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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

JAPON BALIKLARI (Carassius auratus, L.1758)’ nda Aeromonas hydrophila
ENFEKSIYONUNA KARSI ASILAMA STRATEJILERININ
GELISTIRILMESI

Alican DEMIR

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dah

Damsman: Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

Bu calismada, A. hydrophila karsi asilarmin Japon baliginda (Carassius auratus,
L.1758) olusturdugu koruyucu etki arastirilmistir. Bu amagla monovalan as1 (A.
hydrophila, AHS) immersiyon (im), intraperitonal (ip) enjeksiyon; polivalan (A.
hydrophila AHS, AHJ, AH1) as1 ip enjeksiyon ve monovalan as1 - glukan (100
ug/ml) ip enjeksiyon, Monovalan as1 - Freund’s complete adjuvant (FCA) (1:1) ip
enjeksiyon asilart ile Japon baliklart asilanmistir. Adjuvantsiz asilarla asilanan
baliklara 30. giinde as1 tekrar1 yapilmistir. A. hydrophila kars1 asilamadan sonra 50.
giinde asilanan gruplara ve kontrol gurubuna LDz doz (1 x 10° cfu / ml) A.
hydrophila ip enjeksiyonla verilerek epriivasyon uygulanmistir. Asilanan deneme
grubu baliklarda 50. giinde RPS degerleri polivalanla (%100), monovalan - FCA’la
(%78.6), monovalan - glukanla (%67.9) ve monovalanla (%32) olarak tespit
edilmistir. Japon baliginda en fazla viriilense sahip olan 3 sustan hazirlanan karma
asinin baliklarda ¢ok iyi bir koruma sagladigi gézlenmistir. A. hydrophila bakterisi
kullanilarak farkli yontemlerle immunize edilen baliklarda mikroaglutinasyon
testinde antikor titresi; monovalan - FCA 1/32, polivalan 1/8, Monovalan ve
Monovalan - glukan uygulanan gruplarda 1/4 diliisyonunda agliitinasyon olustugu

tespit edilmistir.
Anahtar Kelimeler: Carassius auratus, Aeromonas hydrophila, Asi,

Mikroaglutinasyon, Epriivasyon, Freund’s complete adjuvant (FCA), Glukan

2015, 74 sayfa



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

THE DEVELOPMENT OF VACCINATION STRATEGIES AGAINST
Aeromonas hydrophila INFECTION IN GOLDFISH (Carassius auratus, L.1758)

Alican DEMIR

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

Supervisor: Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

In this study, the protective effect of vaccines against A. hydrophila was investigated
in goldfish (Carassius auratus, L.1758). For this purpose, goldfish was inoculated
with monovalent vaccine (one strain A. hydrophila, AHS) immersion, intraperitoneal
(ip) injection, polyvalent (three strains A. hydrophilic AHS, AHJ, AH1) vaccine ip
injection and monovalent - glucan (100 pg/ml) ip injection, Monovalent - FCA (1: 1)
vaccines ip. Adjuvantless of vaccine used in the fish groups was carried out again
booster vaccination in the 30 days. The control group and vaccinated fish groups
were challenged by ip injection of LD doses (1 x 10° cfu / ml) against A. hydrophila
pathogen at the day 50 post-vaccination. RPS value of vaccinated fish groups were
determined as the polyvalent (%100), monovalent - FCA (%78.6) to the monovalent
- glucan (% 67.9), monovalent (% 32). Three different strains of the most virulence
of A. hydrophila were prepared for the mix vaccine to fish which were observed very
well in the protection of goldfish. A. hydrophila bacteria with using different
methods to immunize the fish in antibody titer to test in microagglutination. Serum
microagglutination test antibody titre was seen monovalent - FCA to 1/32, polyvalent

1/8, monovalent and Monovalent - glucan groups 1/4 dilution agglutination.

Keywords: Carassius auratus, Aeromonas hydrophila, Vaccine, Microaggutination,
Challenge, Freund’s complete adjuvant, Glucan

2015, 74 pages
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1. GIRIS

Akvaryumlar dogal ortamlarda gdérme olanagi bulamadigimiz sualti diinyasini
izlememize olanak saglayan sistemlerdir. Bitki, balik ve diger kosullar1 kontrollii
ve dengeli olarak tutulan akvaryumlar uzun bir siire sorun yaratmadan hizmet

verirler (Hekimoglu, 2006).

