schreder et al., cod
juvenillerinde iyi bir korumanin saglanmasi amaciyla asilama zamaninda baliklarin
belli bir biiyiikliikte olmalar1 gerektigini ifade etmislerdir. Bu c¢alismada daldirma
asitlamadan 7 hafta sonra 2,2 g’lik (RPS>75) juvenillerde 1,7 g’liklara (RPS<54)
gbore Onemli derecede yiiksek koruma saglanmistir. 5 g’lik juvenillere uygulanan
daldirma as1 ile asilamadan en az 28 hafta (RPS>76) sonraya kadar devam eden

giiclii bir koruma elde edilmistir. 20 g’ liklarda ise intraperitonal enjeksiyon veya
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daldirma asilamadan 17 hafta sonra (RPS>74) daha gii¢lii bir koruma saglanmistir
(Schreder et al., 2006).

Deniz baliklarindan levrek (Dicentrarchus labrax) ve kalkan (Scophthalmus
maximus) baliklarinda oral uygulamayi takiben iyi sonuglar alinmistir. Salmonidlerde
ise bu uygulama degisken sonuglar vermistir. Yapilan ¢aligmalarda Johnson ve
Amend, (1983) ve Vigneulle, (1990) tarafindan olumlu sonuclar alinirken, Baudin
Laurencin ve Tangtrongpiros, (1980) ve Horne vd., (1982) tarafindan ise etkisiz
oldugu belirlenmistir. Bu degisken sonuglar yeme ilave edilen antijenin midede
yikimlanmasina kismen bagli olabilmektedir. Bu fikir Johnson ve Amend (1983)’in
yapmis oldugu calisma ile desteklenmistir. Bu calismada Sockeye salmonlarina
bakterinin tek doz halinde anal intiibasyonla verilmesini takiben 59. giinde vibriosise
kars1 yiiksek diizeylerde koruma elde edilmistir. Bu durum antijenin higbir degisime
ugramadan son bagirsaga ulasmasi ile saglanmistir. Anal intiibasyon ile saglanan
bagisikligin, oral ve kisa siireli banyo ile asilamadan sonraki bagisikliktan daha 1yi

oldugu tespit edilmistir (Vigneulle and Baudin Laurencin, 1991).

Oral asilamanin mekanizmasini heniiz tamamen anlasilamamistir. Fakat bir¢ok
aragtirmaci oral yolla uygulanan asinin etkinligi ve absorbsiyonunu ¢aligmislardir.
Davina vd. (1982), Rosy barbunda, vibrio bakterininin son bagirsaktaki epitelyum
hiicreleri tarafindan pinositozis yolu ile absorbe edildigini gostermislerdir.
Absorbsiyon islemi asilamadan sonraki 6. giine kadar devam etmistir. Ayn1 zamanda,
bagirsakta intra epitel 10kositlerin sayisinin da artig gosterdigi tespit edilmistir.
Nelson vd. (1985), oral olarak agiladiklar1 gokkusag: alabaliklarinin bagirsaklarinda
vibrio antijenini belirlemelerine ragmen, diger organlarda tespit edememislerdir.
Benzer sekilde Tatner vd. (1984), gokkusagi alabaliklarinda formalinize edilen
A.salmonicida’nin gastrik intubasyonu takiben yalnizca bagirsak bdolgesinde

saptandigini bildirmistir (Vigneulle and Baudin Laurencin, 1991).

Oral asilamadaki en 6nemli problem bakterinin mide ve bagirsagin 6n kisminda
sindirim sivilarinin etkisiyle yikimlanmasidir. Bu amagla oral asilardan iyi sonug
aliabilmesi i¢in aginin enkapsiilasyon ile mide ve bagirsakta yikimlanmasina engel

olunmas1 gerekmektedir (Ellis, 1988). Bu nedenle oral yolla verilecek asilarin

18



bagirsagin birinci kisminda sindirilmesini 6nlemek ve bagisiklik sistemini uyaracak
antijenik determinantlarin bozulmadan ikinci kisma ge¢mesini saglamak igin
kapsiillenmeleri gerekmektedir (Ellis, 1988; Joosten et al., 1995; Joosten et al., 1997;
Lavelle et al., 1997; Sommerset et al., 2005).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda antijenlerin sodium alginat (Jossten et al.,1997),
biyolojik antijen tasiyicilar1 (Joosten et al.,1995) ve PLG (Polylactide co glycolide)
gibi polimerler kullanilarak hazirlanan mikropartikiiller igerisinde yemle baliklara
verilmesi sonucu oral asilamada basarili sonucglar alinmistir (Jossten et al., 1997;
Lavelle et al., 1997). Asilar i¢in oral olarak verilis yontemlerin gelistirilmesi i¢in
polimerik kaplamalarin veya kapsiilasyonun dahil oldugu birka¢ yaklagim
bulunmaktadir. Bu yaklasimlar; PLG mikropartikiilleri, enterik kaplayan polimerler,
aljinat mikrokapsiiller, tabletler, graniiller, nisasta mikrokapsiiller, jelatin kapsiiller
ve polyamino asit mikrosferlerdir (Rombout and Joosten 1997; Vila et al., 2002;
Yazici, 2004). Biitiin bu yaklagimlarin amaci; antijenin mide ve bagirsakta
parg¢alanmasini azaltarak antijen absorpsiyonunu arttirmak, bagirsakta kalis siiresini
arttirmak, bagirsakla baglantili lenfoid dokuda antijenin alinisini tesvik etmek ve
yeterli seviyede bagisiklik olusturmak igin gerekli antijen dozunu azaltmaktir

