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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

KULTUR LEVREKLERINDE (Dicentrarchus labrax L.) DENEYSEL OLARAK
OLUSTURULAN LACTOCOCCOSIS’iN BAZI TESHIiS METOTLARI iLE
TESPITI

Sena Zeynep GOKEN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dal

Damisman : Doc. Dr. Tiilay AKAYLI

Bu tezde; kiiltiir levrek baliklarinda (Dicentrarchus labrax L.) Lactococcus garvieae ile
deneysel olarak olusturulan enfeksiyonun patogenezisinin belirlenmesinin yanisira
bakteriyolojik, hematolojik, histopatolojik ve serolojik yontemler kullanilarak hastaligin
teshisi amaglanmistir. Ege Bolgesi’ndeki 6zel bir isletmeden temin edilen 50-70 gr
agirhgindaki 185 adet balik 6rnegi oOncelikle, adaptasyon islemine tabi tutulmus,

sonrasinda ise, baliklar 50 giin stiren deneysel ¢alismada kullanilmistir.

Calismada kullanilacak LDso dozu belirlendikten sonra, 108 CFU/ml hiicre yogunluga
sahip yerli ve referans (ATCC 43921) L. garvieae suslar1 farkli deney gruplarindaki
baliklara intraperitonal olarak verilerek enfeksiyon olusturulmustur. Deneysel ¢alismanin
6. giiniinden itibaren enfekte baliklarda eksternal olarak g6z, karin, aniis ¢evresinde
hemoraji ve skolyoz gozlenirken, internal olarak ise, karacigerde solgunluk, nodiil
olusumu, splenomegali, kalpte biiylime ve hemorajilerin gelistigi dikkati ¢cekmistir.

Hematolojik incelemeler sonucu enfeksiyonun hasta baliklarin kan hiicrelerinin

viil



morfolojilerinde bozukluga, kan degerlerinde diislistin yani sira eritrosit-sedimentasyon
orani ve koagiilasyon siiresinde de diisiise neden oldugu gozlenmistir. Histopatolojik
incelemede, etkenin enfekte baliklarin i¢ organlarinda hemoraji, hiperemi ve nekroz gibi
cesitli patolojik bozukluklara neden oldugu tespit edilmistir. Farkli serolojik yontemler
kullanilarak hastaligin baslangicindan itibaren teshisinin yani sira serumdaki antikor
seviyesi Ol¢tilmiis ve ELISA’ninlam ve mikro-well agliitinasyon yontemlerine gore daha

duyarli bir yontem oldugu gézlenmistir.

Sonug olarak; L. garvieae nin enfekte baliklariin karacigerinde goriilen nodiil benzeri
yapilarin yani sira skolyoza sebep oldugu, hematolojik incelemeler sonucu enfeksiyonun
hasta baliklarin kanlarina ait eritrosit sedimentasyon oraninda ve koagiilasyon siiresinde
diisiise neden oldugu ilk kez bu ¢alisma ile ortaya ¢ikarilmistir. Hastaligin yurdumuzdaki
kiltiir deniz baliklarinda goriilmesi halinde etkenin olusturdugu klinik tablonun
bilinmesinin yanisira farkl teshis yontemlerinin kullanilmasi ile erken ve hizli teshisinin

yapilmas1 miimkiin olacaktir.
Eyliil 2016, 82 sayfa.

Anahtar Kkelimeler: Levrek balig, Lactococcus garvieae, deneysel enfeksiyon,
hematoloji, seroloji
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

DETERMINATION OF EXPERIMENTALLY INDUCED LACTOCOCCOSIS
IN CULTURED SEA BASS (Dicentrarchus labrax L.) BY SOME
DIAGNOSTIC METHODS

Sena Zeynep GOKEN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Aquaculture

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Tiilay AKAYLI

The aim of the present study is to determine the pathogenesis of experimentally induced
infection in cultured European sea bass (Dicentrarchus labrax L.) with Lactococcus
garvieae, as well as diagnose the disease by using haematologic, histopathologic and
serologic methods. 185 European sea bass weighing between 50-70 gr that were supplied
from a commercial fish farm located in the Aegean region of Turkey were first adapted
to the laboratory conditions and later fish samples were used in the 50-day experimental

study.

After the determination of LDso dose to be used in the study, local and reference (ATCC
43921) L. garvieae strains with a density of 10> CFU/ml were injected intraperitoneally
to the fish divided into different experimental groups, as a result, an infection was
induced. After the 6™ day of experimental infection, externally hemorrhages around eyes,
ventral area, anus, and scoliosis was observed, in addition, internally sloughing of the
liver, nodule development, splenomegaly, expansion in the heart and hemorrhages on the
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organs were also observed in the infected fish. In the hematologic analyses, it was
determined that the disease caused defections on the blood cell morphology and besides
decreases in the blood parameters in addition erythrocyte-sedimentation rate and
coagulation duration. It was observed that the agent caused various pathological disorders
such as hemorrhages, hyperemia and necrosis in the internal organs of the infected fish
samples in the histopathological examination. Various serological methods made the
diagnosis of the disease on the earlier stages possible. Moreover, antibody level in the
serum was determined and, importantly, ELISA was suggested as more sensitive method

compared to the slide and micro-well agglutination methods.

As a result, it was observed that L. garvieae causes scoliosis and the development of
nodule-like structures on the liver of the infected fish. After the hematological
examination, it was determined that the infection causes a decrease in the erythrocyte-
sedimentation rate and coagulation duration for the first time in the present study.
Through gaining knowledge on the clinical symptoms of the disease and using various
methods, an early and rapid diagnosis of the disease could be possible, in case of

occurrence in the marine fish cultured in Turkey.
September 2016, 82 pages.

Keywords: European sea bass, Lactococcus garvieae, experimental infection,
hematology, serology
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1. GIRIS

Ulkemizde hizla artan niifus ve balik aveiligi dogal stoklarin azalmasi kiiltiir balik¢iligin
halkin besin ihtiyacini karsilamada alternatif bir sektor haline getirmistir. Yurdumuzda
1970’11 yillarda tath sularda gokkusagi alabaligi, 1980’li yillarda da denizlerde yiizer
kafeslerde deniz balig1 yetistiriciligi baglamistir. Daha sonraki yillarda ¢ipura (Sparus
aurata) ve levrek baliklarin (Dicentrarchus labrax) yetistiriciligi Ege, Akdeniz ve
Karadeniz’de ¢ok hizli bir sekilde yayilis gostererek iiretim miktarlar1 artmistir. 2014
yilma ait TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu) verilerine gére iilkemizde yapilan deniz
baliklar1 yetistiriciliginin miktar1 126.894 ton/ yiI’ dir ve levrek balif1 yetistiriciligi
74.653 ton / y1l iiretim kapasitesi ile toplam yetistiriciligin yarisindan fazlasini (%58,8)
olusturmaktadir (BSGM,2016).

Diinyada ve iilkemizde kiiltiir baliklarinin yetistiriciligindeki ekonomik kayiplarin daha
cok patojen bakterilerin neden oldugu bakteriyel hastaliklardan kaynaklandigi rapor
edilmektedir. Akuakiiltiirde bakteriyel enfeksiyonlara ¢ogunlukla Gram-negatif 6zellik
gosteren bakteriler neden olmaktadir (Austin ve Austin, 2012). Ancak son yillarda Gram-
pozitif koklarin da akuakiiltiir sektoriinde ekonomik kayiplara neden olan oldugu

bildirilmektedir (Varvarigos, 2001; Timur ve Akayli, 2003; Austin ve Austin, 2012).

Gram-pozitif koklar tarafindan olusturulan ve septisemi ile seyreden hastaliga
streptococcosis adi1 verilmistir. Lactococcosis (Enterococcosis) ise tatli su baliklar1 ve
deniz baliklarinda Lactococcus garvieae’nin neden oldugu streptokokal bir hastaliktir.
Streptococcosis  ilk olarak 1950°’li yillarin  sonunda Japonya’daki gokkusagi
alabaliklarinda (O. mykiss) teshis edilmistir (Hoshina ve dig., 1958). Daha sonraki
yillarda Japonya’da kiiltiirti yapilan sarikuyruk baliklarinda (Seriola quinqueradiata) L.
garvieae’nin neden oldugu bir epizootik tanimlanmistir (Salati, 2011). Baslangicta etken
Enterococcus sp. olarak adlandirilmasina ragmen daha sonraki yillarda bu bakteri
biyokimyasal 6zelliklerindeki farkliliklar nedeniyle L. garvieae (sinonim: Enterococcus

seriolacida) olarak identifiye edilmistir (Vendrel ve dig., 2006).



Lactococcosis diinyanin bir¢ok iilkesine yayilmis, akuatik organizmalarda ekonomik
kayiplara neden olan bir hastaliktir. Hastalia neden olan bakteri Avusturya, Giiney
Afrika (Carson ve dig., 1993), Italya (Ghittino ve Prearo, 1992), Tiirkiye (Diler ve dig.,
2002), Yunanistan (Savvidis ve dig., 2007) ve Iran’ daki (Soltani ve dig., 2008) kiiltiir
gokkusag1 alabaliklarinda yiiksek oranda 6lime neden olan patojen olarak izole
edilmistir. Bu etken sar1 kuyruk baliklarindan (Kusuda ve dig.,1991), tilapia baliklarindan
(Oreochromis sp.) (Evans ve dig., 2009), Japon yilan baliklarindan (4nguilla japonica)
(Kusuda ve dig., 1991), dere pisisi baligindan (Paralichthys olivaceous) (Baeck ve dig.,
2006) , kefal baliklarindan (Mugil cephalus) (Chen ve dig., 2002), yayin baliklarindan
(Ravelo ve dig., 2003), Adriyatik mersin baliklarindan (Acipenser naccarii) (Salati ve
dig., 1996), siyah kaya baliklarindan (Sebastes schlegeli) (Kang, 2004), tathi su
karideslerinden (Macrobrachium rosenbergii) (Chen ve dig., 2001), kizil deniz
lapininden (Coris aygula) de (Colorni ve dig., 2003) izole edilmistir. Sazan baliginin
(Cyprinus carpio) hastaliga kars1 dayanikli oldugu bildirilmistir (Eldar ve dig., 1995).
Enfeksiyon daha ¢ok 6zellikle market biiytikliigiindeki kiiltiir baliklarinda 6liimlere neden
oldugu icin ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu kayiplarin énlenmesi i¢in
hastaligin teshisi ve ¢ikisi ile ilgili koruyucu 6nlemlerin alinmasi 6nem teskil etmektedir

(Vendrell ve dig., 20006).

L. garvieae nin kiiltiir deniz baliklarinda olusturdugu enfeksiyonla ilgili ¢esitli yayinlar
olmasina ragmen iilkemizde bu hastalikla ilgili ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Bu hastalik
tilkemizde ilk kez 2001 yilinda Akdeniz Bolgesi’ndeki bir tath su tiirii olan gokkusagi
alabalig1 isletmelerinde yiiksek oranda 6liime neden olmus ve bu bolgedeki isletmelerde
hizl1 bir yayilim gostererek ciddi kayiplara (%80 oraninda 6liim) neden olmustur (Diler
ve dig., 2002). Daha sonraki yillarda hastalik yurdumuzun farkli bolgelerindeki alabalik
isletmelerine de hizli bir sekilde yayilmistir. Cagirgan (2004) tilkemizdeki kiiltiir
gokkusagr alabaliklarindan izole edilen L. garvieae suslarini hizli tani kitlerinden olan
API 20 STREP ve API 50 CH’y1 kullanarak fenotipik agidan incelemis, lam agliitinasyon
teknigi ile kapsiil olusumunu arastirmis ve yaptigi ¢alisma sonucunda bu izolatlarin
homojen ve biyotip 3 olmasi ve Ispanya’daki izolatlarla yiiksek oranda benzerlik
gosterdigini bildirmistir. Altun ve dig. (2005) farkli alabalik isletmelerinden temin edilen
lactococcosis siipheli alabaliklarin doku 6rneklerini histopatolojik a¢idan incelemistir.

Kubilay ve dig. (2005) L. garvieae suslarinin antimikrobiyal duyarliliklarini



calismislardir. Kav (2005) doktora tezinde alabaliklarda Streptococcosis’e karsi ast
uygulamalarinin etkinligi calismis, Altun ve dig. (2007) farkli alabalik ¢iftliklerinden
izole ettikleri L. garvieae suslariin antijenik ve immunojenik profillerini molekiiler bir
teknik olan Western-Blotting ile incelemislerdir. Ozer ve dig. (2008) Mersin ilinde
yetistiriciligi yapilan alabaliklarda streptococcosisin varligini arastirmis ve izole edilen
bakterilerin disk diflizyon yontemini kullanarak antibakteriyel duyarlilik testlerini
yapmiglardir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar arasinda Timur ve dig. (2011) Marmara
Bolgesi'ndeki kiiltiir gokkusagi alabaliklarinda Lactococcosis’in  bakteriyolojik ve
histopatolojik metodlarla teshisini yaparken, Avct ve dig. (2014) bu tiir baliklarda
deneysel olarak L. garvieae enfeksiyonu olusturarak komparatif histopatolojik ve
immunohistokimyasal bir calismay1 gergeklestirmislerdir. Bu veriler 1518inda yapilan
caligmalara bakildiginda yurdumuzdaki arastiricilarin bu bakteri ile ilgili daha ¢ok bir tath
su balig tirli olan gokkusagi alabalig1 iizerinde patojenite testi ile ilgili ¢alismalar
yaptiklar1 gozlenirken etkenin yurdumuzdaki kiiltiir deniz baliklarinda olusturdugu

enfeksiyonla ilgili herhangi bir caligmaya rastlanilmamaistir.

Bakteriyel balik hastaliklarinin teshisinde; antijen-antikor reaksiyonlarma dayali
serolojik yontemler uzun yillardan beri kullanilmaktadir. 1960’11 yillardan bu yana
kullanilan agliitinasyon ve Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) gibi serolojik
yontemler balik patojenlerinin teshisinde, balik serumlarinda spesifik patojenlere karsi
olusan antikorlarin tayininde, asilarin gelistirilmesinde ve serotiplendirme ¢alismalarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Agliitinasyon testleri baliklarda bakteriyel hastaliklarin
teshisinde, patojen suslarin serolojik olarak karsilastirilmasinda, patojene karsi balikta
antikor aranmasinda kullanilan en temel serolojik yontemdir (Toranzo ve dig. 1987;
Schill ve dig.,1989). Mikro-well agliitinasyon testi serumlarin titresini belirlemek i¢in
kullanilmaktadir (Kubilay, 1997). Ancak ELISA teknigine gore hassasiyeti daha azdir.
ELISA, antijen-antikor reaksiyonunun tespit edilerek Olciilmesi esasina dayanan ¢ok
hassas ve zaman almayan diger bir serolojik yontemdir. Giiniimiizde gelistirilen ve
enfeksiyonlarin teshisinde ¢ok genis bir kullanim alani bulan ELISA teknigi balik
hastaliklarinin teshisinde, hastalik etkenlerinin serotiplendirilmesinde ve asilama

calismalarinda olduk¢a yaygin bir kullanim alani bulmustur (Del Pozo, 2005).



Bu calismada L. garvieae’nin deniz baliklarinda neden olabilecegi enfeksiyonunun
klinik, patolojik, hematolojik ve bazi serolojik bulgularin1 6nceden tespit etmek amaciyla
kiltir levrek baliklarinda (Dicentrarchus labrax) deneysel olarak enfeksiyon
olusturulmasi ve bu enfeksiyonun tespiti i¢in bakteriyolojik, histopatolojik yontemler ile
lam agliitinasyon, mikro-well agliitinasyon ve ELISA gibi serolojik metodlarin

kullanilmas1 amaglanmustir.

Bu amag dogrultusunda ileride kiiltiir deniz baliklar1 i¢in risk teskil eden bu patojen
mikroorganizmanin erken identifikasyonunda gerek klinik tablonun degerlendirilmesi
gerekse farkli serolojik yontemlerin karsilastirmali olarak kullanilmasi ile hastaligin
deniz kiiltiir baliklarinda goriilmesi halinde hizli identifikasyonunun yapilmasi miimkiin
olacaktir. Ayrica iilkemizdeki 6zellikle pazar boyundaki kiiltiir alabaliklarinda ekonomik
kayiplara neden olan bu hastaligin teshisinin hizli yapilmasi i¢in kullanilacak en avantajli

olan serolojik yontem de belirlenecektir.