Akvaryumlar, saydam malzemelerden yapilan ve genellikle icerisine basta balik
tiirleri olmak tizere omurgasizlar, kurbagalar, deniz memelileri ve siirlingenler gibi
suda yasayan hayvanlar ve bitkilerin sergilenmesi amaciyla kullanilan i¢i su (tath
veya tuzlu su) dolu, boyutlar1 kiigiik bir kavanozdan biiyiik su tanklarna kadar
degisen cam yada yiiksek direngli plastik gibi yapilardir. Akvaryum kelimesi Latince
su anlamina gelen “aqua” sozciigi ile yer, bina anlamina gelen “-rium” son ekinin

birlestirilmesiyle olusmustur (Alpbaz, 1993).

Siis baliklan yetistiriciligi, su trlinleri sektorii agisindan pek dnemli goriinmese de
son yillarda hizla gelisen bir sektor konumundadir (Alpbaz, 1993). Yilda 15 milyar
Amerikan dolar1 (USD $) ticaret hacmi ve yillik % 14 biiyiime oran: ile tropik ve
subtropik bolgelerdeki az gelismis ve gelismekte olan iilkelerin ekonomik gelisimine
onemli oranda katkida bulunmaktadir (Tlusty, 2002; Anonim, 2011).

Uluslararas1 pazarda 30-35 tiir piyasanin en onemli bir boliimiinii olusturmaktadir.
Bunlarin basinda Japon baliklari, canli doguranlar, neon tetra, zebra balig1 ve diskus

baliklar1 gelmektedir (Hekimoglu, 2006).

Ulkemizde, iklim kosullar1 nedeniyle en fazla iiretimi yapilan siis balig tiirii, dis
tilkelerde altin balik olarak tanian Japon balig1 olup, yetistiriciliginde yar1 kontrollii
iiretim yontemi kullanilmaktadir. Isletmelerdeki bu iiretim artisgina artisa paralel
olarak tesislerde bakteriyel ve diger balik hastaliklar nedeniyle 6nemli diizeyde

verim ve ekonomik kayiplar ortaya ¢ikmaktadir.

Tiirkiye’de akvaryum konusu 40-50 yillik bir ge¢mise sahiptir. Popiiler anlamda
akvaryum merakinin 1980’li yillardan sonra endiistiyel olarak gelismeye baglamis ve
su irilinleri tiretimi igerisinde ekonomik 6nemi olan bir is kolu haline gelmistir.
Ancak akvaryum baliklarinin yurtigi tesislerden ziyade genellikle ithalata yoluyla

teminin edildigi gozlenmektedir. Bununla birlikte yurtici ve yurtdisi balik



transferlerinin en riskli yanminin hastalik etkenlerinin beraberinde naklettigi

bildirilmektedir (Alpbaz, 1993; 2000; Hekimoglu, 1997; Cagirgan, vd., 1996).

Son yillarda, uluslararast akvaryum balik¢iliginin ticaret hacmine bakildiginda
tahmin edilenden daha ¢ok 6nem kazandigi bildirilmektedir. Akvaryum konusuna
iilkemizde genel olarak bir hobi goziiyle bakilsa da giliniimiizde su {riinleri
yetistiriciligi acisindan Onemli bir sektér konumunda oldugu goriilmektedir.

Ulkemizde ise iiretimi ve satis1 en fazla yapilan akvaryum baligi Japon baliklaridir.

Bu kayiplarin ortadan kaldirilmasinda hastaliklarin tespiti ve miicadelelerinin etkin
ve dogru yapilmasi sarttir. Bu baglamda hastaliklarla miicadelede en etkin yollardan
biri hastaliklar ortaya ¢ikmadan 6nce as1 uygulamalarinin yapilmasidir. Ulkemizde
siklikla goriilen Aeromonas hydrophila enfeksiyonlari Japon baliklarinda da son
yillarda ciddi seviyede olimlere yol agmaktadir. A. hydrophila’ya karsi iyi bir
koruma saglamasi ve bu asmin ticari Uriin halinde iilkeye sunulmasi Onem

tasimaktadir.