(Lavella et al., 1997; Rombout and Joosten 1997; Yeh et al., 2002).

Oral as1 i¢in yeni verilis sistemlerinin gelistirilmesinde antijenlerin polimerle
kapsiilasyonu kullanilmaktadir (Lavelle et al., 1997; O’Hagan, 1998; Sing and
O’ Hagan, 1998). Polimerler dogal ve sentetik polimerler olarak kullanilmaktadir.
Dogal polimerlerden nisasta, aljinat ve jelatinler kapsiilasyon islemlerinde
kullanilmaktadir. Sentetik polimerlerden en ¢ok tercih edilen ise polylactide-co-
glycolide (PLG) polyanhidridleridir (Lavelle et al., 1997; Singh and O’ Hagan, 1998;
Yeh et al., 2002 ).

PLG’ler; biyolojik olarak ¢6ziinebilen, insanlarda kullanimindaki giivenirliligiyle
ilgili uzun bir tarihe sahip oldugu i¢in tercih edilmektedir. Yaygin olarak kullanilan
laktid / glykolid oran1 50/50” dir ( Lavelle et al., 1997; O’ Hagan, 1998; Singh and O’
Hagan 1998; Vila et al., 2002). Bu tip polimerler; diger alternatif PLG polimerleriyle
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karsilastirildiginda, nispeten daha hizli ¢6zlinme oranlarina sahip oldugu

belirtilmistir (Singh and O’Hagan, 1998).

Dogal ve sentetik polimer kullaniminin birbirine gore cesitli avantajlar1 ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Sentetik polimerler, daha kolay firetilebilirler ve
istenen  parcalanma  oranlarina, molekiill agirliklarma ve  co—polimer
kompozisyonlarina gore hazirlanabilmektedir. Bununla birlikte, sentetik polimerler,
sinirl  ¢ozlinebilirliliginden dolay1 dezavantajli olabilmektedir. Genelde sadece
organik coziiciilerde ¢oziiniirler. Ayrica biyolojik olarak antijeninin aktif salinimi
ger¢ceklesmeyebilir. Hem dogal hem de sentetik polimerler bol miktarda ticari olarak

bulunabilmektedir ( Sing and O’ Hagan, 1998; Yazici, 2004 ).

Oral as1 caligmalarinda temel olarak polimerler tercih edilirken; toksisitesi, iritansi,
allerjikligi ve biyolojik olarak pargalanabilirliligi g6z Oniinde bulundurulmasi
gereken faktorler olarak belirtilmistir. PLG, biyolojik olarak parcalanabilmesi,
farmosetikal olarak onaylanmis bilesik olmasi ve absorbsiyonu uygun oranda
saglanmasindan dolay1 tercih edilmektedir (Lavelle, 1997; Sing and O’ Hagan, 1998;
Yeh et al., 2002).

Gliniimiizde kemikli baliklarin bagirsaklarindan mikrokiirelerin absorbsiyonu ile
ilgili ¢ok az c¢alisma vardir. Memelilerde mikropartikiillerin oral olarak
uygulanmasindan sonra bagirsaktan ¢cok az sayida gecerek absorbe olduklar1 tespit
edilmistir. Taginmanin ana yolu Peyer’s patches’de M (mikrofold) hiicreleri yolu ile
oldugu goriilmistiir. Kemikli baliklarda ise M hiicrelerinin analogu bulunmamasina
ragmen ¢esitli tiirlerde antijenler 2. bagirsak bolgesinde (arka bagirsak) bulunmustur.
Hareketsiz partikiill maddelerin alinmasin1 saglayan fonksiyon kesin olmamakla
birlikte, yapilan bir ¢cok ¢aligmada kemikli baliklarin bagirsaklarindan bakterinlerin
absorbsiyonu  gosterilmistir. Bazi  arastirmacilar absorbe edilen bakteriyel
hiicrelerinin mukozadan daha uzaga tasinamadigini rapor etmislerdir (Lavelle et al.,

1997).