Bu teknigin son zamanlarda yurt disindaki ticari firmalar tarafindan herhangi bir
mikroorganizmaya karsit gelistirmis olduklar1 immun balik serum 6rneklerinin
saklanmasinda kullanildig1 goriilmektedir. Bu tez kapsaminda gerceklestirilecek olan
ELISA tekniginde kullanilacak olan levrek baliklarina karsi gelistirilmis monoklonal
antibody (Mab) i¢eren serum 6rnegi de liyofilize sekilde yurtdisindaki ticari bir firmadan

satin alinmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1 LEVREK BALIGI’ NIN (DICENTRARCHUS LABRAX) MORFOLOJIK VE
BiYOLOJIiK OZELLIKLERI

Tirkiye’de su {riinleri yetistiriciligi 1970’11 yillarin basinda baslamistir. Baslarda
yetistiricilik faaliyetlerinin ¢ogu karasal kesimde yapilirken 1980’li yillarin basindan
itibaren denizlerde kafes yetistiriciligi baglamistir. Ekstansif, yar1 entansif ve entansif
olarak yapilan levrek yetistiriciligi tilkemizde ilk olarak 1980’li yillarin ortalarinda
dogadan toplanan yavrularin kafeslerde biiyiitiilmesi seklinde baglamistir (Alpbaz, 2005).
Ege ve Akdeniz’de agirlik kazanan ¢ipura (Sparus aurata) ve levrek (Dicentrarchus
labrax) yetistiriciligi ¢cok hizli bir sekilde yayilmistir (Memis, 2010). Levrek baliklart
Diinya’da Kuzey Atlantik’ten tim Akdeniz’e kadar yaygin olan bir tiirdiir (Alpbaz,
2005). TUIK verilerine gére 2014 yilinda 74.653 ton levrek iiretimi yapilmistir (BSGM,
2016). Bu verilere gore Tiirkiye’ de yapilan su triinleri yetistiriciliginde levrek baligi
yetistiriciliginin %32, ¢ipura yetistiriciliginin %18, i¢ sularda alabalik yetistiricilignin %
47, denizlerde yapilan alabalik yetistiriciliginin ise % 3 oraninda bir dilime sahip oldugu

gozlenmistir (Sekil 2.1).

Alabalik (i¢ su)
%47

Cipura
18%
Alabalik (deniz)
3%

m Alabalik (i¢ su) ® Alabalik (deniz) mCipura Levrek

Sekil 2.1: Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan kiiltiir baliklarinin tiretim miktarlar1 (BSGM, 2016).



Su sicakligr ve tuzluluk degisimlerine karsi toleransh olan levrek baliklar1 5-28 °C
sicaklik ile %o 5-50 tuzluluk degerleri arasinda yasayabilirler. 7-8 mg/l ¢6ztinmiis oksijen
diizeyini tercih ederlerken biiyiime i¢in ideal su sicakliginin 22-24°C oldugu bildirilmistir
(Akbulut ve dig., 1999). Levrekler ayr1 eseylidirler, erkek ve disi baliklar birbirine
benzemelerine ragmen baz1 ayrit edici 6zellikleri vardir. Disi baliklarda burun yapisi daha
sivrice olup, viicutlar1 daha genis yapilidir. Erkekler ise ince-uzun yapili olup, agirliklari
disilere nazaran daha azdir. Ergin bireylerde iireme periyodunda testis ve ovaryumlar
birbirlerinden olduk¢a farklidir. Viicudun karin bélgesinin arka kisminda yer alan
gonadlar disilerde genital agiklikla, erkeklerde ise genital bir ¢ikinti ile disar1 agilir.
Ovaryumlar silindirik sekilde olup, bu donemde pembemsi veya turuncu renktedirler.
Testisler ise tiggenimsi bir yapiya sahip olup, renkleri de beyazdir (Akbulut ve dig., 1999).
Kiilttir ortaminda genel olarak erkek bireyler 2., disiler 3. Yasta cinsi olgunluga ulasirlar

(Alpbaz, 2005).

Levrek baliklar1 Dicentrarchus genusuna ait baliklardir. Bu genusun en énemli 6zelligi
agi1z biiylik, operkulumun arka kenar1 6zellikle alt taraf tirtikl1 ve operkulum tizerinde 2-
3 tane yass1 diken bulunmasidir (Sekil 2. 2). Dorsal yiizge¢ 2 adet, kaudal ylizgeci catal
ve yan ¢izgi kuyrugun ucuna kadar uzanir. Vomer disler anteriorde ve yarim ay
seklindedir. Olgunluk devresinden dnce geng bireylerin tizerinde siyah benek goriiliir. Bu

benege yetiskinlerde rastlanmaz (Barnabe, 1990; Ugal ve Benli, 1993; Alpbaz, 2005).
Levrek Baliginin Sistematikteki Yeri (Mater ve dig., 1989)

Phylum: Vertebrata
Subphylum: Pisces
Classis: Osteichthyes
Ordo: Perciformes
Familia: Serranidae
Genus: Dicentrarchus

Species: Dicentrarchus labrax (Linne 1758)



Sekil 2.2: Levrek baliginin (Dicentrarchus labrax, L.) distan gériintiisii (FAO).

Levrek baliklar1 (D. labrax) iilkemiz denizlerinde var olan ve yliksek kaliteli ete sahip bir
balik tiirtidiir. Kumlu, ¢amurlu s1g biyotoplarda, sicakliga ve tuzluluga kars1 gosterdigi
tolerans ile nehir agizlarinda ve lagiinlerde yasayan bir littoral bolge baligidir. Kiyilarda
yasamay1 seven ve daha ¢ok diger kiictik balik yavrularini yiyerek gida ihtiyaglarini
karsilarlar (Alpbaz, 2005). Akdeniz’de gonadlarda gelisme Eyliil aylarinda baslar ve
Aralik-Ocak aylarina kadar devam eder. Genel olarak su sicakliginin 11-14 °C arasi

oldugu en soguk aylar1 yumurtlama mevsimi olarak tercih ederler (Alpbaz, 2005).

2.2 LACTOCOCCOSIS

Tatli su ve deniz baliklarinda etken bakterinin epizootiklere neden oldugu hastaliga
“Lactococcosis” adi1 verilir. Diinyanin bir¢ok iilkesine yayilmig olan bu hastalik akuatik
organizmalarda ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Diler ve dig., 2002; Avci ve

dig., 2010; Austin ve Austin, 2012).

Hastaligin etkeni olan Lactococcus garvieae Avusturya, Giiney Afrika (Carson ve dig.,
1993), Italya (Ghittino ve Prearo, 1992; Eyngor ve dig., 2004), Tiirkiye (Diler ve dig.,
2002), Yunanistan (Savvidis ve dig., 2007) ve iran (Soltani ve dig., 2008) gibi iilkelerdeki
kultiir gokkusag alabaliklarinda (O. mykiss) yiiksek oranda 6liime neden olan patojen
olarak bildirilmistir. Ayrica etkenin tilapia (Oreochromis sp.) (Evans ve dig., 2009),
Japon yilan balig1 (Anguilla japonica) (Kusuda ve dig., 1991), dere pisisi (Paralichthys



olivaceous) (Baeck ve dig., 2006), yayin (Ravelo ve dig., 2003) ve Adriyatik mersin balig1
(Acipenser naccarii) (Salati ve dig., 1996) gibi tatli su baliklar1 yanmi sira tath su
karidesinde (Macrobrachium rosenbergii) (Chen ve dig., 2001) de patojen oldugu
bildirilirken sazan baliginin (Cyprinus carpio) hastaliga kars1 dayanikli oldugu rapor
edilmistir (Eldar ve dig., 1995). Bu etken sar1 kuyruk (Seriola quinqueradiata) (Kusuda
ve dig.,1991), kefal (Mugil cephalus) (Chen ve dig., 2002), siyah kaya balig1 (Sebastes
schlegeli) (Kang ve dig., 2004) ve kizil deniz lapini (Coris aygula) (Colorni ve dig., 2003)

gibi deniz baliklarindan da izole edilmistir.

Diler ve dig. (2002) Lactococcosis’in iilkemizde ilk kez 2001 yilinda Akdeniz
Bolgesi’ndeki bir tatli su tiirti olan gokkusagi alabaligi (O. mykiss) isletmelerinde dogal
olarak enfekte olan ve yiiksek oranda dliimler ile seyreden epizootik seklinde hizli bir
yayillim gostererek ciddi kayiplara (%80 oraninda 6liimler) yol actigini bildirmislerdir.
Daha sonraki yillarda hastalik yurdumuzun farkl bolgelerindeki alabalik isletmelerine de
hizli bir sekilde yayilmistir. Cagirgan (2004) iilkemizdeki kultir gokkusagi
alabaliklarindan izole ettigi L.garvieae suslarini fenotipik agidan incelerken Altun ve dig.
(2005) farkli alabalik isletmelerinden temin edilen Lactococcosis siipheli alabaliklarin
histopatolojisini calismislardir. Kubilay ve dig. (2005) L. garvieae suslarinin
antimikrobiyal duyarliliklarini calisirken, Kav (2005)doktora tezinde alabaliklarda
Streptococcosis’e karst as1 uygulamalariin etkinligini arastirmis, Altun ve dig. (2007)
farkli alabalik ¢iftliklerinden izole ettikleri L. garvieae suslarinin antijenik ve
immunojenik profillerini molekiiler bir teknik olan Western-Blotting ile incelemislerdir.
Son yillarda yapilan ¢alismalar arasinda Timur ve dig. (2011) Marmara Bolgesi’ndeki
dogal olarak enfekte kiiltiir gokkusagi alabaliklarinda hastaligin teshisini bakteriyolojik
ve histopatolojik metodlarla yapmislardir. Tiire ve dig. (2012) ise Karadeniz bolgest’
ndeki enfekte kiltiir gokkusagi alabaliklarindan izole edilen L. garvieae suslarinin
genetik cesitliligini molekiiler tekniklerden olan PFGE (Darbeli Alan Jel Elektroforezi)

ve PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile tespit etmislerdir.



2.2.1 Hastahgin Karakteristik Ozellikleri

L. garvieae’ nin neden oldugu Lactococcosis bir¢ok balik tiirlinde yliksek oranda
oliimlere neden olan, akut ve kronik formda seyreden hemorajik septisemiyle karakterize
edilen sistemik bir enfeksiy6z hastaliktir (Eldar ve dig., 1996; Buller, 2004; Austin ve
Austin. 2012). Hastaligin tipik klinik belirtilerinin salmon, sarikuyruk ve kefal baliginda
benzerlik gosterdigi bildirilmektedir. Enfekte baliklarda genel olarak goriilen klinik
bulgular anoreksia, letarji, oryantasyon kaybi, diizensiz ylizme, bilateral ekzoftalmia,
renkte koyulagma, ascites, anal prolapsus yami sira gozde, yiizge¢ diplerinde ve
operkulumda hemorajilerin goriilmesidir (Kang ve dig., 2004; Timur ve dig., 2011; Avci
ve dig., 2014). Ayrica solunga¢ filamentlerinde kalinlagma, hemoraji ve mukus
miktarinda artig bildirilirken karacigerde bilylime yan1 sira bu organin renginin agildigi
ve sarimsi1 beyaz renkte goriildiigii bildirilmistir (Avct ve dig., 2010). Ayrica bu bakteri
internal organlarda petesi ve hemorajilere yol acarak damar endotelyumunda lezyonlara
neden olmaktadir (Kang ve dig., 2004; Avci ve dig., 2010; Timur ve dig., 2011; Avci ve
dig., 2014).

Histopatolojik incelemelerde L. garvieae’ nin daha ¢ok enfekte baligin i¢ organlarini ve
goziinii etkiledigi daha sonrasinda ise lezyonlara sebep oldugu rapor edilmistir. Lezyonlar
cogunlukla enfekte baligin okiiler alan, beyin ve kalbinde gozlemlenirken etkenin goz,
beyin, kas ve i¢ organlar (kalp, karaciger, dalak, bobrek gibi) olusturan dokularda
nekroza ve hemorajilere de neden oldugu bildirilmistir. Hasta baliklarin viseral
organlarindan aliman doku ornekleri histopatolojik olarak incelendiginde bobrek
dokusunda multifokal liquefactive nekroz ve hemoraji, bobrek tiibiillerinin epitel
hiicrelerinde dejenerasyon ve nekroz, poliglomerular 6dem ve melanomakrofaj odaklari,
internal hemapoietik dokuda bosalma, karaciger parankim hiicrelerinde diffiiz erime veya
multifokal liquefactive nekroz odaklari, bagirsak mukoza epitelinde nekroz ve bagirsak
liimenine dokiilme gozlenmistir (Timur ve dig., 2011; Aver ve dig., 2014). Aver ve dig.
(2010) L. garvieae ile dogal enfekte gokkusagr alabaliklarinda yaptiklari incelemelerde
histopatolojik olarak en yaygin bulgular1 kalp ve peritonda goézlemlerken pilorik kese,
g0z, solungac ve karacigerde de ¢esitli patolojik bozukluklar rapor etmislerdir. Bunun
yani sira farkli arastiricilar kalpte yangisal hiicrelerden ve fibrinden olusan epicarditisi ve
myocardiumda lenfoid hiicre infiltrasyonlarini teshis etmis, g6z dokusu damar limeninde

Gram-pozitif bakterileri saptamis, solungaclarda kanama talenjektiazis ve hiperplaziyi,
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karacigerde hepatositlerde rejenerasyon ve perivaskiiler lenfoid hiicre infiltrasyonlarini

gozlemlemislerdir (Del Pozo, 2005; Salati, 2011).

2.2.2 Hastalik Etkeninin Karakteristik Ozellikleri

Gram-pozitif bakteriler hiicre morfolojilerine gore Gram-pozitif basiller ve Gram-pozitif
koklar olmak tizere iki gruba ayrilirlar. Aerobik ve fakiiltatif 6zellik gosteren Gram-
pozitif kok bakteriler katalaz aktivitesi, hiicre morfolojisi ve hiicre diziliglerine gore
Micrococcaceae ve Streptococcaceae olmak tizere iki alt familyaya ayrilmaktadir
(Buller, 2004). Bu iki familya tiyelerininayirt edici en énemli 6zelligi katalaz testine
verdigi reaksiyonlardaki farkliliktir. Micrococcaceae familyasina ait bakteriler bu testte
pozitif reaksiyon verirken Streptococcaceae tfamilyasi tiyeleri ise negatif reaksiyon
vermektedir (Buller, 2004). Hasta baliklardan izole edilen Gram-pozitif, sitokrom-
oksidaz ve katalaz testi negatif olan, hareketsiz kok bakteriler Streptococcaceae
familyasina aittir. Yeni tekniklerin gelismesiyle genotipik farkliliklara bagl olarak bu
familya yeniden smiflandirilmis ve Enterococcus, Vagococcus, Lactococcus ve

Carnobacterium olmak iizere 4 adet farkli genus icerdigi bildirilmistir (Vendrell ve dig.,

20006).
L. garvieae’ nin sistematigi (De Vos ve dig., 2009):

Phylum: Firmicutes
Class: Bacilli
Order: Lactobacillales
Family: Streptococcaceae
Genus: Streptococcaceae

Species: Lactococcus garvieae

Lactoccocosis ile enfekte baliklardan izole edilen patojen bakteri Gram-pozitif,
hareketsiz, sitokrom-oksidaz ve katalaz testinde negatif 6zellik gostermesi nedeniyle
Streptococcaceae familyasina dahil edilmis ve bu bakteri Onceleri Enterococcus
seriolicida olarak tanimlanmistir (Prieta ve dig., 1993). Ancak daha sonraki yillarda
bakterinin fenotipik 6zellikleri, tim hiicre proteinlerinin SDS-PAGE analizinde (Pot ve

dig., 1996) farklilik gostermesi ve yapilan DNA-DNA hibrit ¢alismalar1 sonucunda
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Lactococcus genusunun bir iiyesi olan Lactococcus garvieae olarak adlandirilmistir
(Eldar ve dig., 1996). Lactococcus genusunun insanlarda ve sicakkanli hayvanlarda
hastaliga neden olan L. garvieae, L. lactis, L. plantarum ve L. raffinolactis olmak tizere
4 tiiri mevcuttur. Baliklarda ise hastalia neden olan en 6nemli tiirler L.garvieae (Salati,
2011; Austin ve Austin, 2012) ve L. piscium olarak bildirilmistir (Williams ve dig., 1990;
Austin ve Austin, 2012).