Japon baliklari, Avustralya kitas1 disinda biitlin diinyaya dagilmis bulunan
sazangiller ailesi i¢inde yer alir. Giiniimiizde pek cok iilkede bu baliklarin altin
parlakliginda olmalar1 nedeniyle “Goldfish” denmektedir. Japon baliklar1 Avrupa ve
tilkemizde yavas akan sularda, géllerde bulunmaktadir (Demirsoy, 1993). Genellikle
ilik sulan tercih etmekle birlikte 5-30°C su sicakligi aralifma tolerans gosterirler
(Altinkoprii, 1983; Alpbaz, 1984).

Akvaryumlarda yetistirilen baliklarin, kendi dogasina uygun c¢evresel kosullar
tutulmasina 6zen gosterilmesi gerekmektedir. Akvaryumlarda baliklarin ¢ok yogun
bulunmasi, akvaryum suyunun ¢abuk bozulmasina neden oldugu gibi suyun fiziksel,
kimyasal ve biyolojik ozelliklerin degismesine kosullarin bozulmasina yol acar.
Boyle akvaryumlarda hastaliklar kolayca ortaya cikarak yayilir ve diger duyarh

baliklarinda hastalanmasina ve hatta 6liimlere neden olur (Arda vd., 1995).

Akvaryum baliklar yetistiriciliginde zaman zaman 6liimlere ve ekonomik kayiplara
neden olan bakteriyel ve paraziter hastaliklarin klinik belirtilerinin tanimlanmasi,

sagaltimlarinin yapilmasi olduk¢a 6nem tasiyan titiz ugrasi gerektiren bir konudur.

Akvaryum baliklar1 liretimi ve pazarlamasi ¢ok hizli gelisen bir sektor haline

gelmistir. Bircok gelismis iilkede baliklarin akvaryum faaliyetleri yaygin olarak

2



yapilmaktadir. Bu nedenle basarili bir akvaryum balig1 yetistiriciligi ve iiretiminde
hastaliklar biiylik bir tehlike olusturur. Cogu bakteriyel hastaligin kontroliinde
antibiyotik kullaninminin yararli olmasi1 ile birlikte antibiyotik direngliliginin
gelismesi, hastaliklarin niikset etmesi gibi durumlar karsisinda ilave uygulamalar
gerekmektedir. Bu nedenle akvaryum baliklarinin hastaliklarinda da profilaksi amaci

ile asilar gelecekte biiyiik bir 6nem arz edecektir.

Kiiltiir baliklarinda uygulanan bazi profilaktik kurallar akvaryum baliklar1 iginde
gecerlidir. Su kalitesinin bozulmasi, uygun olmayan yemleme, akvaryuma fazla
sayida balik konulmasi gibi olumsuz kosullar viicut direncinin azalmasina neden
olur. Hastalik ¢iksin veya ¢ikmasin, akvaryumlar belli periyotlarda iyi bir sekilde
dezenfeksiyona tabi tutulmalidir. Akvaryum balig1 yetistiren isletmelerdeki hijyen
kiiltiir balig1 yetistiren isletmelere gore daha Onemlidir. Hijyenik kosullarin tam
olarak yerine getirilememesi akvaryum baliklarina énemli zararlar verir. Ozellikle,
biiylik akvaryum balig1 yetistiricileri devamli saglik kontrolleri i¢in 6zel boliimler
kurarak, hastaliklara karsi gerekli onlemleri almalidir. Akvaryum baliklarinda sik
rastlanan, baliklarin sagliklarin1 olumsuz etkileyen, yiiksek oliimlere ve ekonomik
kayiplara neden olan bakteriyel hastaliklar sik¢a goriilmektedir. En 6nemli bakteriyel
hastaliklar Columnaris, Aeromonas ve Pseudomonas enfeksiyonlari, bakteriyel

solungag hastalig, tilser hastaligi ve balik tiiberkiilozudur (Arda vd., 1995).

Antalya da ticari akvaryum balig1 yetistiriciligi yapan bir isletmeden hasta Japon
baliklarindan (Carassius auratus), A. hydrophila, A. caviae ve A. sobria bakterileri

izole ve identifiye edilmistir (Korun ve Toprak, 2007).