Asilarin oral olarak verilmesi balik asilamasi i¢in en arzu edilen metot olarak
tanimlanmigtir. Oral asilar stres olusturmaksizin ¢ok sayida baliga kolay bir sekilde

uygulanabilir ve hatta gen¢ baliklarin asilanmasi i¢in kullanilabilir. Oral asilama ile
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ilgili olumlu sonuglar alinmasma ragmen, injeksiyon ya da kisa siireli banyo
metotlar1 ile karsilastirildiginda etkisi daha azdir. Ve daha cok asiya ihtiyag
gerektirir. Bunun nedeni enterositler tarafindan alinmadan 6nce sindirim sisteminde
asilarin pargalanmasi ve bu yilizden baligin bagisiklik sistemine daha diisiik miktarda
antijen ulagmasidir. Bagirsaktaki epitel hiicreleri tarafindan antijen alimi, antijeni
isleme sokan hiicrelere nakli ve lenfositlerin uyarilmasi ile bagisikligin gelisimi ve
oral agilamadan sonraki hafiza olusumunu saglamak i¢in gereklidir. Antijenlerin anal
ve oral olarak uygulanmasi sistemik bagisiklig1 olusturdugu gibi mukosal bagisikligi
da olusturabilir. Sonu¢ olarak antijenler oral olarak verildiginde ve son bagirsak
tarafindan yeterli miktarda alindiginda daha 1yi bir bagisiklik olusturulabilir. Bununla
birlikte antijenin de alimdan 6nce uygun bir formda bagirsaga ulasmasi gerekir.
Tasinmas1 esnasinda antijenin parcalanmaya karst korunmasimi sagliyan
mikropartikiiller; bir bakterinin antijenik kisminin enkapsiile edilmesiyle oral

asilamay1 olanak saglamaktadir (Joosten et al.,1995)

Lavelle vd. (1997), insan gama globulin’i (HGG) PLG (poly-lactide-co-glycolide)
mikropartikiilleri ile enkapsiile edilip, oral olarak gokkusagi alabaliklarina (100-
200gr) uygulamiglardir. Hazirlanan mikrokiireler, yuvarlak sekilli ve ortalama capi
10um’dir. Western blotting teknigi kullanilarak, eriyik ve mikroenkapsiile edilmis
antijenin bagirsak boyunca gecis dinamiklerinin farklilik gosterdigi belirlenmistir.
Mikropartikiille edilen HGG’nin, bagirsak bolgesine daha uzun siirede gegtigi ve
midede antijenin tutunma siiresinde artis oldugu tespit edilmistir. HGG’nin
mikroenkapsiile edilerek verilmesinden sonra antijenin parcalanmis formda bagirsak
iceriginde oldugu saptanmigtir. Bununla birlikte, fazla miktarlarda par¢alanmamis
antijenin bagirsagin son kismi ve kan dolasiminda oldugu belirlenmistir.
Mikrokapsiile edilmis HGG ile oral olarak asilanmasi sonucunda serumda spesifik
antikorlar tespit edilmistir. Bu antikorlarin diizeyleri, eriyik antijen uygulanmasindan
elde edilene gore onemli derecede bir farklilik gostermemistir. Bununla birlikte
spesifik antikorlar baligin bagirsak mukozasinda da tespit edilmistir (Lavelle et al.,

1997).

Mikropartikiil biiytikliikleri olarak ortalama 10 pm veya daha az olanlar tercih
edilmektedir. Kiigiik partikiiller, igine aldiklar1 antijenleri bagirsaklarda da
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koruyabilmelerine ragmen bagirsak duvari boyunca biyoadheziv mekanizmalarin
etkilesmini tesvik ettigi one siiriilmektedir. Buna karsilik, 10 ym’ den daha biiyiik
olarak hazirlanmig partikiil formulasyonlar1 genellikle basit bir sekilde antijenleri
mide asidine ve enzime karsi korumak i¢in ve de antijeni bagirsakta salivermek i¢in
dizayn edilmektedir. Cesitli polimerlerden yapilmis mikropartikiillerin viicuda
alinmas1 ve bagirsaklardan gecirilmesi yaygin olarak literatiirlerde belirtilmistir
( Sing and O’ Hagan, 1998; Hilbert et al., 1999; Vila et al., 2002; Yeh et al., 2002,
Ji-Yuan Tian et al., 2008 ).