Baliklarda en ¢ok hastaliga neden olan L. garvieae ve L. piscium tirleri; Gram-pozitif,
kok seklinde, hareketsiz ve kisa zincirler olusturan bakterilerdir (Buller, 2004; Austin ve
Austin, 2012). Bu bakterilerin TSA (Tryptic Soy Agar) ve BHIA (Brain Heart Infusion
Agar) gibi besiyerlerinde oda sicakliginda yaklasik 2-3 giin stireyle inkiibe edildiginde
kiiciik (yaklastk 1 mm c¢apinda) ve grimsi beyaz renkte koloniler olusturdugu
belirtilmistir (Buller, 2004; Austin ve Austin, 2012). L. garvieae’nin biyokimyasal
ozellikleri susa bagli olarak degisebilmektedir. Tablo 2.1” de belirtildigi gibi Lactococcus
garvieae’ nin hemoliz kabiliyeti, eskulin besiyerindeiireme gostermesi yanisira laktoz ve

rafinoz gibi sekerleri kullanmasi nedeniyle L. piscium’ dan ayrilmaktadir.
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Tablo 2.1: L. garvieae ve L. piscium bakterilerinin biyokimyasal 6zellikleri (Buller, 2004; Austin
ve Austin, 2012).

Biyokimyasal 6zellikler L.garvieae L.piscium
Gram boyama + +
Hiicre sekli ovoid ovoid
Hemoliz o

Katalaz - -
VP + +
Arjinin + +
HoS - B
Bile eskulin agar + -
Eskulin + +
Glukoz + +
Galaktoz + +
Laktoz - +
Maltoz + +
Mannitol + +
Rafinoz - +
Sukroz +,- +
Sorbitol - -
Trehaloz + +
Arabinoz - -
Fruktoz + +

(+):pozitif reaksiyon (-): negarif reaksiyon

Arastiricilar onceleri baliklarda enfeksiyona neden olan L. garvieae suglarimin fenotipik
ozelliklerinde goriilen farkliliklara bagli olarak etkenin 3 adet biyotipinin varligini
belirtmis (Eldar ve dig., 1999) ancak daha sonraki calismalarda bu bakterinin Tablo
2.2°de belirtildigi gibi 13 adet farkli biyotipinin oldugunu rapor etmislerdir (Vela ve dig.,
2000). Serolojik olarak L. garvieaenin Avrupa kapsiillii serotipi, Japonya kapsiillii
serotipi ve kapsiil icermeyen Avrupa ve Japonya bolgelerinin serotipi olmak iizere ii¢

farkli serotipe ayrilmaktadir (Vendrell ve dig., 2006).
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Tablo 2.2: L. garvieae’ nin biyotiplerinin ayirt edici 6zellikleri (Eldar ve dig., 1999; Vela ve
dig., 2000; Buller, 2004; Cagirgan ve dig., 2004).

Biyokimyasal Ozellikler ]13:}2’(:?5 3.4,5, ]z’l?;?tllg, 11,13 Big, 0;ip
Gram + + +
Hareket - - -
Hemoliz o o o
Oksidaz - - -
Arjinin + + +
VP + + +
Eskulin + + +
Laktoz + + +
Maltoz + + +
Mannitol + + -
Sorbitol - -

Sukroz + - -
Trehaloz + + +
Sicaklik 10-45 10-45 10-45
NaCl’de iireme 0-6.5 0-6.5 0-6.5

_(+):pozitif reaksiyon (-): negarif reaksiyon

2.2.3 Patojenite Mekanizmasi

Patojenite, bir mikroorganizmanin genetik 6zelligine bagl olarak konak¢1 canliya zarar
vermesi sonucu bu canlida potansiyel olarak hastalik olusturma yetenegidir (Austin ve
Austin, 2012). L. garvieae’nin patojenitesiyle ilgili bir¢ok c¢alismada yaygin olarak
serotip KG- olarak siniflandirilan kapstillii suslarin serotip KG+ olarak siniflandirilan
kapsiilstiz suslara gore daha viriilent oldugu teyit edilmistir (Barnes ve Ellis, 2004; Kang
ve dig., 2004). Farkli su sicakliklarinda yiiriitiilen gokkusagi alabaligindaki deneysel
calismalarin birinde 14 °C’ deki bir grup balikta 6lim goriilmezken, 18 °C’ deki balik
grubunda % 85’ in tlizerinde 6lim gorildigi rapor edilmistir (Aver ve dig., 2014).
Kefallerde intramuskuler enfeksiyonda asilamadan 2 giin sonra ilk semptomlar ile %100
6lim olusurken (Chen ve dig., 2002), sar1 kuyruk baliklarinda intraperitonal yolla
olusturulan deneysel enfeksiyonda asilama sonrast 2-3 giinde hastalik belirtileri
goriilmustiir (Vendrell ve dig., 2006). Gokkusag1 alabaliginda ise intraperitonal olarak
olusturulan deneysel enfeksiyonda ilk semptomlar ile 6liimler asilamadan 3 giin sonra
gortlmistiir (Vendrell ve dig., 2006). L. garvieae ile ilgili yapilan patojenite testlerine

gore Lactococcosis’ in daha ¢ok 80 gramin altindaki baliklarda klinik semptomlara ve
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oliimlere neden oldugu, hastaligin 50 gramlik baliklarda akut seyrettigi ve 100 gram
agirhigindaki daha biiyiik baliklara gore daha yiiksek oranda 6liime neden oldugu rapor
edilmistir (Vendrell ve dig., 2006). Yurdumuzdaki arastiricilardan olan Avcr ve dig.
(2014) kulturt yapilan gokkusagr alabaliklarinda deneysel olarak L. garvieae
enfeksiyonunu olusturarak histopatolojik ve immunohistokimyasal bir c¢alisma
gerceklestirmis, Urkii (2011) de yaptig1 c¢alismasinda bakterinin neden oldugu
enfeksiyonu bakteriyolojik, serolojik ve histopatolojik olarak incelemistir. Bugiine kadar
yapilan tiim bu ¢alismalarda kiilttir alabaliklar1 tizerinde gergeklestigi goriilmekte olup
yurdumuzdaki kiiltiir deniz baliklarinda olusturdugu enfeksiyonla ilgili herhangi bir
calismaya rastlanilmamustir. Halbuki yurdumuzdaki hasta kiiltiir cipura (S. aurata)
(Akayl1 ve dig., 2009) ve sinarit baliklarindan (Dentex dentex) yapilan bakteriyolojik
ekimler sonucunda da Streptococcus tiirleri izole ve identifiye edilmistir (Akayl ve dig.,
2015). Bu nedenle hastaligin yurdumuzdaki kiiltiir deniz baliklarinda goriilme ihtimali
yiiksektir.

Hastaligin epidemiyolojik ve klinik olarak teshisi lezyonlarin ve karakteristik
semptomlarin gozlenmesine baghdir. Bir kitaya ait su trilinleri yetistirilen c¢iftliklerde
benzer semptomlara neden olan bazi enfeksiyon proseslerini gozlemlemek miimkiin
olabilir. Bu yiizden etken bakteriyi identifiye edebilmek ig¢in farkli laboratuvar
metodlartyla (bakteriyolojik, hematolojik, serolojik ve histopatolojik yontemler gibi)
teshis her zaman oOnemlidir. Epidemiyolojik teshis su kalitesinin diigmesi ve su
sicakligimin artmasi gibi hastalik olasiligini arttiran cevresel parametrelere baglidir.
Lactococcosis genellikle %10-80 oraninda 6liime neden olabilen ve ¢ok sayida baligi
etkileyebilen akut bir bakteriyel hastaliktir. Baliklarda klinik olarak letarji, anoreksia,
melanozis, eratik ylizme, tek ya da ¢ift tarafli ekzoftalmus, okiiler ve perianal zonda ve
yiizgeclerde hemoraji (kanama) ve anal prolapsus gibi klinik semptomlar goriiliir

(Vendrell, 20006).

2.2.4 Hastaligin Olusumu

Lactococcosis daha ¢ok market biyiikliigiindeki kiiltiir baliklarinda yiiksek oranda
6lumlere neden olmasindan dolay1 hastalik ¢ikisinin bilinmesine bagli olarak, hastaligin
teshisi ve ¢ikisi ile ilgili onlemlerin zamaninda alimmasima bagli olarak hastaliktan
kaynaklanan ekonomik kayiplarin azaltilabilecegi bildirilmistir (Vendrell ve dig., 2006).

Hastaligin goriilmesi sicaklik ve su kalitesi gibi c¢evresel faktorlerden -etkilenir,
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enfeksiyonun daha ¢ok yiiksek sicaklikta goriildigi bildirilmistir. Hastaligin akut
formunun 14-15 °C su sicakliginda ortaya ¢iktig1 rapor edilmesine (Prieta ve dig., 1993)
ragmen sicaklik 18 °C’nin tizerinde oldugunda da goriildiigii rapor edilmistir (Aver ve
dig. 2014). Balik ciftliklerinde zayif sanitasyon kosullarindan kaynaklanan kotii su
kalitesi ve stres kosullart hastaligin gelisimini etkilemektedir. Su kalitesi diisiik
oldugunda hastalik daha belirgin hale gelmektedir. Oksijen eksikligi bakterinin
viriilensini ve yayilmasini arttirmaktadir. Ayrica amonyum konsantrasyonun yiiksek
olmasi da 6liim oraninin artmasina neden olmaktadir. Hastaligin inkiibasyon periyodu
cok kisadir vedliim oraninin yiiksek olmasi (%50 nin iizeri) nedeniyle ciddi ekonomik

kayiplara yol agtig1 rapor edilmektedir (Vendrell ve dig., 2006).

L. garvieae ineklerde subklinik meme enfeksiyonlarindan, su bufalolarinda subklinik
mastitislerden, ¢ig inek siitiinden, kedi ve kopek bademcik iltihaplarindan da identifiye
edilmistir (Pot ve dig., 1996). Bu bakteri nadiren de olsa insanlarda diisiik viriilenste
gorlilen bir patojendir. Birka¢ vakada insanlardan izole edildigi rapor edilmistir. L.
garvieae potansiyel bir zoonoz ajan olarak degerlendirilebilmektedir. Amerika’daki
iiriner kanal, kan, deri ve pnomonik siireclerde ve Kanada’daki bakteriyel endokarditisli
hastalardan identifiye edilmistir. Ileri bir tarihte Fransa’da bagisiklik sistemi baskilanmis
bir hastadan da izole edilmistir. Enfekte baliklarin i¢ organlarinin yem materyali olarak
kullanilmast ve yetersiz 1s1l islem uygulamasi sonucunda hastalik saglikli baliklara
gecmektedir. Hastalik etkeni dondurulmus balikta 6 aya kadar kalabilmektedir. Bu
mikroorganizmalarin bazilar1 balik c¢iftliklerindeki ¢amur, sediment ve su ortamindan
izole edilmektedir. Hastaliin yayilmast baglica horizontal mekanizmayla
gerceklesmektedir. Aym1 golde yasayan baliklar arasinda hastaligin direkt yayilmasi
oldukca onemlidir. L. garvieae nin baliklarda neden oldugu enfeksiyon kaynagi yine de

tam olarak tespit edilememistir (Vendrell ve dig., 2006).

2.2.5 Hastaligin Teshisi

Lactococcosis’in  teshisinde bakteriyel teshis metodlart disinda diger bakteriyel
hastaliklarin teshisinde kullanilan hematolojik (Del Pozo, 2005; Avsever ve dig., 2014),
serolojik (Cagirgan ve dig., 2004; Kang ve dig., 2004; Del Pozo, 2005; Baeck ve dig.,
2006; Urkii, 2011) ve molekiiler (Zlotkin ve dig., 1998; Chen ve dig., 2002; Colorni ve
dig., 2003; Baeck ve dig., 2006) teshis yontemleri kullanilmaktadir. Hastaligin
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epidemiyolojik ve klinik olarak teshisi lezyonlarin ve karakteristik semptomlarin
gozlenmesine baghdir. Bir kitaya ait su iriinleri yetistirilen ciftliklerde benzer
semptomlara neden olan bazi enfeksiyon proseslerini gozlemlemek miimkiin olabilir. Bu
yiizden etken bakteriyi identifiye edebilmek i¢in laboratuvar metodlariyla teshis her
zaman onemlidir. Epidemiyolojik teshis su kalitesinin diismesi ve su sicakliginin artmasi
gibi hastalik olasiligini arttiran ¢evresel parametrelere baglidir. Lactococcosis genellikle
%10-80 oraninda 6liimlere neden olabilen ve ¢ok sayida balig1 etkileyebilen akut bir
bakteriyel hastaliktir. Baliklarda klinik olarak letarji, anoreksia, melanozis, eratik yilizme,
tek ya da c¢ift tarafli ekzoftalmus, okiiler ve perianal zonda ve ylizgeglerde hemoraji
(kanama) ve anal prolapsus gibi klinik semptomlar goriiliir (Kusuda ve dig.,1991, Chen
ve dig., 2002, Kang ve dig., 2004, Vendrell ve dig., 2006, Avci ve dig., 2010, Tanrikul
ve Giiltepe, 2011, Timur ve dig., 2011, Didinen ve dig., 2014).

2.2.5.1 Hematolojik Yontemler

Hematoloji; kanin eritrosit, 16kosit ve trombosit gibi kan hiicrelerinin yapisin1 ve kan
bozukluklarini inceleyen bir bilim dalidir. Genellikle hematolojik caligmalarda kan
frotilerinin incelenmesi yani sira eritrosit ve lokosit sayilarinin tespiti, hemoglobin
miktari, hematokrit deger tespiti, serum elektroforozesi ve diger biyokimyasal analizler
yapilmaktadir. Baliklarin kan parametreleri su kalitesi ve enfeksiy6z hastaliklar olmak

tizere birgok faktorden etkilenmektedir (Roberts, 1978; Altun ve dig., 1999).

Baliklarin hematolojik parametreleri balik yetistiriciliginde baliklarin  fiziksel
durumlarinin belirlenmesinde, stres ve hastaliklarin kontroliinde her gegen giin daha
yaygin olarak kullanilan indikatorlerdir. Baliklarda hematolojik parametreler ¢evre
sartlarindaki degisikliklere kisa siirede cevap verdiginden dolayr toksikolojik
calismalarda yayginlasarak faydalanilmaktadir. Bu parametreler organizmanin klinik
statlisii hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir (Roberts, 1978; Atamanalp ve dig., 2003;
Del Pozo, 2005). Eritrosit-sedimentasyon oranindaki (ESO) artis veya azalis balikta
fizyolojik bir fonksiyon bozuklugu oldugunu gosterir (Jagtap ve Mali, 2012). ESO
kirmizi kan hiicreleri sayisinin varyasyonlari ile iliskilidir (Jagtap ve Mali, 2012). Del
Pozo (2005) calismasinda L. garvieae ile enfekte hasta gokkusagi alabaliklarinda
eritroblast sayisinin arttigini, bazi bireylerde eritrositlerin siddetli bir sekilde azaldigim

gozlemlerken bu durumun solungaglarin rengindeki solgunlukla iliskili oldugunu
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belirtmistir. Ayni arastirict inceledigi bazi enfekte alabaliklarin kandan hazirlanan yayma
preparatlarinda da Gram-pozitif streptokoklarin oldugunu ortaya ¢ikararak bu bakterilerin
cok sayida diplokokokki seklinde ¢ok kisa zincir formunda oldugunu ve eritrositlerin
yiizeylerine tutunma egiliminde oldugunu rapor etmistir. Yurdumuzda ise Avsever ve dig.
(2014) L. garvieae ile ilgili yaptiklar1 calismalarinda enfekte balik gruplarinda kontrol
balik gruplarina gore kan parametlerinin (beyaz ve kirmizi kan hiicreleri) daha diisiik

oldugunu gozlemlemislerdir.

Tablo 2.3: Bazi tatlisu ve acisu baliklarindaki l6kosit sayilart (Bullis, 1993).

Toplam BKH*  Lenfositler = Monositler ~ Eozinofiller Bazofiller

Tirleg Sayisi (x10%) (%) (%) (%) (%)
Anguilla rostrata . 38 0 46 0
Esox vermiculatus ) 81 o) 9 4
Esox lucius 1,12 - - - -
Lagodon rhomboides . 59 2 21 2
Sciaenops ocellatus i} 40 2 40 10
Cynoscion arenairus _ 63 0 23 4
Cynoscion nebulosus ) 65 2 12 6
Mullus barbatus _ 76 0 4 6
Mugil curema } 75 0 19 0

*Beyaz kan hiicreleri
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Tablo 2.4: Farkli deniz baliklarinda hematokrit ve hemoglobin degerleri (Larson, 1976).