Farkli balik tiirlerinde A. hydrophila tarafindan meydana gelen enfeksiyonlar
onlemek i¢in deneysel as1 incelenmis olmasina ragmen uygun bir ticari as1
gelistirilmesi grup i¢inde mevcut mezofilik hareketli Aeromonas tiirlerinin biiyiik
fenotipik ve serolojik heterojenite gostermeleri nedeniyle engellenmektedir. Aslinda
yaklagik 100 serotip hareketli Aeromonas grubu iginde profilaktik dnlemler; 1yi bir
hijyen, yiiksek stok yogunlugundan kaginma, elle miidahaleyi en aza indirmek gibi

1yi korumay saglamigtir.

Aeromonas hydrophila yillardir su iriinleri sektoriinde kayiplara neden olan 6nemli
bir patojendir. Tath sularda firsatgr bir patojen olarak bilinmesi nedeni ile

akuakiiltirde yaygin olarak hastaliklara sebep olabildigi gibi tathisu akvaryum
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sistemlerinde de bu patojenden kaynaklanan hastaliklara sik¢a raslanmaktadir.
Akuakiiltiirde A. hydrophila’ya kars1 gelistirilen deneysel asilar gesitli aragtirmacilar
tarafindan rapor edilmistir (Lamers vd., 1985; Baba vd., 1988; Leung vd., 1997,
Rahman ve Kawai, 2000). Ancak akvaryum baliklarinda kullanilan asilar ile ilgili

calismalar oldukga az sayidadir (Navot vd., 2011; Thanga vd.,2013).

Japon baliklariin hizli adaptasyon yetenegi, dayanikli yapis1 ve su sicakligi
degisimine toleransli olmasi gibi nedenlerle akvaryum sektoriinde 6nemli ve popiiler
bir yeri olan tiirdiir. Japon baliklarinin baslica problemlerinden biri A. hydrophila’nin

sebep oldugu hareketli aeromonas septisemi hastaligidir.

Bu arastirmada, Japon (Carassius auratus), gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) ve sazan (Cyprinus carpio) baliklardan izole edilen A. hydrophila suslari ile
adjuvanth ve adjuvantsiz deneysel asilar hazirlanarak Japon baligina immersiyon ve
enjeksiyon asilama yontemleriyle asilanmis ve asinin etkinligi hesaplanmistir. Ayrica
hazirlanan asilarin etkinligi nispi hayatta kalma yiizdesiyle (RPS) ve immunize
edilen baliklarin kan serumlarinda antikor varligi mikroagliitinasyon yontemi
kullanilarak tespit edilmistir. BOoylece bu c¢alismada hazirlanan agilarin balikta

koruyucu etki olusturabilmesi konusu arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Japon Bahginin Sistematikteki Yeri

Japon baligi bilimsel olarak isimlendirilmesi ilk olarak 1758 yilinda Linnaeus
tarafindan yapilmistir. Japon havuz baligi olarak isimlendirilen Carassius auratus’un

sistematikteki yeri asagida belirtildigi gibidir (Ekingen, 1988).

Alt Siuf . Actinopterygii
Takim : Cypriniformes
Familya : Cyprinidae

Cins : Carassius

Tir : Carassius auratus

2.2. Japon Balig Biyolojisi

Japon balig1 4-24°C arasindaki farkli su sicakliklarinda yasamlarim siirdiire bildikleri
tespit edilmistir (Hunnam, 1983). Bu baliklarin havuzlarda buzun altinda dahi
yasadiklart ve kot sartlara dayanikli olduklari saptanmustir (Sweeney, 1990; Mills
vd.,1993). Japon baliginin dogal olarak bulundugu gollerde yapilan incelemelerde
¢ozlinmiis oksijen miktarinin 8.7 mg/l, pH degerinin ise 7.1-9.7 oldugu belirtilmistir
(Wang, 1989). Diisiik pH sartlarinin bu baliklarin hareketlerinde olumsuzluklar
meydana getirdigi tespit edilmistir (Garg vd., 1992). Japon baliginin 2-4 yasinda
eseysel olgunluga ulastig1 fakat bu baliklarin en verimli donemlerinin 3-4 yaslari
arasinda oldugu bildirilmistir (Altinkoprii, 1987; Mertlich, 1987; Celikkale, 1988;
Demirsoy, 1993). Kaliteli yemlerle giinde 1-2 defa beslemenin yeterli oldugu
(Mertlich, 1987; 1989), verimli yumurta alimi iginse ¢ok iyi yemleme yapilmasinin
gerekli oldugu belirlenmistir (Mertlich, 1989).