Asinin inaktive edilme ve uygulama yontemlerinin disinda immunizasyonda etkili

olan faktorler;

—

Baligin biiytiklagu

Su sicaklig1

Asinin sulandirilma (diliisyon) orani

As1 susu ve serotipinin dnemi

Asilarda booster (bagisikligr arttirmak i¢in yapilan destek asi) uygulama
Antijenin yapisi

Antijenik rekabet

Immunostimulantlar ve Adjuvantlar

o ® N bk WD

Immun sistemin baskilanmasi olarak siralanabilir.
2.1.6.1. Bahgn biiyiikliigii

Baligin biiyiikliigi (agirlig1 veya yasi) bagisikligin olugsmasinda onemlidir. Vibriosis
ve ERM’ye kars1 bagisikligin basladigi minimal biiytikliik 1 g’dir (Ellis, 1988).

Amende ve Eshenour (1980), banyo yontemiyle 1 g’in altindaki baliklarda belirgin
bir koruma gelismedigini, 4 g agirhigindaki baliklarda ise optimum bagisikligin

olustugu belirtmistir (Tiravoglu Demirtas, 2006).

Johnson vd. (1982) cesitli biiyiikliikteki alabaliklar1 ticari bir asmin 10 kat
sulandirmasiyla 20 saniye siireyle banyo yolu ile asilamistir. Epriivasyon sonucunda

bagisikligin 1 gramlik baliklarda 120 giin, 2 gramliklarda 180 giin, 4 g ve daha
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bliyiik baliklarda 1 yil veya daha fazla siirdiigiinii tespit etmislerdir (Tiravoglu
Demirtag, 2006).

Tatner ve Horne (1983)’un yapmis olduklari ¢alismada, 2-14 haftalik gokkusagi
alabalig1 frylarinda farkli asilama metotlarinin uygulanmasi sonucu, baliklarda
V.anguillarum’a kars1 baslangic bagisikligin gelisimi test edilmistir. Caligmada as1
susu olarak kalkan baliklarinda izole edilen V.anguillarum kullanilmistir. Hazirlanan
as1 2, 4, 6, 10 ve 14 haftalik frylara direkt kisa siireli banyo, 4 haftalik frylara oral ve
10 ve 14 haftalik frylara 1.p. enjeksiyon olacak sekilde uygulanmistir. Kisa siireli
banyo yolu ile yapilan asilamada baliklar 10 kat dilue edilmis as1 igerisinde 10
dakika siire ile bekletilmistir. I.p. enjeksiyon ile asilamada frylara 0,05 ml
formalinize as1 verilmistir. Oral agilama 4 haftalik frylara asi1 giinde bir kere olacak
sekilde, 28 giin boyunca verilmistir. As1 yeme sprey yolu ile ilave edilmis ve 100 g
yeme 15 ml as1 spreylenerek hazirlanmistir. Uygulanan asilarin  etkinliginin
belirlenmesi amaciyla banyo yolu ile 10’ kob/ml dozunda 30 dk siire ve i.p. olarak
2.10° kob/ml dozunda epriivasyon yapilmustir. 6-8 haftalik dénemde yavrularda
banyo ile yapilan epriivasyon sonucu hastalik olusturulamamistir. Ancak ¢ok yiiksek
dozda bakterinin uygulanmasi ile diisiik diizeylerde spesifik oliimler meydana
gelmistir. Frylar 0,5 g ulastiklarinda (10 haftalik) i.p. yolla asilamada % 100, kisa
siireli banyo yolu ile asilamada % 50 koruma saglanmistir. Ik besleme déneminden
itibaren yapilan oral asillamanin bagisiklik gelisimi {izerine etkisiz oldugu

belirlenmistir (Tatner and Horne, 1983).

Tatner ve Horne (1983), 2 haftalik frylara asilamadan 4 hafta sonra hem banyo
hemde i.p. yolla epriivasyon yapmistir. Kisa siireli banyo yontemi ile agilanmis
frylarda 1 ay sonra banyo yoluyla epriivasyon yapilmis ve korumanin olmadig1 tespit
edilmistir. Asili baliklarda yasama oran1 % 75 iken, kontrol grubunda % 72 olarak
bulunmustur. Kisa siireli banyo yolu ile agilanan 4-6 haftalik frylara (0.14-0.21 g) i.p.
yolla epriivasyon yapildiginda ise % 17-30 oraninda koruma saglandig1 belirlenmistir

(Tatner and Horne, 1983).

Oral asilama, frylarin ilk beslenmeye basladiklart donemde uygulanmistir. Ayni

donemde olan diger bir gruba da kisa siireli banyo yolu ile agilama uygulanmustir.
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Asilamadan 4 hafta sonra i.p. yolla epriivasyon yapildiginda kisa siireli banyo yolu
ile asilanan baliklarda % 17 oraninda koruma saglanirken, oral as1 verilen baliklarda
korumanin olmadig tespit edilmistir. Frylar, yeteri kadar biiyiikliige ulastiginda (ort.
0,5 g) i.p. yolla asilama yapilmustir. I.p. asilamay1 takiben 4 hafta sonra yapilan
epriivasyon da % 100 koruma elde edilmistir. Ayn1 donemdeki frylara yapilan kisa
stireli banyo as1 ise % 50 koruma saglanmistir. 14 haftalik dénemde intraperitonal
enjeksiyon ve kisa siireli banyo yolu ile asilamada sirasiyla % 60 ve % 68 oraninda

koruma saglanmistir (Tatner and Horne, 1983).