Tiirler Hematokrit (%) Hemoglobin (gr/100 ml)
Cyclastomi
Myxine glutinosa 19.1 4.1
Holocephali
Chimaera monstrosa 15.7 2.7
Elasmobranchii
Squalus acanthias 153 2.9
Raja radiata 16.7 3.8
Etmopterus spinax 18.9 3.0
Raja batis 19.0 2.9
Teleostei
Cyclopterus lumpus 19.3 33
Merluccius merluccius 24.1 5.2
Microstomus kitt 30.2 5.2
Gadus morhua 32.0 7.4
Pleuronectes platessa 33.3 5.1
Gadur merlangus 41.2 6.6
Trachurus trachurus 499 12.5
Clupea harengus 513 14.0
Scomber scombrus 52.5 12.7

2.2.5.2 Serolojik Yontemler

Seroloji; serum bilimi olarak da isimlendirilmekte ve tipta belirli bir mikroorganizmaya
(virlis, bakteri, parazit), yabanci proteinlere (hatali kan transfiizyonu) veya viicudun kendi
proteinlerine (oto-immun hastaliklar) kars: iiretilmis antikorlarin varligini veya spesifik
antijen proteinlerinin varligin1 saptayan bir metodoloji bilimi olarak tanimlanir.
Bakteriyel balik hastaliklarinin teshisinde antijen-antikor reaksiyonlarina dayali cesitli
serolojik yontemler uzun yillardan beri kullanilmaktadir. 1960’11 yillardan bu yana
kullanilan ¢esitli agliitinasyon tipleri ve ELISA gibi serolojik yontemler balik
patojenlerinin teshisinde, balik serumlarinda spesifik patojenlere karsi olusan antikorlarin
tayininde, asilarin gelistirilmesinde ve serotiplendirme ¢alismalarinda tercih edilmektedir
(Toranzo ve dig., 1987; Del Pozo, 2005). Agliitinasyon testleri lam agliitinasyon, tiip

agliitinasyon, mikro-well agliitinasyon ve presipitasyon jel diflizyon testi olmak tizere 4
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cesittir. Lam agliitinasyon testi bir¢ok bakteride oldugu gibi L. garvieae ile ilgili yapilan
serolojik ¢aligmalarda da kullanilmistir. Cagirgan (2004) yurdumuzdaki hasta gokkusagi
alabaliklarindan izole edilen bu bakteriye ait izolatlarin lam agliitinasyon teknigi ile
kapsiil olusumunu arastirmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda izolatlarin homojen bir
yap1 gosterdigini ve Ispanya’daki izolatlarla yiiksek oranda benzerlik gosterdigi icin
biyotip 3 oldugunu bildirmistir. Del Pozo (2005) ve Urkii (2011) calismalarinda yine ayni
tiir balikta L. garvieae’nin teshisinde bu agliitinasyon ¢esidini kullanirken deniz balig
tiirlerinden olan siyah kaya balig1 (Kang ve dig., 2004) ve dere pisisi (Baeck ve dig.,
2006) ile ilgili yapilan ¢alismalarda da bu yontem tercih edilmistir. Kubilay ve dig. (2008)
ise mikro-well agliitinasyon testini kullanarak hasta alabaliklarin serumlarinda bu
bakteriye karsi olusan antikor titresini belirlemislerdir. Agliitinasyon tekniklerinden daha
duyarl bir yontem olan ELISA, antijen-antikor reaksiyonunun tespit edilerek ol¢iilmesi
esasina dayanan ¢ok hassas ve zaman almayan diger bir serolojik metodtur. Giintimiizde
bakteriyel enfeksiyonlarin teshisinde kullanilan ELISA teknigi balik hastaliklarinin
teshisinde, hastalik etkenlerinin serotiplendirilmesinde ve asilama ¢alismalarinda olduk¢a
yaygin bir kullanim alanma sahiptir. Shelby ve dig. (2002a) Streptococcus iniae’ yi
tilapya baliklarina intraperitonal olarak enjekte ederek pasif immiinizasyon olusturmaya
calismis ve serumda etkene karst olusan antikor seviyesini ELISA teknigini kullanarak
tespit etmislerdir. Shelby ve dig. (2002b) ise yaptiklari1 farkli aragtirmalarda levrek ve
tilapya baliklarinda adi gecen bakteriye karsi olusan humoral yanitin gelisimini
belirlemek i¢cin ELISA ve agliitinasyon yontemlerini tercih etmislerdir. Del Pozo (2005)
ve Urkii (2011) ise enfekte alabaliklarda L. garvieae’ ye karsi serumda olusan spesifik

antikorlarin varligini tespit etmek icin bu teknigi kullanmislardir.

2.2.5.3 Molekiiler Yontemler

L. garvieae’nin identifikasyonunu dogrulamak amaciyla Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) teknigisiklikla kullanilmaktadir (Aoki ve dig., 2000; Ravelo ve dig., 2003; Colorni
ve dig., 2003; Savvidis ve dig., 2007; Didinen ve dig., 2014). Zlotkin ve dig. (1998)
spesifik  primerlere (pLG-1: 5’-CATAACAATGAGAATCGC-3’, pLG-1: 5°-
GCACCCTCGCGGGTTG-3’ ) dayali PZR teknigini farkli L. garvieae izolatlarinin
identifikasyonunda kullanmiglardir. Enfekte baliklardan elde edilen 1 pl plazma
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kullanilan bu ¢alismada 35 adet L. garvieae susunun 1,100 bp amplifikasyon {iriinii

verdigi bildirilmistir.

Chen ve dig. (2002) 1999 ile 2000 yillar1 arasinda Tayvan’daki kefal (Mugil cephalus)
ciftliklerinde hastalik ¢ikisina bagl yiiksek oranda 6liimlerin goriildiigiinii belirtmiglerdir.
Bu calismalariyla bu hastaliga neden patojenin epidemiyolojik, patolojik, histopatolojik
ve mikrobiyolojik incelemelerinin yanisira molekiiler acidan da arastirmasini
yapmiglardir. Bu amagla c¢iftliklerden temin edilen enfekte baliklardan elde edilen
saflastirilmis bakterilerden elde ettikleri DNA o6rnekleri ile PZR teknigini kullanarak
bakterinin konfirmasyonunu saglamislardir. Bu arastiricilar tarafindan secilen
primerlerle (pLG-1 ve pLG-2, SA1B10-1-F ve SSA1B10-1-R) yapilan ¢alisma sonunda
14 adet L. garvieae susundan 1,100 ile 709 bp amplifikasyon bandi elde edilmistir.

Colorni ve dig. (2003) enfekte kizil deniz lapininde (Coris aygula) yaptiklart bu
calismada hasta baliklardan elde edilen bakterinin konfirmasyonunda PZR metodunu
kullanmiglardir.  pLG-1: 5’-CATAACAATGAGAATCGC-3° ve pLG-2: 5’-
GCACCCTCGCGGGTTG-3’ primerlerinin kullamldigi metodun sonunda hem Israil
izolat1 hem de pozitif kontrolde 1,100 bp ampfilikasyon iiriinii elde ederken negatif

kontrolde herhangi bir iiriin elde etmemislerdir.

Baeck ve dig. (2006) hasta dil baliklarindan (Paralichthys olivaceus) aldiklar1 6rnekler
sonucunda 22 adet bakteri izole etmisler, bakterilerin identifikasyonuna yonelik
calismalar ile 3 adet bakterinin Streptococcus parauberis 18 adet bakterinin de L.
garvieae oldugunu tespit etmislerdir. Bu bakterilerin dogrulugunu belirlemek amaciyla
PZR metodunu kullanan arastiricilar Streptococcus parauberis’ ten 700 bp, L. garvieae’

den ise 1,100 bp amplifikasyon iirlinii elde etmislerdir.

Vendrell ve dig., (2007) gokkusag alabaliklari tizerinde L. garvieae karsi gelistirilmis bir
inaktive asinin etkisi ve giivenilirligini belirlemek amaciyla yapmis olduklar1 deneysel
calismada asilanmamis gruptan elde ettikleri L. garvieae’nin konfirmasyonunu

yapmiglardir.
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2.2.6 Hastaligin Kontrolii ve Tedavisi

Colorni ve dig. (2003) L. garvieae ile dogal olarak enfekte kizil lapin baliklarinda etken
bakterinin Clindamycin’e kars1 antimikrobiyal duyarliligt oldugunu
belirlemislerdir.Baeck ve dig., (2006) enfekte dil baliklarindan izole ettikleri L. garvieae
bakterisinin antibiyotiklere karsi duyarliligini saptamak amaciyla yapmis olduklari
antibiyogram c¢alismasi sonucu izolatlarinin trimethoprim, nitrofurantoin ve
sulfamethoxazole/trimethoprim antibiyotiklerine karst duyarli olduklarmni tespit

etmislerdir.

Yurdumuzdaki arastiricilardan Kubilay ve dig. (2005) 9 farkli L. garveiae suslarinin
Mueller-Hinton agarda disk diffiizyon teknigi ile ATB VET (Biomerieux 14 289) strip
sistemi kullanilarak antimikrobiyal duyarliliklarinin yani sira Epsilometre testi ile de
Eritromycin antibiyotiginin MIK (Minimal inhibitér konsantrasyonu) degerleri
incelediklerinde bakterinin disk diffiizyon testi ve ATB VET sistemine gore
Amoxicillin+clavulanic acid, Ampicillin, Enrofloxacin, Vancomycin, Tetracycline,
Doxycycline, Chloramphenicol, Erytromycine, Nitrofurantoin, Cephalotin, Amoxicillin,
Cefoperazon, Spectinomycin, Pristinamycin, Cotrimoxazol, antibiyotiklerine duyarli
oldugu ancak Kanamycin, Cefuroxime, Lincomycin, Penicillin, Ofloxacin, Norfloxacin,
Ciprofloxacin Ceftriaxone, Clindamycine, Vancomycin, Oxacillin, Streptomycin,
Trimethoprim+Sulfamethoxazole, = Gentamicin, Apramycin, Tylosin, Colistin,
Sulfamethizol, Flumequin ve Oxolinic asit gibi antibiyotiklere kars1 direngli oldugunu
tespit etmislerdir. L. garvieae suslarinda eritromisin antibiyotiginin MiK degerleri 0,032-
0,125 pg/mL olarak tespit edilmistir. Elde edilen bu degerlere gore; suslarin en ¢ok

eritromisine duyarli oldugu goriilmiistiir.

L. garvieae’ ye kars1 as1 Uiretimi ile ilgili yapilan calismalara bakildiginda Ravelo ve dig.
(2003) sucul bakterilerin aksine farkli adjuvant iceren bu bakteriye karst ticari olarak satin
aldiklar1 Montanide-ISA-763-A ve Aquamun adli asilarin etkisini incelemislerdir.
Calismalar1 sonucunda asilamadan 3 ay sonra Aquamun adli as1 ile asilanan gokkusagi
alabaliklarinin hayatta kalma oraninin (RPS) %40°tan %92’ ye ¢iktigini rapor etmislerdir.
Vendrell ve dig. (2007) alabaliklar tizerinde yaptiklar1 calismada L. garvieae bakterisine
kars1 gelistirdikleri inaktive asinin etkisini ve giivenilirligini incelemislerdir. Deneysel

olarak yiirtittiikleri bu ¢alismada iki farkli deney grubu yani sira bir adet kontrol grubu
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olusturmuslardir. Birinci deneme grubundaki baliklara asinin 0.2 ml’lik dozu
intraperitonal yolla verilmis ve asilamadan 50 giin sonra hem kontrol hem de deney
grubundaki baliklarin hayatta kalma oraninin %100 oldugunu rapor etmislerdir. Diger
deneme grubundaki baliklara agimin 0.1 ml’lik dozu verilirken kontrol grubuna 0.1 ml
hacminde PBS (Phosphate Buffer Saline) intraperitonal olarak enjekte edilmistir.
Asilamadan 29 giin sonra bu gruptaki baliklara 0.1 ml hacminde ve 3X10° CFU ml™! hiicre
yogunluguna sahip L. garvieae bakterisi enjekte edilmistir. Toplam 50 giin siiren deneysel
calisma sonucunda ikinci deneme grubundaki baliklarin hayatta kalma orani % 94 iken

kontrol gurubunda ise bu oranin % 4 gibi diisiik bir deger gosterdigini belirtmislerdir.

Ulkemizde yapilan ¢alismalara bakildiginda Kubilay ve dig. (2008) alabaliklar iizerinde
L. garvieae’ ye karsi tretmis olduklart asmin 5 farkli kombinasyonunun etkisini
arastirmiglardir. Calismada formalinle inaktive edilmis asi, Freud’s adjuvanthi asi, -
glukanl as1, yalnizca B- glukan ve PBS verilen kontrol grubu olmak {izere farkli asi
gruplar1 olusturmuslardir. Deney baliklarinda asilarin etkisini 30., 75. ve 125. giin
sonunda formalinle inaktive edilmis asinin verildigi gruptaki baliklarda hayatta kalma
orani % 55-89 iken Freud’s adjuvantini igeren asi ile agilanan baliklarda bu oranin % 85-
100 oldugunu belirtmislerdir. Altun ve dig. (2010) de gokkusagi alabaliklar1 tizerinde
sodium aljinat (SA) ve poli laktid-ko-glikolid (PLGA) polimerlerini i¢eren aginin etkisini
intraperitonal ve oral yontem kullanarak incelemislerdir. Oral yolla uygulanan ve sodium
aljinat igeren as1 ile asilanan baliklarda 61. giliniin sonunda hayatta kalma oraninin %80’e

ulastigin1 gozlemlemislerdir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 DENEMEDE KULLANILAN LEVREK BALIKLARININ TEMINi VE
ADAPTASYONU

Yiiriitiilen bu deneysel enfeksiyon ¢alismasinda kullanilan ortalama agirligi 50-70 gram
olan 185 adet kiiltiir levrek balig1 Ege Bolgesi’ ndeki 6zel bir isletmeye ait ¢iftlikten temin
edilmistir. Denemenin ilk asamasinda gergeklestirilen ve LDso dozunu belirlemek icin
kullanilan, her birine 5 adet balik 6rnegi konulan 6 adet akvaryumun hacmi yaklasik 80
litre iken deneysel enfeksiyon ¢alismasinin yiiriitiildiigii 3 adet fiberglas tankin biiytikligt
daha ytiksek (300 It) tutulmustur. Bu fiberglas tanklarin 1 adet kontrol ve 2 adet deneme
tank1 olarak ayarlanirken herbir tank i¢cine 50’ ser adet balik 6rnegi yerlestirilmistir.
Tanklardaki suya hava motoru ile devamli olarak oksijen verilmis ve suyun sicakligi 18-
20 °C’ ye ayarlanmigtir. Deneme boyunca kullanilan suyun ¢oziinmiis oksijen, sicaklik,
tuzluluk ve pH degerleride takip edilmistir. Deney baliklar1 yaklasik 50 giin siiren ¢alisma

stiresince pelet yem ile beslenmistir.

Baliklar 1 ay siireyle adaptasyona tabi tutulmustur. Bu siire¢ sonunda rastgele secilen
levrek baliklarina herhangi bir patojen tasiyip tasimadiklarini belirlemek amaciyla
bakteriyolojik ve parazitolojik muayene yapilmistir. Rastgele secilen 2 adet baligin
otopsileri yapilarak karaciger, bobrek ve dalak gibi i¢ organlarindan % 1,5 NaCl igeren
TSA ve BHIA besiyerlerine bakteriyolojik ekimler yapilmistir. Paraziter muayene i¢in
eksternal olarak baligin solungac ve derisinden hazirlanan preparatlar ile internal olarak
i¢ organlarindan yas preparat ornekleri hazirlanmis ve bu ornekler 151k mikroskobu

altinda incelenmistir.
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3.2 IN-VIVO KOSULLARDA ENFEKSIYONUN OLUSTURULMASI

Bu tez ¢alismasinda bir adet yerli L. garvieae izolat1 yanisira bir adet yurt disindan temin
edilen referans bakteri (ATCC-43921) suslar1 kullanilmistir. Adi1 gegen bu iki bakteri
Siileyman Demirel Universitesi Su {iriinleri Fakiiltesi’nde 6gretim iiyesi olarak gérev

yapmakta olan Prof. Dr. Oznur Diler tarafindan hediye edilmistir.