2.3. Japon Bahg Yetistiriciligi

Japon baliklarinin iiretiminde 2x2 m veya 2x3 m ebatlarinda derinligi 30-40 cm olan
bitkilendirilmis toprak havuzlar kullanilabilir (Alpbaz, 1991). Tarihi Cin kayitlarina
gore kirmizi renkli ilk Japon baligt M.S. 2. yiizyilda kesfedilmistir. Onbesinci
yiizyilda ise kavanoz tipi kaplarda evlere alindigir kabul edilmektedir. Buradan da

anlasildig1 gibi bir siis balig1 olarak en eski ele alinan balik tiirlerinden biri oldugu



rapor edilmistir. Son 2-3 yiizyilda yapilan 1slah ¢aligmalar1 sonucu pek ¢ok varyete
gelistirilmistir (Alpbaz, 2000).

Akvaryumda bulunan baliklardan bazilarinin karinlarinin asir1 sekilde sismis olmasi
bu baligin yumurtali oldugunu gosterir. Bu baliklarda aniis ige dogru ¢okiik olur.
Cinsel olgunluga erismeleri akvaryum kosullarina gore degisir. Isis1 sabit tutulan ve
22-25 °C olan akvaryumlarda yil boyu, disarida agik havuzlarda ise ilkbahar
aylarinda {retilirler. Bazi basarili Japon baligi iireticileri baliklara kondisyon

kazandirmak igin balik eti verilmesini 6nermektedir. (Alpbaz, 2000 ).
2.4. Aeromonas hydrophila Enfeksiyonu

Aeromonas hydrophila genellikle ¢esitli nedenlerle stres altinda kalan baliklarda
hemorajik septisemi ile seyreden sistemik bir hastaliktir. A. hydrophila’nin hemorajik
septisemi hastaliginin etkeni olarak ilk kesfinden bu yana, A. hydrophila ¢ok ¢esitli
tath su baligindan patojen olarak izole edilmistir. Bu bakteri bircok tathi su
baligindan ve ara sira deniz baliklarindan, siiriingenlerden ve insanlardan izole
edilmistir. Bununla birlikte en 6nemli hastalik kiiltiir tath su baliklarinda meydana
gelir. Bakteri, tatli sulara yayilmis bir bi¢imde, organik materyal igeren dip
sedimentlerinde ve baligin bagirsaklarinda bulunur (Snieszko ve Axelrod, 1971;
Shotts vd., 1980; Roberts ve Shepherd, 1986; Austin ve Austin, 1987; Roberts, 1993;
Bruno ve Poppe, 1996; Camus vd., 1998; Aoki, 1999; Cipriano, 2001; Timur ve
Timur, 2003). Bununla birlikte, Hazen vd., (1978) tatli suyun denize karistig1 ac1 su
sistemlerinde ve ¢ok tuzlu sular hari¢ her tuzlulukta A. hydrophila’nin bulundugunu
bildirmislerdir. Birgok kiiltiir ve dogadaki tatli su baliklar1 A. hydrophila’nin neden
oldugu enfeksiyona duyarhidir: kahverengi alabalik (Salmo trutta), gokkusagi
alabalig1 (Oncorhynchus mykiss), chinook salmon (Oncorhynchus tshawytscha), ayu
balig1 (Plecoglossus altivelis), sazan baligi (Cyprinus carpio), kanal yayin baligi
(Ictalurus punctatus), Japon yilan baligi (Anguilla japonica), Amerikan yilan baligi
(Anguilla rostrata), Japon baligi (Carassius auratus) ve tilapia (Oreochromis
nilotica) (Snieszko ve Axelrod, 1971; Austin ve Austin, 1987; Roberts, 1993; Aoki,
1999; Timur ve Timur, 2003). Bakteriyel septiseminin klinik bulgularini gdsteren
baliklarda A. hydrophila, A. caviae ve A. sobria patojenleri izole edilmistir. Fakat bu
tirlerden en ¢ok izole edilen A. hydrophila olmustur (Roberts, 1993; Aoki, 1999;
Cipriano, 2001; Timur ve Timur, 2003). Genellikle tiirler arasindaki ayrim

6



karbonhidratlar ve diger biyokimyasal reaksiyonlar temel alinarak yapilir. A.
hydrophila, A. cavie ve A. sobria gesitli ayrim faktorleri temel alinarak kolaylikla
birbirinden ayirt edilir. A. hydrophila, A. cavie ve A. sobria tiirlerinin birbirinden

ayrimi Cizelge 2.1.de gosterilmistir (Koneman vd., 1992; Roberts, 1993).