Ayrica 16.,18. ve 20. haftalardaki frylara (4.21+2.29 g agirhigindaki) kisa siireli
banyo ve ip. yolla asilama yapilmistir. Asilamadan 4 hafta sonra intraperitonal
enjeksiyon yolu ile yapilan epriivasyon’da kisa siireli banyo asida % 50-70 ve
intraperitonal enjeksiyon yollu ile asilamada ise % 60-100 diizeylerinde koruma elde

edilmistir (Tatner and Horne, 1983).

Tatner ve Horne (1984)’'un yapmis olduklart ¢aligmada, erken donemde
V.anguillarum asis1 yapilan gokkusagi alabaligi frylarinda bagisikligin gelisimini
arastirmislardir. Denemede 3-10. haftalar arasindaki frylara kisa siireli banyo, 10-18.
haftalar arasindaki frylarada hem kisa siireli banyo hem de i.p. yolla asilama
yapilmustir. Kisa siireli banyo ve i.p. asilanan gruplardaki frylar antijene dnceden
maruz birakilip asilanan ve antijene onceden maruz birakilmadan asilanan gruplar
olarak 2’ye ayrilmistir. Antijene maruz birakma, i.p. ve kisa siireli banyo yolu ile

asilamadan 2 hafta 6nce yapilmistir (Tatner and Horne, 1984).

Deneme sonunda ortalama 0,4 gr agirhigindaki 10 haftalik frylara kisa siireli banyo
ast uygulamasini takiben orta seviyelerde koruma (% 36-75) tespit edilmistir. 0,5
grama ulasan frylarda kisa siireli banyo ile yapilan asilama % 16-100, i.p. asilama ile
% 25-100 arasinda degisen seviyelerde koruma elde edilmistir. 10 haftalik frylarda
onceden antijene maruz birakilarak kisa siireli banyo ve 1.p. yolla asilanan gruplarda
asilamay1 takiben elde edilen koruma seviyeleri, Onceden antijene maruz
birakilmadan asilanan baliklara gére 6nemli 6lgiide farkli bulunmustur. Onceden
antijene maruz birakilan gruplarda beklenildigi kadar bagisiklik gelismemistir.

Kontrol gruplarinda ise sadece % 57 oraninda 6lim goriilmiistiir. 0.088-0.136 g
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arasinda bulunan baliklara kisa siireli banyo yolu ile yapilan asilamada pek ¢ok
nedenden dolay1r bagisikligin gelismedigi tespit edilmistir. Bu boydaki baliklarda
bagisiklik sisteminin tepki ve tolerans olusturmak icin yetersiz oldugu ya da
baliklarin lemfoit sistemlerine antijen girisinin olmamasi nedeniyle gelisme
saglanamamigtir. 16 haftalik 6nceden antijene maruz birakildiktan sonra kisa siireli
banyo yolu ile asilanan grupta isaretli ag1 alimi1 énemli 6l¢iide yiiksek bulunmustur.
Baliklar 0.75 g agirhiga ulasana kadar kisa siireli banyo yolu ile antijen alimi
saglanamadig1 ve baliklarda bagisikligin 0.481 g’dan sonra gelistigi belirtilmistir
(Tatner and Horne, 1984).

2.1.6.2. Su sicakhg

Soguk kanli hayvanlarda oldugu gibi baliklarda viicut sicakligi su sicakligi ile
uyumludur. Balik tiirii ve sicakliga bagli olarak asilama, patojenlere maruz kalma
riskinden 6nce belirli olan minimum bir zaman periyodu i¢in de gerceklestirilmelidir.
Bagisikligin baslamasi sicak su tiirlerinde soguk su tiirlerinden daha hizlidir. Atlantik
salmonlarinda 10-12° C su sicakliginda agilamadan en az 4-6 haftaya kadar kanda
antikorlar tespit edilemezken, levrek gibi 1lik su tiirlerinde (optimal sicaklik 22 °C)

asilamadan 1 hafta sonra antikorlar belirlenmistir (Sommerset et al., 2005)

Johnson ve Amend (1983) kisa siireli banyo yontemiyle yapilan asilamada su
sicakliginin  gelisen bagisiklik  {izerine etkisini  arasgtirmiglardir.  Sockeye
salmonlarinda bagisikligin 18 °C su sicakliginda 5 giinde, 10 °C* de 10 giinde
gelistigini ve 1 g’in altindaki agirliktaki baliklarda yeterli seviyede bagisikligin
sekillenmesi i¢in asilamada kullanilan as1 soliisyonlarindaki antijen miktarinin

arttirtlmasi gerektigini bildirmislerdir (Cizelge 2.2.) (Altun, 2001).
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Cizelge 2.2. Sockeye salmonlariin (3,3 g) vibrio bakterin ile kisa siireli
banyo yontemi ile asilanmasinin takiben bagisikligin baslangig
stiresi lizerine su sicakliginin etkisi (Altun, 2001).