Liyofilize olarak temin edilen bu bakteriler (yerli ve referans bakteri) TSA besiyerine
ekildikten sonra canlandirilmas: gergeklestirilmistir. Uretilen L. garvieae suslar1 Todd-
Hewitt igeren tiiplere ekilerek 24-25°C’ de 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra 4500
rpm’ de 15 dakika santrifiij edilerek iki kez PBS ile yikandiktan sonra sulandirilmistir.
Bakteri yogunlugunu belirlemek i¢in PBS i¢ine ilave edilen bakteri soliisyonundan 100
ul alinarak sterilmikroplagin bir kuyucuguna koyulmustur. Kuyucukta yer alan bakterinin
yogunlugu spektroforometrede 540 nm’ de 1.0 olacak sekilde 10° hiicre/ml optik
yogunlugaayarlanmistir (Kang ve dig., 2004). Ardindan hazirlanan inokulum bu
calismada kullanilacak enfeksiyon dozlari olan 10°, 107 ve 108 hiicre/ml yogunlukta elde
etmek i¢cin PBS ile sulandirilmistir. 2- fenoksietanol (0.5 ppm) ile anesteziye tabi tutulmus
5’er adet levrek baliina hazirlanmis olan bu farkli yogunluktaki bakteri inokulumlar
intraperitonal olarak enjekte edilmis ve bakterinin LDso dozu belirlenmistir. Daha sonra
bakterinin uygun olan bu LDso dozu 0.1 ml hacimde deneme grubundaki baliklara
intraperitonal olarak enjekte edilmistir (Kang ve dig., 2004). Kontrol grubundaki 50 adet
balia ise ayni hacimde steril PBS enjekte edilmistir. Bu islemin ardindan deney
baliklarinda hastaligin seyri incelenmis ve enfekte baliklarin klinik durumlari yani sira

giinliik 6liim oranlar1 da kayit altina alinmstir.

3.3 ENFEKTE BALIKLARDAN PATOJEN BAKTERININ YENIDEN
iZOLASYONU

Enfekte baliklardaki eksternal degisiklikler gbzlemlenerek, 6lmek iizere olan veya yeni
Olmiis baliklarin otopsileri yapilarak internal olarak L. garvieae’ nin baliklarda neden
oldugu otopsi bulgular1 not edilmistir. Deneysel enfeksiyon siiresince hastaligin klinik
belirtilerini gosteren levrek baliklarinin i¢ organlarindan (karaciger, bobrek, dalak ve kalp
gibi) TSA ve BHIA gibi besiyerlerine yapilan ekim sonucu treyen bakteri rutin
biyokimyasal yontemler (Del Pozo, 2005; Austin ve Austin, 2012) yani sira hizl tani kiti
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olan API 20 STREP ve API ZYM kullanilarak identifiye edilerek bakterinin re-

izolasyonu yapilmistir.

3.4 ENFEKTE BALIKLARDAN KAN VE SERUM ORNEKLERININ ELDE
EDILMESI

Deneysel olarak enfekte edilen kiiltiir levreklerinde L. garvieae’ye karsi olusan spesifik
antikorlarin varligiin arastirllmasinda kullanilan hematolojik ve serolojik testler
Fakiiltemizdeki Hastaliklar Anabilim Dali’ na ait olan Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda
yapilmustir. Serolojik tekniklerden olan agliitinasyon ve ELISA testlerinde kullanilmak
tizere 2-fenoksietanol ile bayiltilan enfekte ve kontrol grubundaki baliklarin kaudal
venasindan steril enjektér yardimiyla 2 ml hacimde kan 6rnekleri alinmistir. Hematolojik
calismalar i¢in aliman kan ornekleri ile ilgili ¢alismalara ayni giin i¢inde baslanirken
serolojik ¢alismalar i¢in alinan kan 6rnekleri bir gece 4 °C’ de bekletilmis ve ertesi giin
2500 devirde 20 dakika santrifiij edildikten sonra olusan serum kismi kullanilmistir.
Serolojik testler i¢cin gerekli miktarda serum o6rnegi kullanildiktan sonra geriye kalan
ornekler proje destegiyle temin edilen liyofilizatér cihazi ile liyofilize edilerek

saklanmustir.

3.5 HISTOPATOLOJIK INCELEME

Histopatolojik incelemede kullanilmak {izere enfekte baliklarin karaciger, bobrek, kalp
ve dalak gibi i¢ organlarindan alinan doku ornekleri %10’luk notral formalin
soltisyonunda tespit edilmistir. Tespit edilen doku 6rnekleri Fakiiltemiz’deki Hastaliklar
Anabilim Dali’na ait olan Histoloji Laboratuvari’nda rutin olarak kullanmis oldugumuz
doku isleme basamaklarindan gecirildikten sonra parafin bloklara gémiilmiis ve bu doku
bloklarindan mikrotom yardimi ile 4-5 um kalinliginda histolojik kesitler alinmig ve
preparatlar Hematoksilen-Eosin boyama yontemiyle boyandiktan sonra 1s1k mikroskobu

altinda x10, x20, x40 ve x100 biiylitmede incelenmistir (Roberts, 2012).
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3.6 HEMATOLOJIK iINCELEME

Bu tez calismasinda L. garvieae ile enfekte edilen deney baliklarinin kanlarinda olusan
degisiklikler farkli hematolojik yontemler kullanilarak kapsamli olarak incelenmistir. Bu
amacla kandaki eritrosit ve 16kosit hiicrelerinin sayimi, yayma preparati hazirlanmasi,
hematokrit tayini, koagiilasyon siiresinin belirlenmesi ve sedimentasyon hizinin tespiti
gibi farkli hematolojik parametrelere bakilmistir. Hematolojik ¢alismalar icin
kullanilacak olan saglikli ve enfekte edilen baliklara ait kan ornekleri heparinli tiiplere

alinmustir.

3.6.1 Kan Hiicrelerinin Sayimi

Eritrosit sayimi i¢in kan eritrosit pipetinin 0.5 isaretine kadar ¢ekilmistir. Pipetin ucu
temiz bir bezle silindikten sonra Young soliisyonu 101 isaretine kadar ¢ekilmis ve boylece
eritrosit pipetinde kan 1:200 oraninda sulandirilmistir. Eritrosit pipetindeki kan sivisi
Thoma laminin kanalina verilerek sayma islemi gergeklestirilmistir. Lokosit hiicresi
sayimi i¢in l6kosit pipetinde kan 1.0 isaretine kadar ¢ekilmistir. Pipetin ucu silinerek Turk
soltisyonu 11 isaretine kadar ¢ekilmistir. Daha sonra pipetin lastik emici tiipii ¢ikartilarak
bas ve isaret parmaklari arasinda tutulan pipet sallanarak igerigi 30 saniye karistirilmis ve
stvi pipetin ucundan serbest birakilarak hemocytometer kanalina akmasi saglanmistir
(Blaxhall ve Daisley, 1973). Bu sayede kan 1:9 oraninda sulanmistir. Bundan sonra 11k
mikroskobundalO um, 20 pum, 40 pm ve 100 um biiytitmede goriilen kan hiicrelerinin
sayimi yapilmis ve kan parametrelerindeki degisimler degerlendirilmistir (Bullock,

1989).

3.6.2 Froti Hazirlanmasi

Yayma preparat1 hazirlamak i¢in bir damla kan 6rnegi lam {izerine damlatilmis ve bir
lamel yardimu ile yayilarak ¢ok ince bir film tabakasi olusturulmustur. Preparat havada
kurutulup metanol ile tespit edildikten sonra May Grunwald-Giemsa metodu ile
boyanarak lamelle kapatilmistir. Isik mikroskobu altinda (x10 biiyiitmede) kan
hiicrelerinin morfolojileri yan1 sira hastaliga bagli olusan degisiklikler de incelenmistir

(Theml ve dig., 2004).
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3.6.3 Hematokrit Tayini

Hematokrit tayininde mikrohematokrit metodu uygulanmistir (Blaxhall ve Daisley,
1973). Deneme ve kontrol grubundaki hentiz 6lmiis ve 6lmek tizere olan baliklarin kaudal
vena ve kalplerinden alinan kan 6rnekleri (0,1-0,8 ml’ lik hacimde) heparinli tiiplere
alimmistir. Kan mikrohematokrit tiiplerine alindiktan sonra tiipiin bir ucu cam macunu ile
kapatilmistir. Hematokrit santrifiij cihazina yerlestirilen kapillar tiipler 10,500 devirde 5
dakika santrifiij edilmis ve hematokrit skalas1 tizerindeki degerler okunarak toplam kanin

%’ si hematokrit degeri olarak kaydedilmistir.

3.6.4 Sedimentasyon Hizinin Tespiti

Sedimentasyon hizinin saptanmasinda ise Mikro-Wintrobe yontemi uygulanmistir
(Blaxhall ve Daisley, 1973). Bu amagla mikrohematokrit tiiptine 50 mm oraninda ¢ekilen
antikoagiile kan, 1 saat dikey pozisyonda tutulmus ve bu siirenin sonunda plazmadan
ayrilan kan hiicrelerinin lizerinde bulunan kan serumunun yiiksekligi mm cinsinden

Ol¢tilmustiir.

3.6.5 Koagiilasyon Siiresinin Belirlenmesi

Enfekte baliklardan alinan kanin koagiilasyon siiresini belirlemek amaciyla lam
koagiilasyon metodu kullanilmistir (Ciesla, 2011). Bu yontemde temiz bir lam tizerine bir
damla kan damlatilmis ve 30 saniyelik araliklarla kan Ornegi temiz bir igne ile
karistirilmustir. Igne ile karistirma esnasinda fibrillerin gozle goriiliir hale gelip pthtinin

tamamen olustugu siire kaydedilmistir.

3.7 SEROLOJIK INCELEME

Tez kapsaminda enfekte baliklarin serum 6rnekleri kulanilarak gerceklestirilen serolojik
yontemlerden olan lam agliitinasyon, mikro-well agliitinasyon ve ELISA testlerinde
kullanilmak tizere yurtdisindaki ticari bir firmadan liyofilize olarak satilan “Anti-

European sea bass (D. labrax) IgM Mab” temin edilmistir.

Serolojik ¢alisma i¢in kullanilacak olan bakterilerden 6ncelikle iki farkli sekilde somatik
O-antijeni hazirlanmistir. Bu amacla %1,5 NaCl iceren BHIA besiyerinde 24 °C’ de 24-
48 saat inkiibe edilen L. garvieae suslari 2 ml PBS icersinde toplanmis, 2 defa

yikanmistir. Hazirlanan bakteri 100 °C’ de 1 saat kaynatilmistir. Hazirlanan bu
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stispansiyon 2500 devirde 20 dakika santrifiij edildikten sonra PBS ile sulandirilarak
hiicre yogunlugu 540 nm de 1’ e (Barnes ve dig., 2002) ayarlandiktan sonra lam
agliitinasyon testinde ve mikro-well agliitinasyon testlerinde “O” somatik antijeni olarak
kullanilmistir (Toranzo ve dig, 1987; Timur ve Timur, 2003; Austin ve Austin, 2007).
Ayrica her iki bakteri i¢in optik yogunlugu 540 nm’ de 1 olarak hazirlanmis olan diger
bir antijen grubu sonikator yardimai ile 3 defa 30 saniye tutmak suretiyle parcalanmis ve

ELISA tesitinde antijen olarak kullanilmistir (MacPhee ve dig., 1995).

3.7.1 Lam Agliitinasyon Testi

Hazirlanan “O” somatik antijeni lam agliitinasyon testinde test antijeni olarak
kullanilmistir. Test antijenleri ve elde edilen antiserum esit hacimlerde temiz bir lam
tizerine damlatilarak test sonuglar1 2-3 dakika igerisinde degerlendirilmistir (Toranzo ve

dig., 1987).

3.7.2 Mikro-well Agliitinasyon Testi

Mikro-well agliitinasyon testi i¢in “O” antijeni ile kaplanan 96 kuyucuklu mikroplagin
her bir kuyucuguna enfekte baliklardan elde edilen ve farkli diliisyonlar1 hazirlanan serum
orneklerinden 100° er ul’ lik hacimde ilave edilmistir. Plak iki saat 37 °C’ de
bekletildikten sonra 4 °C’ de tiim gece boyunca buzdolabinda bekletilmistir. Bu siire
sonunda cukurlarin tabaninda bulanik kenarli ¢okeltilerin  gézlenmesi pozitif
agliitinasyonu gosterirken, keskin kenarli ¢okeltilerin gozlenmesi ise negatif sonug olarak

degerlendirilmistir (Kubilay ve dig., 2008).

Kontrol ve deney grubundaki baliklardan farkli haftalarda alinan kanlardaki serumlar 1.
haftadan sonra incelenmeye baglanmistir. A, B, C ve D satirlarinda antijen olarak referans
bakteri gomiilmiistiir. Ikinci basamakta yer alan serumlar 1. siitundan itibaren 1/10
diliisyon oraninda baslatilmis olup ¢ift katli diliisyonlar yapilarak devam edilmistir. E
satir1 kontrol grubu baligin kanini igermektedir. F ve G satirinda antijen olarak yerli L.
garvieae bakteri yer almaktadir. Bu grupta da serum diliisyonlar1 1/10 oraninda

baslayarak ¢ift katl1 olarak devam etmistir.
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3.7.3 Enzyme- Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Bu calismadaki enfekte levrek baliklarinin L. garvieae antijenlerine karsi serumlarinda
olusan antikor seviyesinin belirlenebilmesi i¢in ELISA teknigi kullanilmigtir. Bu amagla
oncelikle sonikator yardimai ile elde edilen test antijenleri ELISA plaginin kuyucuklarina
otomatik pipetle 100 pl konularak 1 gece 4 °C’de bekletilmis ve daha sonra farkli
yogunluklari hazirlanan enfekte baliklara ait serum 6rnekleri 100 pl’lik hacimde antijenle
kaplanan kuyucuklara ilave edilmistir. Ardindan ticari olarak yurt disindan temin edilen
anti-sea bass Mab 100 pl hacimde ilave edilip 22 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda ticari olarak yine bir firmadan satin alinan anti-mouse IgG
peroksidaz konjugati herbir kuyucuga 100’er pl ilave edilmis ve plak 22 °C de 1 saatlik
bekleme siiresine tabi tutulmustur. Bu siirenin ardindan her bir kuyucuga konjugata uygun
o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD) substrati ilave edilmis ve reaksiyon H2SO4
ile durdurulmustur (Del Pozo, 2005). Kuyucuklara ait optik yogunluk degerleri Bio-tek
Instruments marka spektrofotometre kullanilarak 450um’de okunmustur (Eyngor ve dig.,

2004; Pasnik ve dig., 2006).

Hasta baliklarin serumlarindaki antikorlarin varligini gostermek igin gerceklestirilen
ELISA testi i¢in iki farkli antijenle (yerli ve referans L. garvieae suslar1) kapli plagin
kuyucuklarma oncelikle farkli diliisyondaki (1:10, 1:20, 1:50, 1:100, 1:500) serum
orneklerinden 100’ er ul hacimde eklendikten sonra gerekli yikama basamaklari
yapilmistir. Sonrasinda levrege karsi gelistirilmis Mab ilavesinden sonra peroksidazla
isaretli anti-fare Ig konjugat1 kuyucuklara ilave edilmistir. Sonuclar spektrofotometrede

630nm’de okunmustur.
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4. BULGULAR

4.1 DENEYSEL ENFEKSiIYON iLE iLGiLi BULGULAR

Bu ¢alismada bir adet yerli L. garvieae susu ve bir adet ATCC-43921 kodlu L. garvieae
referans susu ile gerceklestirilen ve 4 hafta stiren deneysel enfeksiyon ¢alismast icin
oncelikle bakterilerin LDso dozlar1 belirlenmis sonrasinda deneysel enfeksiyonun
olusturulmasi ile ilgili ¢alismalara baglanilmistir. LDso dozunun belirlenmesi i¢in bu
bakterilerin {i¢ farkli dozu (10, 107, 10® hiicre/ml) ile enfekte edilen levrek baliklarinda
ilk tic hafta sonunda gozlenen oliimler dogrultusunda her iki bakterinin de 108
hiicre/mI’lik uygulama dozunun deney baliklarinda akut oliimlere sebep oldugu
gozlenmistir. Bununla birlikte diger bakteri yogunluklarina (10, 107) maruz birakilan
baliklarda ise 6liimlerin daha yavas olmas1 nedeniyle hastaligin kronik bir seyir gosterdigi

dikkati ¢ekmistir.