Cizelge 2.1. A. hydrophila, A. cavie ve A. sobria tiirlerinin birbirinden karekteristik
ayrim1 (Koneman vd., 1992, Roberts, 1993).

EECTTT - .
o moman wome .

Arginin dihidrolizi —+ +

Lizin dekarboksilaz =F

Arabinoz kullamimi 4F

Salicin fermantasyonu

Asetoin iiretimi (VP test)

Glukozdan gaz iiretimi —+

Sistinden HZ2S iiretimi

+

(+): pozitif, (-): negatif

Hareketli aeromonadlar balik patojeni olarak bilinse de bu bakterilerin saglikli
baliklarin normal bagirsak mikroflorasinda ve viicudun dis yiizeyinde de bulundugu
ve izole edilebilmektedir (Sanders ve Fryer, 1988; Roberts, 1993, Aoki, 1999;
Karatas ve Candan, 2003). Bu nedenle bu bakterilerin varligi kendi basina hastalik
etkeni degildir ve cogunlukla bu bakterilerin neden oldugu hastalik ¢ikislarina etki
eden faktor stres olarak diisiiniliir (Snieszko ve Axelrod, 1971; Shotts vd., 1980;
Austin ve Austin, 1987; Roberts, 1993; Camus vd., 1998; Aoki, 1999; Noga, 2000;
Cipriano, 2001; Timur ve Timur, 2003). Bu stres faktorleri genellikle, intensif
yetistiriciligi yapilan baliklarda kotii ¢evresel ve fizyolojik parametreler olarak
bildirilir. Manipiilasyon, yiiksek sicaklik, su sicakligindaki ani degisiklikler, nakil,
diisiik ¢ozlinmiis oksijen, yiiksek amonyak ve nitrit seviyesi, besin tuzlarinin azlig
gibi stres faktorleri ve mantar veya parazitik enfeksiyonlarina karsi duyarlihigi

arttirir.

Hastaligin siddetini, bakteriyel virulans, bir balik popiilasyonundaki stres ¢esidi ve

derecesi, konak¢inin fizyolojik durumu ve spesifik balik popiilasyonu i¢indeki dogal



genetik direng gibi bir takim faktorler etkiler (Roberts, 1993; Aoki, 1999; Cipriano,
2001).

Aeromonad enfeksiyonlar1 her yagtaki balikta goriiliir fakat kayiplar genellikle yavru
baliklarda daha siddetlidir. Hastalik c¢ikis1 genellikle ilkbaharda su sicakliginin
yiikseldigi donemde gerceklesir (Roberts, 1993; Camus vd., 1998; Aoki, 1999;
Timur ve Timur, 2003). Kontrollii laboratuvar sartlari altinda De Figueredo ve Plumb
(1977) hasta baliklardan izole edilen hareketli acromonad suslarinin, sudan izole

edilen suslardan daha virulent oldugunu bulmuslardir.
2.5. Aeromonas hydrophila’da Viriilens Faktorleri ve Cevreyi Algilama

Aeromonas spp. gram negatif ¢ubuk seklinde Vibrionaceae ailesine mensup olup,
memeliler ve baliklarin 6nemli ve firsatg1 patojenlerinden birisidir. Bakteri fosfolipid
kolesterol agiltransferaz (Maclntyre ve Buckley, 1978), lipaz (Anguita vd., 1993) ve
serine proteaz (Whitby vd., 1992) igeren bir dizi viriilens mekanizmalarina sahiptir.

Aeromonas’ larin degisik viriilens faktorleri ve toksijenik mekanizmalar1 vardir.
Bunlar arasinda, enterotoksinler, hemolizinler, hemaglutininler, endotoksinler, yiizey
adezinleri (fimbria) ve gesitli proteazlar bulunmaktadir (Baylan ve Yilmaz, 2004). A.
hydrophila ekzoproteaz aktivitelerinden serine proteaz ve metalloproteaz
aktivitelerinin her ikisini de olusturabildigi gibi hem molekiildeki azot kokii tasiyan

kazeini par¢alama hem de jelatini eritme kabiliyetine sahiptir (Swift vd., 1999).