Epriivasyon |N  O.M. % | N OM. % |N OM. %
giinii 10°C 18°C Kontrol
(V.anguillarum)
5 30 13 43 30 1 3 60 34 57
10 28 2 7 30 0 0 61 31 51
15 30 0 0 30 0 0 58 30 52
20 30 1 30 0 0 60 36 60
120 19 2 11 40 0 0 40 30 75
N:Balik Sayisi

O.M.: Ozel Oliim
% : Oliim Yiizdesi

2.1.6.3. Asinin sulandirma orani (Dilusyonu)

As1 uygulamalarinda 6nemli noktalardan biriside asinin sulandirma oranidir. Aginin

sulandirildig1r durumda asilama siiresinin uzatilmasi gerekmektedir (Altun, 2001).

Johnson ve Amend (1983) yaptiklar1 bir ¢alismada 1:10 ve 1:20 oraninda diliie
edilmis as1 soliisyonlarin1 20 saniye siireyle banyo ve 2-5 saniye siireyle piiskiirtme
yoluyla uygulamis ve olusan bagisikligr karsilagtirmiglardir. Asisiz  kontrol
gruplarinda mortalite % 53-66 oraninda bulunurken, asili gruplarda % 15’1
gegmemistir. Banyo ile piskiirtme yonteminin etkinligi karsilagtirildiginda,
epriivasyon sonucu olusan mortalite oranlari arasinda O6nemli bir fark olmadigi

bildirilmistir (Johnson and Amend, 1983).

2.1.6.4. As1 susu ve serotipinin 6nemi

Asilamalarda etkin bagisikligin elde edilmesi i¢in kullanilan as1 susu ve serotipi ¢ok
onemlidir. Diinyada vibriosis vakalarindan izole edilen V.anguillarum’un serolojik
olarak da birbirinden farkli 6zelliklere sahip oldugu ve 23 O serotipinin oldugu
bilinmektedir. Serotip 1,2 daha az olarak da Serotip 3 tiim diinyada kiiltiir yapilan
baliklarda Oliimlere sebep olan tiirlerdir. Kalan diger serotipler ortamda bulunan

suslar olarak dikkate alinmaktadir. Serotip 1 antijenik olarak homojenken, Serotip 2
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ve 3 antijenik olarak heterojendir ve kendi igerisinde Serotip 2a ve 23, Serotip 3a ve

3P olarak iki alt gruba ayrilmaktadir (Balebona et al.,1998; Toranzo et al., 2005).

Serotip 2 a Salmonid olan ve olmayan baliklarda, Serotip 2f ise giiclii olarak deniz
baliklarinda bulunmustur. Serolojik ve genetik ¢alismalar V.anguillarum
enfeksiyonlarinin orijinlerinin anlasilmasini saglayan epidemiyolojik degere sahiptir.
Bu bilgilerin saglanmasi uygun as1 programlarinin gelistirilmesi ve antimikrobiyal

tedavilerin dizayni i¢in yararh olacaktir (Balebona et al.,1998; Toranzo et al., 2005).

2.1.6.5. Destek asilarin kullanimi

Baliklarda agi uygulamalarinda uzun siireli bagisiklik saglamak amaciyla destek
(booster) as1 yapilmasi etkili olmaktadir. Baliklarda kayiplarin ¢ogu kii¢iik boyda
olmaktadir. Bu nedenle baliklar 2-3 g agirlikta iken asilanmaya baglanmaktadir.
Kii¢iik boydaki agilamayla, as1 yontemine gore degismekle birlikte ortalama 100-180
giin arasinda bir bagisiklik saglanmaktadir. Oysa baliklarin {iretim periyodu boyunca
hastalanma riski mevcuttur. Bunun i¢in baliklarda bagisikligin saglanabilmesi igin

destek asilar uygulanmaktadir (Altun, 2001).