LDso dozunun belirlenmesinden sonra 2 farkli deney grubundaki 50°ser adet baliga yerli
ve referans L. garvieae suslar1 intraperitonal yolla enjekte edilirken kontrol grubundaki
50 adet baliga ise bakteri enjekte edilmemistir. Intraperitonal enjeksiyonunun 6. giiniinde
yerli sus ile enfekte edilen levrek baliklarinda (D1) yem aliminda azalma ve hareketlerde
yavaslamayla birlikte 6liimlerin de basladig1 dikkati ¢ekmistir. Referans sus ile enfekte
edilen baliklarda (D2) ise 6liimler enfeksiyonun 8. giiniinde goériilmeye baslamis ve her
iki deney grubunda olusturulan deneysel enfeksiyona bagli olarak oliimler devam
etmistir. Calisma sonunda referans L. garvieae susu ile enfekte edilen deney grubunda
toplam 8 adet balik hayatta kalirken, yerli L. garvieae susu ile enfekte edilen deney
grubunda ise toplam 4 adet balik hayatta kalmistir. Kontrol grubundaki baliklarda ise 3
adet balikta 6lim gozlenmistir (Tablo 4.1; Sekil 4.1).
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Tablo 4.1: Deneysel ¢alismadaki baliklara ait gtinliik 6liim oranlar (adet).

Balik Oliimleri (adet)
Giin K D1 D2
Baglangicta 50 50 50
6. giin 50 45 44
18. giin 50 29 30
26. giin 50 17 21
31. gin 49 11 16
36. gin 49 9 13
44. glin 48 6 9
48. glin 47 4 8

Sekil 4.1: Deneysel ¢alismadaki baliklara ait giinliik 61iim oranlar1 (adet).

Deneysel ¢alismanin ilerleyen giinlerinde 6lmek {izere olan baliklarda eksternal olarak
karin bolgesi (Sekil 4.2a), operkulum (Sekil 4.2b) ve gozde (Sekil 4.2¢) hemorajilerin
olustugu, sirt bolgesinde deride koyulagma yanisira skolyoz gozlenmistir (Sekil 4.2d).
Otopsi yapilan her iki gruptaki baliklarda karacigerde yag dejenerasyonu, nodiil benzeri
yapilar ve hemoraji (Sekil 4.2e), splenomegali ve 6n bobrekte erime (Sekil 4.2f) gibi
klinik bulgular tespit edilmistir.
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Sekil 4.2: Hasta baliga ait eksternal ve internal klinik bulgular. (a) karinda hemoraji; (b)
operkulumda hemoraji; (c) gézde hemoraji; (d) skolyozis; (e) karacigerde yaglanma ve nodiil
benzeri yapilar; (f) splenomegali.
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42 PATOJEN BAKTERILERIN HASTA BALIKLARDAN YENIDEN
iZOLASYONU

Deneysel enfeksiyonun olusturulmasinin ardindan gelisen balik 6liimlerinin baglamasi ile
birlikte enfekte baliklarin karaciger, bobrek ve dalak gibi i¢ organlarindan % 1,5 NaCl
iceren TSA ve BHIA besiyerlerine yapilan ekimler sonucunda iireyen bakteriler I mm
capinda beyaz renkli yuvarlak koloniler meydana getirmistir (Sekil 4.3). Bu ¢alismada
kullanilan ve enfekte edilen baliklardan yeniden izole edilen bakteri Gram-pozitif
boyanma 6zelligi géstermesi, zincir olusturmasi (Sekil 4.4), hareketsiz olmasi, sitokrom
oksidaz testinde negatif reaksiyon vermesi ve % 5 koyun kani iceren agarda alfa hemolitik
aktivite gostermesi ve diger biyokimyasal test sonuglarina gore L. garvieae olarak izole

ve identifiye edilmistir (Tablo 4.2).

Sekil 4.3: % 1,5 NaCl igeren BHIA
besiyerinde L. garvieae  kolonilerinin

goriniimii.
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Sekil 4.4: Gram pozitif boyanma o6zelligi
gosteren ve zincir olusturan L. garvieae' ye
ait bakteri hiicrelerin gortinimii ( X1000).
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Tablo 4.2: Deney baliklarindan yeniden izole edilen referans ve yerli L.garvieae suglarimin
biyokimyasal 6zellikleri.

Bi.yokimyasal L. garvieae L. garvieae Biyokimyasal L. garvieae L.garvieae
Ozellikler (ATCC 43921) (Yerli izolat) Ozellikler (ATCC 43921) (Yerli izolat)

Koloni biiytikliigii <1 mm <1 mm Asit Olusumu
Koloni morfolojisi diizgiin diizgiin Sukroz - -
Pigment tiretimi - - Glukoz + +
Gram boyama + + Fruktoz + +
Hareket - - Galaktoz + +
O/F F F Maltoz + +
Oksidaz - - Sakkaroz + +
Katalaz - - Arabinoz - -
VP + + Riboz + -
Sitrat kullanimi1 - - Mannitol + +
Indol tiretimi - - Sorbitol - -
Metil red + + Laktoz + -
Nitrat Gretimi - - Trehaloz + +
0/129 (10 pg) duyarl duyarli Rafinoz - -
H>S - - Hidroliz
MacConkey agar - - Arjinin + +
Bile eskulin agar + + Ornitrin - -
Nutrient agar + + Lizin - -
Tryptictic soy agar + + Eskulin + +
Brain heart infusion agar + + Nisasta - -
Hemoliz o o Jelatin - -
pH 9.6 + +
Biiyiime
%1 NaCl + +
%2.5 NaCl + +
%6.5 NaCl + +
%8 NaCl - -

(+):pozitif reaksiyon , (-): negatif reaksiyon, (F): fermentatif
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4.3 HEMATOLOJIK BULGULAR

Bu c¢alismada incelenen levrek baliklarina ait kan degerlerindeki hematokrit miktarinin
tespiti icin mikrohematokrit tiiplerine alinan kan 6rnekleri 6ncelikle santrifiij edilmis ve
incelenen bu 6rneklerdeki kan hiicrelerinin toplam kan hacmine oran1 hematokrit skalasi

kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.4: Hematokrit skalasinda santrifiij yapilmis kan 6rneginin gérintimii.

Kontrol grubunda (K) yer alan baliklardan alinan kan ornekleri incelendiginde ilk
haftadan itibaren deney sonuna kadar (48. giin) gegen siire boyunca yapilan hematokrit
miktarinin sabit kaldig1 (% 30) goriilmiistiir. Ancak yerli L. garvieae susu ile enfekte
edilen D1 grubundaki baliklarda hematokrit degerinin baslangicta % 21 iken ¢alisma
sonunda bu degerin % 4’e duistuigii dikkati ¢ekmistir. Referans L. garvieae susu ile enfekte
edilen D2 grubundaki baliklarda ise hematokrit degerinin deneyin ilk giinlerinde % 23
iken deney sonuna dogru bu degerin % 2’ye diistiigii dikkati ¢ekmistir. Giinlere bagl
olarak degisen hematokrit degerleri Tablo 4.3 ve Sekil 4.6’ da gosterilmistir.
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Tablo 4.3: Kontrol (K) ve deney grubundaki (D1, D2) baliklara ait hematokrit degerleri.

Hematokrit Miktari

Giin K D1 D2
6. glin 30 21 23
18. giin 30 18 17
26. giin 30 13 14
31. glin 30 10 12
36. glin 30 8 9
44. giin 30 5 5
48. giin 30 4 2
35
30
25
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6.glin 18. giin 26. giin 31. giin 36. giin 44. gin 48. giin

Sekil 4.5: Kontrol baliklar (K) ve deney grubundaki (D1, D2) baliklara ait hematokrit degerleri
(%).

Bu calismadaki kontrol ve deney grubundaki baliklarin kanlarina ait sedimentasyon
hizinin saptanmasinda da mikrohematokrit tiipleri kullanilmis ancak kan oOrnekleri
santrifiij edilmemis sadece tiipler dik konumda 1 saat bekleme siiresinin sonunda tiipiin

st tarafinda olusan renksiz serum kisminin ne kadarlik zaman diliminde olustugu tespit

edilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.6: Mikrohematokrit tiiplerde sedimentasyon hizinin saptanmast.

Kontrol grubundaki (K) baliklardan alinan kan 6rneklerinde ilk haftadan itibaren deney
sonuna kadar yapilan sedimentasyon hizi tespitinde bu degerin 3 mm oldugu tespit
edilmistir. D1 grubundaki baliklarda basta 4 mm olarak 6l¢iilen deger deney sonunda 34
mm olarak ol¢iiliirken D2 grubundaki baliklarda ise bu degerin 3 mm’den 31 mm’ ye
yiikseldigi dikkati cekmistir (Tablo 4.4). Sekil 4.8 de giinlere bagli olarak sedimentasyon
hizindaki degisiklik gosterilmistir.

Tablo 4.4: Kontrol ve deney grubunda yer alan baliklarin kanlarindaki sedimentasyon hizi.

Sedimentasyon Hizi

Giin K D1 D2

6. giin 3 mm 4 mm 3 mm
18. giin 3 mm 8 mm 9 mm
26. giin 3 mm 15 mm 14 mm
31. giin 3 mm 19 mm 17 mm
36. giin 3 mm 24 mm 21 mm
44. giin 3 mm 29 mm 25 mm

48. giin 3 mm 34 mm 31 mm
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Sekil 4.7: Kontrol baliklar1 (K) ve deney grubundaki (D1, D2) baliklarin kanlarina ait
sedimentasyon hizi (mm).

Enfekte baliklardan alinan kanlarla ilgili olarak yapilan bir diger hematolojik incelemede
koagiilasyon stiresinin belirlenmesidir. Lam koagiilasyon metodu kullanilarak deney
baliklarindaki pihti olusumunun goriilmeye basladig: siirenin tespiti ile yapilmistir.
Kontrol grubundaki baliklarda koagiilasyon siiresi tiim deney boyunca 13 dakika iken
diger gruplarda bu siire deneyin baslangicinda 12 dakika, deney sonunda D1 grubunda
1,5 dakika ve D2 grubunda 2 dakika olarak kaydedilmistir (Tablo 4.5; Sekil 4.9).
Bakteriye bagli olarak inceledigimiz baliklarin koagiilasyon siiresinde farkliliklar

gozlenmistir.

Tablo 4.5: Kontrol ve deney grubunda yer alan baliklarin kanlarindaki koagiilasyon siiresi.

Koagiilasyon Siiresi

Giin K D1 D2

6. giin 13 dk 12 dk 12 dk
18. giin 13 dk 10 dk 11 dk
26. giin 13 dk 9 dk 9 dk
31. giin 13 dk 7 dk 8 dk
36. giin 13 dk 4 dk 6 dk
44. giin 13 dk 2 dk 3 dk

48. giin 13 dk 1,5 dk 2 dk
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Sekil 4.8: Kontrol baliklar1 (K) ve deney grubundaki (D1, D2) baliklarin kanlarina ait
koagtilasyon siiresi (dk).

Bu ¢alismada incelenen kontrol ve deney grubundaki baliklardan deneyin baglangicindan
itibaren belirli araliklarla kan ornekleri alinmis ve bu 6rneklerdeki eritrosit ve 16kosit

sayilarindaki degisiklikler arastirilmistir.

Kontrol baliklarinda eritrositlerin sayis1 3.200.000 - 5.185.000 /ml araliginda iken
referans bakteri ile enfekte baliklarda bu degerin baslangigta 4.967.000 /ml’yi gosterdigi
deney sonunda ise 950.000 /ml’ ye diistiigii gozlenirken yerli bakteri susu ile enfekte
baliklarda eritrosit sayisinin 4.220.000 /ml’ den 884.000/ml’ ye dustiigli dikkati ¢cekmistir
(Tablo 4.6; Sekil 4.10).

Lokosit hiicrelerinin sayisi ise kontrol baliklarinda 834—1670 /ml araliginda iken referans
bakteri ile enfekte deney baliklarinda baslangicta bu deger 830 /ml iken deney sonunda
bu degerin 5.830 /ml’ye ¢iktig1 gozlenirken, yerli bakteri susu ile enfekte baliklarda ise
16kosit hiicre sayisinin 830 /ml’den 8.350 /ml’ye ¢iktig1 tespit edilmistir (Tablo 4.7; Sekil
4.11).
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Tablo 4.6: Deney boyunca enfekte baliklarinda kaninda olgililen giinliik eritrosit degerleri
(hiicre/ml).

Eritrosit Sayisi (hiicre/ml)

Giin D1 D2
Baslangicta 4.220.000 4.967.000
6. glin 3.017.000 3.817.000
18. giin 2.667.000 3.050.000
26. glin 2.567.000 2.534.000
31. giin 2.050.000 1.984.000
36. giin 1.450.000 1.767.000
44. giin 1.234.000 984.000
48. glin 884.000 950.000
6.000.000
5.000.000 \
4.000.000 \\
3.000.000
)]
2.000.000
2
1.000.000
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Sekil 4.10: Deney boyunca enfekte baliklarin kaninda 6lgiilen gtinlikk eritrosit degerleri
(hiicre/ml).
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Tablo 4.7: Deney boyunca enfekte baliklarin kaninda 6lgtilen giinliik 16kosit degerleri (hiicre/ml).

Lokosit Sayisi (hiicre/ml)

Giin D1 D2

Baslangigta 830 830

6. glin 950 972
18. giin 1.520 1.317
26. glin 2.869 1.534
31. giin 3.681 1.716
36. giin 5.836 2.983
44. giin 7.050 4.120
48. giin 8.350 5.830

9000

O T T T T T T T 1
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Sekil 4.9: Deney boyunca enfekte baliklarin kaninda 6l¢iilen ginliik 16kosit degerleri (hiicre/ml).

Kan hiicrelerindeki morfolojik degisiklikleri ve hastalia bagli olarak olusabilecek
dejenerasyonlart tespit etmek igin kontrol ve deney grubu baliklarindan alinan kan
orneklerinden yayma preparatlar1 hazirlanmis ve preparatlar May Grunwald-Giemsa
metodu ile boyanarak lamelle kapatilip 151k mikroskobu altinda incelendiginde kontrol
grubunda yer alan baliklarin kan hiicrelerinin morfolojik olarak diizgiin bir yap1
gosterdigi gozlenmistir (Sekil 4.12a). Ancak D1 ve D2 gruplarindaki baliklarda deneyin
ilk haftasindan itbaren eritrositlerde morfolojik bozukluklar goériilmeye baslamistir.

Deneyin 16. giiniinde alinan yerli L. garvieae susu ile enfekte edilen baligin kaninda
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deformasyona ugramis eritrosit hiicreleri dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.12b). Deneyin 29.
giiniinde yerli L. garvieae susu ile enfekte edilen baligin kaninda Gram-pozitif bakteriler
goriiliirken (Sekil 4.12¢) bu gruptaki baliklarin kanlarinda bakterileri fagosite etmis
monosit hiicrelerine de rastlanmistir (Sekil 4.12d). Elde edilen bu bulgular dogrultusunda
deneysel enfeksiyonda kullanilan bakterinin kanin sitoplazma kismi yani sira
eritrositlerin i¢inde de lokalize oldugu gozlenmistir. Uciincii haftadan itibaren
lenfositlerin sayisinda artigla birlikte son haftalara ait yayma preparatlari incelendiginde
monositlerin goriilmeye basladigy, ilerleyen giinlerde bu hiicrelerin sayilarinda artig yani

sira bakterileri fagosite etme yeteneginde bir artis oldugi tespit edilmistir.

Sekil 4.10: Deneysel enfeksiyona bagli olan levrek baliklarmmin kan hiicrelerinde goriilen
morfolojik degisiklikleri. m: monosit hiicresi. (a) Kontrol baligi, (b) Deneyin 16. giiniinde eritrosit
hiicrelerinde deformasyon (okla gosterilmistir), (¢) Deneyin 29. giiniindeki baliklarin
plazmasinda goriilen kok sekilli bakteriler (okla gosterilmistir), (d) Monosit hiicreleri igindeki
kok sekilli bakterilerin goriiniimii (okla gosterilmistir).
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Sonug olarak; deneysel olarak enfekte ettigimiz levrek baliklarinin kan parametreleri ile
ilgili olarak ylriitmiis oldugumuz bu deneysel enfeksiyon ¢aligmasindan elde edilen
bulgular 1s18inda enfeksiyona bagli olarak baliklardaki kan parametrelerinin kontrol
grubuna gore diistis gosterdigi gozlenmistir. Kan hiicrelerinin sayisindaki bu degisiklikler

septisemi ile seyreden baliklara ait kan 6rneklerindeki bulgularla benzerlik gostermistir.