Thorburn ve Jansson (1988), yapmis oldugu c¢alismada gokkusagi alabaliklarini
V. anguillarum’a kars1 ayn1 dozda asi ile tek veya 2 kez (4,1 g ve/veya 6,3 g) banyo
yolu ile asilamistir. Baliklara ikinci agilamadan 1 ay sonra banyo yolu ile epriivasyon
yapilarak agilamanin etkinlikleri karsilastirilmistir. 6,3 g agirliginda tek asilama
yapilmig grup ile 6,3 g’ da destek as1 uygulanan gruplar arasinda elde edilen balik
Oliimlerinde onemli farkliliklar bulunmamistir. Bununla birlikte 6,3 g lik her iki
grupta, sadece 4,1 g’ da asilanmis baliklardan daha diisiik Oliimler goriilmiistiir.
Biitiin gruplarda epriivasyondan dnce humoral antikor diizeyleri belirlenememisken
epriivasyondan sonra antikor titrelerinde artis gézlenmistir. Sadece 4,1 g’ lik asili
baliklarda enfeksiyondan sonra elde edilen titreler diger gruplardan 6nemli derecede

daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 2.3.) (Thorburn and Jansson, 1988).
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Cizelge 2.3. Gokkusag1 alabaliklarinin (4,1 ve 6,3 g) vibrio bakterin ile
banyo yontemi ile tek ya da iki kez agilanmasinin karsilastirilmasi
(Thorburn and Jansson,1988)

Asillama
4,1g 6,3¢g .
Gruplar (30giin sonra) | Oliim Oranlar: (%)
I + - 61,8
11 - + 16,7
111 + + 33,3
Kontrol - - 91,2

Antipa vd. (1980), 5 g’lik Sockey salmonlarinda (Oncorhynchus nerka) vibriosise
kars1 hiperosmatik infiltrasyon ve direkt kisa siireli banyo ile destek asilamanin
etkinligini aragtirmiglardir. Baliklar asilamadan sonra 2 farkli konsantrasyonda banyo
yolu ile epriivasyona maruz kalmislardir. Sonucta destek as1 uygulanan grupta sadece
tek as1 uygulanan gruplara gore 1/10 oraninda daha fazla yasama orani elde

edilmistir (Antipa et al., 1980).

Angelidis (2005), levrek (Dicentrarchus labrax) yavrularinda V.anguillarum’a karsi
destek as1 uygulamasinin etkinligi arastirmigtir. Bu amagla ticari V.anguillarum asisi
levrek yavrularina destek as1 olarak kisa siireli banyo yolu ile uygulanmistir (Cizelge

2.4.).

Cizelge 2.4. V.anguillarum’a kars1 kisa siireli banyo yoOntemiyle
asilamanin etkileri (Angelidis, 2005)

Asillama Balik Sayisi (3g) Kisa siireli Epriivasyon* %RPS
Metotu banyo (Giin)
(Destek as1)
Kisa siireli 30 - 90 80
banyo
Kisa siireli 30 1:10 90 100
banyo sulandirilmig
Pozitif 30 90
Kontrol
Negatif 30 90 (FTS uyg.)
Kontrol

* i.p. yoluyla 3x10° kob/ml dozunda yapilmustir
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Calismanin sonunda destek asi uygulanan gruplarda 6liimlerin olmadigi ve kontrol
grubundaki baliklarinda ise epriivasyondan 3 giin sonra oliimlerin bagladigi tespit
edilmistir. Levrek yavrularinda destek asilama ile giiclii bir koruma (% 100 RPS)
saglandig1 tespit edilmistir. Patojen bakterinin verilmesinden 20 giin sonra kisa stireli
banyo asili gruplarda 6lim oram1 % 10 olarak belirlenmistir. Asilanmamis pozitif
kontrol grubunda ise % 50, bir kez asilananlarda ise % 10 oraninda 6liim tespit

edilmistir. Negatif kontrol grubunda ise 6liimlerin olmadig1 goriilmiistiir (Angelidis,

2005).
2.1.6.6. Adjuvantlar ve immunostimulantlar

Adjuvantlar spesifik olmayan savunma mekanizmasini aktive ederek spesifik
bagisiklig1 arttiran maddelerdir. Asilarin adjuvant ile birlikte kullanilmasi antijenin
depo edilerek uzun siirede salinimini ve hastaliklara karst koruma siiresini

artirmaktadir (Bogwald et al., 1992).

Baliklarda bagisiklik sisteminin etkinliginin arttirilmasinda bir ¢ok kimyasal ve
biyolojik madde (Aliiminyum tuzlari, freund komple adjuvant, Muramil dipeptit,
LPS, saponin, glukan, dekstran siilfat, Vitamin C, Vitamin E, levamisol,
Ecthinascidia turbinata ekstrakti bilesikleri, SDS, NaCl, Kadmiyum, Germanyum)

adjuvant ve immunostimulant olarak kullanilmaktadir (Bogwald et al., 1992).

Alderman (1988), Glukanin baliklarda Vibrio anguillarum, Vibrio salmonicida ve
Yersinia ruckeri’ye karsi direnci arttirdigini belirtmistir (Altun, 2001).

Freund komple adjuvant, antikor iiretimini arttirmasi ve yiiksek immunostimulant
etkiye sahip olmasi nedeniyle baliklarda kullanilmaktadir. Ancak bu adjuvantin

kullanilmasi ile injeksiyon bolgesinde nekrotik odaklarin olusabilecegi belirtilmistir

(Ellis, 1988).

Morrison vd. (2001), yapmis olduklari ¢alismada Atlantic salmon (Salmo salar
L.)’larma adjuvantli (levamizol) veya adjuvantsiz Vibrio anguillarum asisini i.p.
enjeksiyon ve banyo yolu ile uygulamistir. Asilarin olasi yan etkilerini solungac,

deri, 6n borek ve dalakta histolojik olarak incelemislerdir. Incelenen deri, 6n bébrek
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ve dalagin histolojik yapisinda asilamadan kaynaklanan herhangi bir degisiklik tespit
edilememistir. Bununla birlikte solungaglarda hem 1i.p. enjeksiyon hem de banyo
yoluyla adjuvanth as1 uygulanan baliklarda patolojik olarak degisiklik gozlenmistir.
Solungaglarda patolojik olarak klorid hiicrelerinde proliferasyon, lamellalarda 6dem,
mukus hiicrelerinde hiperplazi, inflamasyon ve nekroz tespit edilmistir. Epitel
hiicrelerinde ki hiperplazi ve hipertrofi lamellalarda erime ile sonuglanmistir

(Morrison et al., 2001).
2.1.6.7. Antijenik rekabet

Baliklarda iki farkli antijenik unsurun birlikte verilmesinin antijenik rekabete neden
olabilecegi belirtilmektedir (Ellis, 1989). Ancak Amend ve Johnson (1984), Vibrio
anguillarum, Aeromonas salmonicida, Renibacterium salmoninarum ve Yersinia
ruckeri’nin ¢esitli kombinasyonlarinin salmonidlerde antijenik rekabete neden

olmadigini belirtmistir (Altun, 2001).
2.1.6.8. Immun yamit1 baskilayan faktérler

Baliklarda yetistiricilik sartlarinda meydana gelen degisiklikler stres olusumuna
neden olarak kortikosteroitlerin salgilanmasini arttirmaktadir (Ellis, 1988). Pickering
(1989) tarafindan akut stresin baliklarda kortikosteroit seviyesini arttirdigi bununda
bagisiklig1r baskiladigi belirtilmistir. Yetistiricilikte cevresel ya da insan kaynakl
(fotoperiyot, mevsimsel degisiklikler, tuzluluk, agir metaller, yogun stoklama,
handling, antibiyotik kullanimi ve nakil gibi) faktorlerin neden oldugu stres,
bagisikligin baskilanmasi sonucu asinin etkinligini sinirlamaktadir (Sommerset et al.,

2005).
2.1.7. V.anguillarum iizerine yapilan immunizasyon ¢alismalari

Gross ve Carson (2007)’un yapmis olduklari calismada 1000 adet gokkusagi
alabaligi (O. mykiss) ticari Vibriosis asisi (Anguillavac-C) ile intraperitonal yolla
astlanmistir. Baliklar asilamadan sonra 3,7, 5,6, 9,0. aylarda V.anguillarum’un
onceden belirlenen LDgy dozu ile epriivasyona tabi tutulmus ve 9. aya kadar

korumada azalmanin olmadig1 belirlenmistir. Asili baliklarin RPS orani1 3,7, 5,6 ve 9
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ayda sirastyla % 74, 74 ve 97 olarak belirlenmistir. Boylece adjuvantsiz kullanilan
ticari as1 Anguillvac-C’1n uzun iiretim periyotu boyunca gokkusagi alabaliklarinda

vibriosise karsi etkili oldugu goriilmiistiir (Gross and Carson, 2007).

Bonaldo vd. (2003), 20 g’lik levrek yavrularinda vibriosise karsi oral ve kisa stireli
banyo yolu ile asilamanin etkinligini kanda antikor titresinin ELISA yontemiyle
belirlenmesi ile tespit etmislerdir. Oral as1 uygulamasinda; alginatla kaplanmis vibrio
asis1 yiiksek ve diisiik dozda olmak iizere 2 farkli sekilde betaglukan ile kombine
edilerek yeme ilave edilmistir. Baliklar oral asili yem ile 5 giin siireyle
beslenmiglerdir. Her deneme grubundaki baliklarda antikor titresi baslangic
diizeyiyle karsilagtinldiginda diizenli bir artis gostermistir. En yiliksek antikor
titresine kisa siireli banyo yontemiyle asilanan balik