4.4 HISTOLOJIiK BULGULAR

Bu calismadaki kontrol baliklarinda deney boyunca herhangi bir histapatolojik bulgu
goriilmezken her iki sus ile enfekte baliklarda histopatolojik olarak klinik tabloda
ozellikle 6liimlerin artt1g1 2. haftadan itibaren yerli L. garvieae susunun enfekte baliklara
ait dokularda referans L. garvieae susundan daha fazla patolojik bozukluga neden oldugu

gozlenmistir.

Bu calismada incelenen kontrol ve her iki sus ile enfekte baliklarin karaciger dokularina
ait histolojik kesitlerde yemden kaynaklandigi diisiiniilen yag dejenerasyonu (Sekil
4.13a,b) dikkati ¢ekerken, enfekte baliklarin karaciger dokusunda hastaliga bagl olarak
hiperemi ve hemoraji yani sira ve liquefaktif nekrozun gelistigi gozlenmistir (Sekil
4.13b). Her iki bakteri susu ile enfekte levrek baliklarin kalp kasi hiicrelerinde saglikli
baliklardan farkli olarak hemoraji ve nekroz yani sira perikardiyumda incelme sonucu

doku biitiinliigiiniin bozuldugu tespit edilmistir (Sekil 4.14a,b).

Kontrol baliklarma ait dalak ve bobrek dokularina ait kesitlerde herhangi bir patolojik
bozukluga rastlanilmazken enfekte baliklarin dalak dokusundaki kan damarlarinda
hiperemi, hemoraji ve multifokal liquefaktif nekroz yani sira melanomakrofaj odaklarinin
gorildugti de dikkati cekmistir (Sekil 4.15a,b). Hasta baliklarin bobrek dokusu
incelendiginde bobregin haemopoietik doku hiicrelerinde liquefactive nekroz sonucu
gelisen bosalma ve hiperemi (Sekil 4.16a,b) yanisira bobrek tiibiil epitel hiicrelerinde

dejenerasyon ve nekroz gozlenmistir.
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Bu tip patolojik bulgular disinda saglikli baliklardan farkli olarak hasta baliklarin
sekonder solunga¢ lamellalarinda talenjektiazis, dokiilme ve hiperplazi (Sekil 4.17a,b)
gozlenirken gz dokusuna ait histolojik kesitlerde hiperemi ve hemoraji gelistigi tespit

edilmistir (Sekil 4.18a,b).

Sekil 4.11: (a) Kontrol baliginin karaciger dokusunda yag dejenerasyonu (okla gosterilmis) (H.E),
(b) Enfekte baligin karaciger dokusunda yag dejenerasyonu, hiperemi (okla gosterilmis) ve
liqufaktif nekroz odaklar1 (*) (H.E).

Sekil 4.12: (a) Deneyde kontrol olarak kullanilan levrek baligiin kalp dokusunun goériiniimii
(H.E) (b) Hasta levrek baligmin kalp dokusunda hemoraji (okla gosterilmis) ve nekroz (*) (H.E).
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Sekil 4.13: (a) Kontrol baligina ait dalak dokusunun gériiniimii (H.E) (b) Hasta levrek baliginin
dalak dokusunda hemoraji (*) ve melanomakrofaj odaklari (okla gosterilmistir) (H.E).

Sekil 4.14: (a) Deneyde kontrol olarak kullanilan levrek baligiin bobrek dokusunun gériiniimi
(H.E) (b) Enfekte levrek baliginin arka bobrek dokusundaki haemopoietik dokuda liquefaktif
nekroz (*) ve hiperemi (okla gosterilmis) (H.E).



47

S0y 77 : . 50
4 1/ = ddl Vi IR A A =

Sekil 4.15: (a) Kontrol baliginin solunga¢ dokusunun gériiniimii (H.E) (b) Hasta levrek baliginin
solungag¢ dokusunda hiperplazi (*) ve talenjektiazis (okla gosterilmis) (H.E).

Sekil 4.16: (a) Deneyde kontrol olarak kullanilan levrek baliginin géz dokusunun goriiniimii
(H.E) (b) Hasta levrek baligiin g6z dokusunda hemoraji (okla gosterilmistir) (H.E).
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4.5 SEROLOJIK BULGULAR

Bu calismada enfekte edilen baliklarin kanlarindan hazirlanan ve patojen bakterilere karsi
serum Orneklerinde olusan antikorun varligi lam agliitinasyon, mikro-well agliitinasyon

ve ELISA gibi serolojik testler kullanilarak tespit edilmistir.

Calismada iki tip antijen Ornegi kullanilmis ve sonikasyon islemine tabi tutularak
hazirlanan antijenlerin 100 °C ‘de hazirlanan antijene gore lam agliitinasyon tekniginde
belirgin sekilde daha etkin sonu¢ verdigi gozlenmistir (Sekil 4.19). Kontrol grubundan
elde edilen serum oOrneklerinde ise 1s1kli mikroskopta goriildiigii gibi beyaz c¢okelek

olusmamas1 nedeniyle negatif reaksiyon olarak kabul edilmistir (Sekil 4.20).

—

Sekil 4.17: Gozle goriilebilir pozitif agliitinasyon reaksiyonu.

Sekil 4.20: Lam agliitinasyon testinin 151kl1 mikroskop altindaki goriintiisii (a) negatif reaksiyon,
(b) pozitif reaksiyon.
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Mikro-well agliitinasyon testi icin ‘O’ antijeni ile kaplanan mikroplagin her bir
kuyucuguna enfekte baliklardan elde edilen ve farkli diliisyonlar1 hazirlanan serum
orneklerinden 100” er ul’ lik hacimde ilave edilmistir. Plak iki saat 37 °C’ de
bekletildikten sonra 4 °C’ de tiim gece boyunca buzdolabinda bekletilmistir. Bu siire
sonunda ¢ukurlarin tabaninda bulanik kenarli ¢okeltilerin  gozlenmesi pozitif
agliitinasyonu gosterirken, keskin kenarli ¢okeltilerin gozlenmesi ise negatif sonug olarak
degerlendirilmistir. Kontrol ve deney grubundaki baliklardan farkli haftalarda alinan
serum Ornekleri ile yiiriitiilen mikro-well agliitinasyon testi sonucuna gore antijen olarak
referans bakterinin kullanildigit A, B, C ve D satirlarina ait kuyucuklarin tabaninda
Sekil.4.15°de goriildigi gibi bulanik kenarli ¢okeltilerin gozlendigi dikkati ¢ekerken
kontrol grubu olarak kullanilan E satirinda ise herhangi ¢okelmenin olusmadig1 ve kontrol
grubunun negatif sonu¢ verdigi dikkati cekmistir. Antijen olarak yerli L. garvieae’ nin
kullanildigt F ve G satirlarinda da ayni sekilde antijen-antikor birlesmesinden

kaynaklanan beyaz ¢okeltilerin olustugu gézlenmistir (Sekil 4.21).

( } @)
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Sekil 4.21: Kontrol (K siras1) ve deney grubu baliklara ait serumlar (A, B, C, D, F, G siralari)
kullanilarak uygulanan mikro-well agliitinasyon plagi.

Mikro-well agliitinasyon ¢aligmasi sonunda en iyi ¢okelme titresinin ¢alismanin 44-48.
giinlerini kapsayan tarihlerde, Sekil 4.21°te de belirtildigi gibi tabaninda antijen olarak
yerli izolatin bulundugu ve 1/20 oraninda seyreltilmis serum diliisyonu ilavesi sonucunda
F2 kuyucugunda olusan agliitinasyon titresinin spektrofotometrik 6l¢tim sonucunda en

yiiksek yani 1.67 oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.8).



50

Tablo 4.8’te belirtildigi gibi tabaninda antijen olarak referans bakteri bulunan ve 1/160

oraninda serum diliisyonu ilave edilen D5 kuyucugunda 6l¢iilen agliitinasyon titresinin

en yiiksek yani 1.41 oldugu 6l¢tilmiistiir.

Tablo 4.8: Mikro-well agliitinasyon plaginin kuyucuklarindaki agliitinasyon
spektrofotometrik 6l¢timii.

titrelerinin

Mikro-well Agliitinasyon Titreleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

= A| 1045 1.404 1379 1304 1.290 1208 1.198 1.194 1.155 1.208 1.159 [1.114
5]

:; B| 1.065 1.167 1.251 1.320 1.254 1395 1297 1323 1285 1293 1.178 1.131
§ C| 1300 1.196 1.295 1.309 1.323 1.342 1347 1274 1300 1240 1.243 1.245
- D| 1.335 1.235 1299 1.264 1410 1335 1371 1347 1335 1315 1.259 1.321
¥ E| 1.165 0.053 0.056 0.679 0.243 0542 0.739 0.255 0.165 0.350 0.212 0.553
= F| 1.668 1670 1514 1384 1400 1312 1.245 1.248 1.205 1.284 1418 1.170
'E G| 1.145 1.147 1239 1.256 1.174 1271 1326 1.240 1.260 1.273 1.241 1.143
> H| 0.183 0.100 0.101 0.295 0.204 0.073 0339 0.229 0317 0.279 0.084 0.086

Bu ¢alismadaki hasta baliklardan elde edilen serum 6rneklerindeki antikor seviyelerinin

belirlenmesi i¢in yiiriitiilen ELISA tekniginde 1-5 numarali siitunlardaki kuyucuklarin

herbirine yerli L.garvieae antijeni gomiliirken, 6—10 numarali kuyucuklara ise referans

bakteriden hazirlanan antijen 6rnekleri ilave edilmistir. Tablo 4.9’ te belirtildigi gibi

kullanilan serum, Mab ve enzim olarak Horseradish peroksidase (HRPO) ilavesinde de

farkli diltisyon oranlari tercih edilmistir.
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Tablo 4.9: ELISA tekniginin uygulanma prosediirti.

ELISA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1:50 serum 1:50 serum  1:50 serum  1:50 serum 1:50 serum 1:50 serum 1:50 serum  1:50 serum  1:50 serum  1:50 serum
A 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab K
1:500 HRP  1:500 HRP  1:500 HRP =~ 1:500 HRP  1:500 HRP 1:500 HRP ~ 1:500 HRP  1:500 HRP = 1:500 HRP ~ 1:500 HRP
1:50 serum  1:50 serum  1:50 serum ~ 1:50 serum  1:50 serum 1:50 serum  1:50 serum  1:50 serum  1:50 serum ~ 1:50 serum
B 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab
1:1000 HRP ~ 1:1000 HRP  1:1000 HRP  1:1000 HRP = 1:1000 HRP  1:1000 HRP  1:1000 HRP  1:1000 HRP 1:1000 HRP 1:1000 HRP
1:50 serum 1:50 serum  1:50 serum  1:50 serum 1:50 serum 1:50 serum 1:50 serum  1:50 serum  1:50 serum  1:50 serum
C 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab
1:500 HRP ~ 1:500 HRP  1:500 HRP ~ 1:500 HRP  1:500 HRP 1:500 HRP  1:500 HRP  1:500 HRP ~ 1:500 HRP ~ 1:500 HRP
1:50 serum 1:50 serum ~ 1:50 serum  1:50 serum 1:50 serum 1:50 serum 1:50 serum  1:50 serum  1:50 serum  1:50 serum
D 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab
1:1000 HRP ~ 1:1000 HRP  1:1000 HRP  1:1000 HRP = 1:1000 HRP  1:1000 HRP = 1:1000 HRP  1:1000 HRP 1:1000 HRP 1:1000 HRP
1:100 serum ~ 1:100 serum  1:100 serum  1:100 serum = 1:100 serum  1:100 serum ~ 1:100 serum  1:100 serum  1:100 serum  1:100 serum
E 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab
1:500 HRP  1:500 HRP  1:500 HRP  1:500 HRP 1:500 HRP  1:500 HRP  1:500 HRP ~ 1:500 HRP = 1:500 HRP  1:500 HRP
1:100 serum ~ 1:100 serum  1:100 serum  1:100 serum ~ 1:100 serum ~ 1:100 serum ~ 1:100 serum  1:100 serum  1:100 serum  1:100 serum
F 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab 1:20 Mab
1:1000 HRP ~ 1:1000 HRP  1:1000 HRP 1:1000 HRP = 1:1000 HRP  1:1000 HRP = 1:1000 HRP = 1:1000 HRP 1:1000 HRP 1:1000 HRP
1:100 serum ~ 1:100 serum  1:100 serum ~ 1:100 serum  1:100 serum ~ 1:100 serum  1:100 serum  1:100 serum  1:100 serum  1:100 serum
G 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab
1:500 HRP ~ 1:500 HRP  1:500 HRP  1:500 HRP 1:500 HRP  1:500 HRP ~ 1:500 HRP  1:500 HRP = 1:500 HRP  1:500 HRP
1:100 serum ~ 1:100 serum  1:100 serum  1:100 serum  1:100 serum ~ 1:100 serum ~ 1:100 serum  1:100 serum  1:100 serum  1:100 serum
H 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab 1:33 Mab K
1:1000 HRP  1:1000 HRP  1:1000 HRP  1:1000 HRP ~ 1:1000 HRP  1:1000 HRP = 1:1000 HRP  1:1000 HRP 1:1000 HRP 1:1000 HRP
Y R

Y: Yerli izolat, R: Referans bakteri, K: Kontrol

Sekil 4.22 ’da gortldiigi gibi A satirindaki her bir kuyucuga denemenin baslangic

asamasindaki baliklardan elde edilen serum 6rnekleri ilave edildigi i¢in antijen - antikor

reaksiyonun ¢ok zayif gelistigi gozlenmistir. Ancak deneysel enfeksiyonun sonlarindaG

sirasinda oldugu (40. giinde) gibi sar1 renkte artis olmasina bagli olarak reaksiyondaki

artis oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.182: ELISA plagmin goriintimii (koyu sar1 pozitif reaksiyon) Yerli (F grubu) ve referans
(R grubu) L. garvieae suslari, K: kontrol grubu.

ELISA okuyucusunda elde edile veriler dogrultusunda plak tizerinde goriilen en yiiksek
reaksiyon degerinin her iki bakteri i¢in yaklasik olarak 0,4 oldugu ve bu deger icin
kullanilan serum diliisyon oranin 1:100 oldugu kuyucuklarda (F3, G8) goriildugii tespit
edilmistir (Tablo 4.10). F3 kuyucugundaki deger denemenin 41. giiniindeki baliklara ait
serum Ornegi ile gergeklestirilirken antijen olarak yerli bakteri kullanilmig, Mab 1:20
dilisyon oraninda ve konjugat da 1:1000 oraninda ilave edilmistir. G8 kuyucugunun
tabana ise antijen olarak referans bakteri gomiilmiis, serum 6rnegi olarak denemenin 48.
giiniindeki enfekte baliga ait serum 6rnegi kullanilmis, 1:33 diliisyon oraninda Mab ve

1:500 oraninda konjugat ilavesi yapilmistir.
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Tablo 4.10: ELISA plagina ait spektrofotometredeki verileri.

ELISA Plag: Agliitinasyon Titreleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A| 0055 0.056 0.070 0.051 0.048 0.042 0.040 0.038 0.040 0.069 0.046
B| 0.087 0.141 0.096 0.085 0.082 0.082 0.086 0248 0.065 0.072
C| 0.095 0.077 0.094 0.070 0.136 0.143 0.083 0.115 0.056 0.039
D| 0.150 0.144 0.152 0.089 0.104 0.100 0.087 0.122 0213  0.151
E| 0328 0274 0215 0259 0.205 0257 0273 0255 0224 0.362
F| 0366 0323 0391 0.197 0.119 0.102 0.094 0331 0.148 0.059
G| 0332 0213 0388 0289 0276 0.298 0.102 0.407 0366 0.312
H| 0.061 0.052 0.054 0.054 0.050 0.052 0.053 0.053 0.053 0.056 0.038
Y R K

Y: Yerli izolat, R: Referans bakteri, K: Kontrol
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5. TARTISMA VE SONUC

Deniz baliklar yetistiriciligi diinyada ve yurdumuzda istikrarl yiikselis gosteren endiistri
kolu haline gelmistir ancak bakteriyel balik hastaliklar1 bu gelismeyi olumsuz yonde
etkilemektedir (Salati, 2011; Roberts, 2012). Lactococcus garvieae nin neden oldugu
lactococcosis enfeksiyonu hemorojik septisemi ile karakterize sistemik bir enfeksiyondur
(Salati, 2011; Austin ve Austin 2012). Hastalik daha ¢ok basta alabalik olmak tizere tath
su baliklarinda goriiliirken (Vela ve dig., 2000; Bark ve McGregor, 2001; Evans ve dig.,
2009; Sharifiyazdi ve dig., 2010) sarikuyruk baligi, Kizildeniz lapini, siyah kaya balig
gibi ¢esitli deniz balig: tiirlerinde de goriilmektedir (Kusuda ve dig., 1991; Varvarigos,
2001; Chen ve dig., 2002; Colorni, ve dig., 2003; Baeck ve dig., 2006). Yurdumuzda L.
garvieae ile 1lgili yapilan ¢alismalara bakildiginda arastirmalarin tamaminin kiiltiir
alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) tizerinde gergeklestigi (Avci ve dig.,
2010; Tanrikul ve Giiltepe, 2011, Timur ve dig., 2011; Avsever ve dig., 2014; Didinen ve
dig., 2014) goriilmekte olup kiiltiir deniz baliklarinda olusturdugu enfeksiyonla ilgili Tiire
ve dig. (2014) yaptig1 calisma digsinda herhangi bir arastirmaya rastlanilmamistir. Bu
calisma ile kultir deniz levreklerinde (Dicentrarchus labrax) ilk kez deneysel olarak
Lactococcus garvieae ile hastalik olusturulmus ve farkli yontemler (bakteriyolojik,

hematolojik ve serolojik teknikler) kullanilarak hastaligin teshisi yapilmistir.

Bu calisma sonucunda elde edilen klinik bulgular L. garvieae ile dogal yolla enfekte
(Colorni ve dig., 2003; Sharifiyazdi ve dig., 2010; Didinen ve dig., 2014) ve deneysel
yolla enfekte edilen baliklarda goriilen klinik bulgularla benzerlik géstermistir (Del Pozo,
2005; Aver ve dig., 2014; Urkii, 2011). Deneysel ¢alismada L. garvieae ile enfekte levrek
baliklarinda goézlenen gozlerde ekzoftalmus, anoreksia, renkte koyulasma, letarji,
korneada opaklik, okiiler zonda ve operkulumda hemoraji, siskin abdomen, anal bolgede
kizariklik ve karinda hemoraji gibi klinik bulgular diger arastiricilarin (Kusuda ve
dig.,1991, Chen ve dig., 2002, Kang ve dig., 2004, Vendrell ve dig., 2006, Avct ve dig.,
2010, Tanrikul ve Giiltepe, 2011, Timur ve dig., 2011, Didinen ve dig., 2014) yaptiklar
calismalardan elde edilen klinik bulgularla benzerlik gosterirken; enfekte baliklarin

pektoral ve kaudal yiizgeclerinde konjesyon (Kusuda ve dig.,1991), solungag
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filamentlerinde (Avci ve dig., 2010) ve agizda hemoraji (Tanrikul ve Giltepe, 2011)
yanisira goz kaybi (Timur ve dig., 2011) gibi bulgular yapmis oldugumuz deneysel
calismada da gozlenmemistir. Ayrica deneme baliklarinda diger arastiricilardan farkls
olarak kafa bolgesinde 6zelikle beynin tizerindeki kemikte erime yanisira deney sonlarina
dogru bazi baliklarda skolyoz olusumu gibi bulgularmin gelistigi de goriilmiistiir. Bu
calisma ile ilk kez bu bakteri ile enfekte edilmis baliklarda skolyoz bulgusuna rastlanirken
Pasnik ve dig. (2006)’nin yaptiklar1 ¢alismada Streptococcus sp. ile enfekte Nil
tilapyalarinda (Oreochromis niloticus) da benzer sekilde hastaliga bagli olarak skolyoz
gelistigini belirtilmislerdir. Otopsileri yapilan deneme baliklarinda goriilen peritonda
asidik s1v1 birikimi, karacigerde yag dejenerasyonu ve hemoraji, splenomegali, kalpte
bliyiime ve 6n bobrekte erime gibi klinik bulgular diger arastiricilarin elde ettikleri
verilerle benzerlik gostermektedir (Kusuda ve dig., 1991, Chen ve dig., 2002, Avci ve
dig., 2010, Tanrikul ve Giiltepe, 2011, Timur ve dig., 2011). Ancak Vendrell ve dig.,
(2006)’nin enfekte ettikleri baliklarda gozlemledikleri bagirsak ve yiizme kesesinde
hemoraji yani sira kalpte perikarditisin olusumu ile Kang ve dig., (2004)’nin beyinde
meningoensafalitin goriilmesi gibi otopsi bulgularina bu ¢alismadaki deney baliklarinda
rastlanilmamistir. Deneyin son giinlerine dogru enfekte baliklarin karacigerinde gozlenen

nodiil benzeri yapilara ilk kez bu ¢alismada rastlanilmistir.

Lactococcosis ile ilgili olarak yapilan deneysel enfeksiyon ¢alismalarinda yiiksek oranda
oliime neden olan bakteri yogunlugunun tespitinde daha ¢ok 3 farkli doz (10°, 10°ve 10’
CFU/ml) tercih edilirken siyah kaya baliklarinda 10”7 CFU/ml (Kang ve dig., 2004),
tilapya baliklarinda 1.5x10° CFU/ml (Evans ve dig., 2009), gokkusag: alabaliginda 10°
CFU/ml (Urkii, 2011; Aver ve dig., 2014; Tiire ve dig., 2014) ve zebra baliginda 2x10’
CFU/ml (Aguado-Urda ve dig., 2014) bakteri yogunlugu tercih edilmistir. Bu bakterinin
alabaliklardaki deneysel enfeksiyonu ile ilgili yurdumuzdaki yapilan calismalara
bakildiginda farkl arastiricilar alabaliklardaki etkin dozun 10 (Urkii, 2011; Avci ve dig.,
2014; Tiire ve dig., 2014) ve 107 hiicre/ml (Kang ve dig., 2004) oldugunu belirtirken
levrek baliklarinda ise bakterinin 10° hiicre/ml dozunu denemisler ve bu dozda levrek
baliklarinda herhangi bir 6lime rastlamadiklarini rapor etmislerdir (Tiire ve dig., 2014).
Yapilan bu deneysel enfeksiyon ¢alismasida 10° ve 107 CFU/ml bakteri yogunlugunun
enfekte levrek baliklarinda diisiik oranda 6liime neden oldugu tespit edilirken kullanmis

oldugumuz 108 CFU/mI’lik bakteri dozunun Chen ve dig., (2002)’nin 107-108 CFU/ml
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yogunlukta bakteri ile kefal baliklarinda olusturduklar1 deneysel enfeksiyon ¢aligmasinda

goriilen yiiksek 6liim orani ile benzerlik gostermistir.

Bu ¢alismada L. garvieae ile enfekte baliklardan yeniden izole edilen yerli ve referans L.
garvieae (ATCC 43921) bakterilerinin biyokimayasal 6zellikleri incelenmis ve bu iki
bakteri ¢ok kiiclik beyaz diizgiin koloni tipi, hareketsiz, Gram pozitif boyanma 6zelligi,
katalaz ve sitokrom oksidaz negatif, fermentatif, a hemolitik gibi 6zelikleri nedeni ile
diger arastiricilarin belirtmis oldugu gibi L. garvieae olarak izole ve identifiye edilmistir
(Kusuda ve dig., 1991; Kubilay ve dig. 2005; Urkii, 2011; Altun ve dig., 2013; Didinen
ve dig., 2014). Yapmis oldugumuz testler sonucunda yerli bakterinin kapsiil varligi ve
laktozdan asit tiretmesi gibi 6zellikleri nedeni ile L.garvieae’ nin biyotip 3 grubunda

oldugunu gostermistir (Vela ve dig., 2000; Cagirgan 2004).

Bu ¢alismadaki enfekte baliklardan alinan kan 6rneklerinde kontrol grubuna gére ESO
deneyin baslangi¢ asamasinda 3-4 mm/ml iken deney sonuna dogru bu degerin 34
mm/ml’ye yiikseldigi tespit edilmis ve bu c¢alisma ile diger arastiricilarin kirlilik ve
sicaklik degisiminin baliklarin kan degerleri tizerindeki etkisini belirlemek i¢in yaptiklar
arastirmalarda elde ettikleri verilerle benzerligin oldugu gozlenmistir (Atamanalp ve dig.,
2003; Jagtap ve Mali 2012). Yapmis oldugumuz deneysel ¢calisma ile Kobayashi ve dig.,
(2004)’nin dogal olarak L. garvieae ile enfekte kiiltiir Kore kaya baliklarinda (Sebastas
schlegeli) yaptiklar1 aragtirma sonucu aldiklar1 verilerdeki gibi hematokrit degerinin
hastaliga bagl olarak baslangigta % 20-23 araliginda oldugu deneyin sonuna dogru bu
degerin % 2-4 oraninda azalma gosterdigi dikkati cekmistir. Trombositlerle iliskili olan
koagiilasyon siiresi baslangicta 13 dk iken hastaligin olugsmasi sonucunda artig gostererek
koagiilasyon siiresinin 1-2 dk’ya diistigti dikkati ¢ekmistir. Nitekim bizim ¢alismamizda

son giinlerde koagiilasyon siirelerinde azalis gozlenmistir.

Bu ¢alismada incelenen hasta levrek baliklarinin eritrosit hiicrelerinin sayisi baslangigta
3.000.000-5.000.000 / ml iken deney sonuna dogru 900.000 / ml’ye diistiigti tespit
edilirken 16kosit sayisinin arttigr gozlenmistir. Del Pozo (2005) ve Avsever ve dig.,
(2014)’ nin yapmis olduklar1 hematolojik incelemelerde L. garvieae ile enfekte
baliklardan aldiklar1 6rneklerde kan hiicrelerinde elde ettigimiz gibi eritrositlerde sayica
azalma oldugunu tespit etmislerdir. Bunun yanisira Avsever ve dig. (2014) enfekte

baliklarin beyaz kan hiicrelerinde azalma oldugunu belirtirken bizim yapmis oldugumuz
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caligmada ise farkli olarak beyaz kan hiicrelerinin sayisinda artis oldugu dikkati ¢ekmistir.
Ayni arastiricilarin - enfekte gokkusagr alabaliklarindaki eritrositlerin  yapilarinda
bozulmanin yanisira kan hiicre sitoplazmalarinda kok sekilli bakterilerin bulunmasi gibi
bulgular bu arastirmadaki hasta levrek baliklarinda da gozlenmistir (Del Pozo, 2005;
Avsever ve dig., 2014).

Bu calismada incelenen deney baliklarina ait histolojik kesitlerde gozlenen karaciger
dokusunda hiperemi ve liquefaktif nekroz odaklar, kalp dokusunda hemoraji ve nekroz,
dalak dokusunda hemoraji ve melanomakrofa; odaklari, arka bobrek dokusundaki
haemopoietik dokuda liquefaktif nekroz ve hiperemi, solunga¢ dokusunda hiperplazi ve
telanjektiazis ve goz dokusunda hemoraji ve nekroz gibi bulgular bu konuda ¢alisan diger
arastiricilarin verileri ile benzerlik gostermistir (Del Pozo, 2005; Aver ve dig., 2010,
2014; Timur ve dig., 2011; Urkii, 2011; Didinen ve dig., 2014). Bu bulgular hemorojik
septisemi ile seyreden hastaliklarda goriillen patolojik bulgularla da benzerlik

gostermektedir (Timur ve Timur, 2011; Roberts, 2012).

Bu calismada kullanmis oldugumuz lam agliitinasyon, mikro-well agliitinasyon ve
ELISA gibi serolojik teknikler ile enfekte balik serumlarindaki antikorlarin tespiti
belirlenerek hastaligin hizli teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Kang ve dig.,
2004; Del Pozo, 2005; Urkii, 2011; Austin ve Austin, 2012). L. garvieae ile ilgili yapilan
farkli lam agliitinasyon deneylerinde kapsiillii (KG-) suslarin kapsiilsiiz (KG+) suslara
gore hastalik yapma 6zelliginin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Ooyoma ve dig.,
2002; Kang ve dig. 2004). Bu calismada kullanmis oldugumuz yerli izolatn Urkii
(2011)’ntin doktora tezinde belirtmis oldugu gibi kapsiillii (KG-) L.garvieae susu olmasi
nedeniyle hastalilk yapma yeteneginin yiiksek oldugu bir kez daha kanitlanmistir
(Ooyama ve dig., 2002, Kang ve dig., 2004; Vendrell ve dig., 2006).

Bu ¢alismadaki enfekte baliklarin etkene karsi serumlarinda (farkli diliisyonlarin) olusan
antikor titresinin belirlenmesinde kullanilan mikro-well agliitinasyon tekniginde lam
agliitinasyona kiyasla daha etkili bir yontem oldugu dikkati ¢ekmistir (Roberson, 1993;
Timur ve Timur, 2003). Yirlitmiis oldugumuz bu deneysel enfeksiyon calismasinda
oldugu gibi yurdumuzdaki ¢alismalara bakildiginda Kubilay ve dig. (2008) bu teknigi L.
garvieae’ye kars1 gokkusagi alabaliklarinda gelistirmis oldugu asi ¢alismasi sirasinda

antikor seviyesinin belirlenmesinde basar1 ile kullanmistir. Deneme baliklarimiza ait
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serum Orneklerinde 40. giinden itibaren yiiksek agliitinasyon reaksiyonu gozlenirken ayni
arastiricinin yapmis oldugu ¢aligmada ise bu reaksiyonda 30. giinden itibaren artis oldugu

bildirilmektedir.

ELISA teknigi Nil tilapyalarinda (Pasnik ve dig. 2006) ve hibrit ¢izgili levrek baliklarinda
(Morone chrysops & M. saxatilis) (Shelby ve dig. 2002a, 2002b, 2004) Streptococcus
spp.’den kaynaklanan hastaliga karsi olusan immiin parametrelerin incelenmesinde
yaygin olarak kullanilirken, gékkusagi alabaliklarinda L. garvieae ile yiiriitiilen deneysel
enfeksiyon ¢alismalarinda oldugu gibi bu calismadaki enfekte levrek baliklarinda da
basarili olarak kullanilmistir (Del Pozo 2005; Urkii 2011). Elde edilen bu sonuglar
ELISA testinin diger serolojik tekniklere gore daha hassas ve bakteriye karsi olusan
humoral yanitin gelisiminin belirlenmesinde daha duyarli bir yontem oldugunu bir kez
daha gostermistir (Shelby ve dig. 2002 a,b;2004; Del Pozo, 2005; Pasnik ve dig. 2006;
Urkii 2011).

Sonug olarak; bu yiikseklisans tezi ile L. garvieae ile ilgili yardumuzdaki daha 6nceki
caligsmalardan farkli olarak ilk kez bir deniz balig tiirtinde deneysel olarak enfeksiyon
olusturulmustur. 10% CFU/ml bakteri dozunun deney baliklarinda akut 6liimlere neden
oldugu gozlenirken diger dozlarm (10° ve 10’ CFU/ml) verildigi baliklarda hastaligin
daha kronik seyrettigi dikkati ¢cekmistir. Bu bakteri ile ilgili olarak yurt dis1 ve yurt
icindeki diger arastiricilarin dogal veya deneysel enfeksiyon ¢alismalarinda kullandiklar
hematolojik yontemlere bakildiginda ancak hematokrit degerinin belirlenmesi ve kan
hiicrelerinin sayimi gibi birkag teknik kullanilmistir. Yiriitmiis oldugumuz bu calismada
ise bu teknikler yanisira ESO ve koagiilasyon hizinin belirlenmesi gibi farkli yontemler
kullanilarak hastaliin enfekte levrek baliklarinin kan parametreleri tizerindeki etkisi
arastiritlmistir. Hematolojik incelemeler sonucunda enfeksiyonun hasta baliklarin
kanlarina ait ESO ve koagiilasyon siiresinde de diisiise neden oldugu ilk kez bu ¢alisma
ile ortaya cikarilmistir. Farkli serolojik yontemler kullanilarak da enfekte levrek
baliklarinda hastaligin teshisi yanisira serumdaki antikor seviyesi tespit edilmis ve en
duyarli serolojik yontemin ELISA oldugu goriilmustiir. Bu tezden elde edilen detayli
veriler dogrultusunda Lactococcosis’in  yurdumuzdaki kiiltiir deniz baliklarinda

gorlilmesi halinde hastaligin balikta olusturdugu klinik tablonun bilinmesi yanisira farkl
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teshis yontemleriyle teshisinin hizli yapilmasina bagli olarak hastaligin tedavisi ve

kontrolii i¢in erken miidahale sans1 dogacaktir.
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