2.6. Hareketli Aeromonad Septisemi (MAS, Bakteriyel Hemorajik Septisemi,
Kizil Veba)

Tatli, tuzlu, 1lik ve soguk sularda bulunan biitiin baliklar bu hastaliga hassastir. Tim
diinyada yaygin olarak goriiliir. Havuzlarda kiiltiirii yapilan sazan, Japon baligi,

yayin baliklarinin bir hastaligidir.

Aeromonas hydrophila onun sinonimleri olan A. formicans, A. liquefasciens, A.
punctata baliklarda hemorajik septiseminin etkeni olarak taninmistir. Buna ek olarak
hareketli aeromonadlar kurbagalar, kaplumbagalar ve yilanlarda hastalik olusturur.
Bunun Gtesinde, hareketli aeromonadlar insanlarda gastro-enteritis, yara

enfeksiyonlar1 ve septisemi vakalarinda rol alirlar.



Tatli sular 6zellikle organik maddece zengin sular normal olarak A. hydrophila’nin
habitat1 olarak kabul edilmektedir. Fakat son zamanlardaki bulgular baliklarda barsak

florasinda da bulunabilecegini gostermektedir.

Hareketli aeromonadlardan Aeromonas caviae ve Aeromonas sobria’nin da arasira
hasta baliklardan izole edildigi bildirilmektedir. Eski ve spesifik bir isim olmayan
bakteriyel hemorajik septisemi adi bugiin biitiin Gram negatif bakterilerin baliklarda
neden oldugu sistemik enfeksiyonlar igin kullanilmaktadir. Hareketli aeromonad
sptisemi adi, yakin bir gegmiste ilk olarak 1982 yilinda kiiltiir yayin baliklarinda
(Ictalurus punctatus) kullanilmistir. Bu isim genel olmayip, kesin ve tarif edici bir

isim olmustur.

Bakteriyel septiseminin klinik bulgularim1  gosteren baliklarda Aeromonas
hydrophila, Aeromonas caviae ve Aeromonas sobria izole edilmistir. Fakat
bunlardan en ¢ok izole edilen A. hydrophila olmustur. Bu organizma Rhabdovirus
carpio enfeksiyonundan veya parazitik enfestasyona ugramis sazan baliklarinda ve
iireme doneminde Olen salmonid baliklarda sekonder enfeksiyon etkeni olarak
bulunmustur. Bu nedenle motile aeromonadlarin primer patojen olup olmadiklar
konusunda siiphe edilmektedir. Ancak, bu enfeksiyon etkeni hangi sebeple olursa
olsun primer viral veya primer parazitik enfeksiyondan sonra konakgiyi istila edip
sartlar1 derhal kotiiye gotiirerek 6liimiin bag sorumlusu olmaktadir (Arda vd., 2002;
Candan ve Karatas, 2010).

2.6.1. Hastahgn etiyolojisi

Aeromonas hydrophila Gram-negatif, 0.3-1.0 X 1.0-3.5 um boyutunda fermantatif,
tek polar flagellalar1 sayesinde hareketli gubuklardir. TSA besiyerinde 20-25 °C de
24-48 saat inkiibe edildiklerinde krem rengi, yuvarlak, hafif kabarik koloniler
gelistirirler. Sitokrom oksidaz ve katalaz reaksiyonlar1 pozitiftir. Aeromonas
hydrophila O/129 vibriostat testine karsi direnglidir, nitratlar1 nitrite indirger, %6
sodyum klorid (NaCl) igeren besiyerinde tiremez ve genellikle amfisilin ve
karbenisilin’e kars1 direnglidir. DNA’nin Guanin+Sitozin (G+C) orant %57-63tiir.
Diger karakteristik 6zellikleri Cizelge 2.2.’de gosterilmistir (Austin ve Austin, 1987,
Sanders ve Fryer, 1988; Roberts, 1993; Aoki, 1999; Austin ve Austin, 1999; Timur
ve Timur, 2003).



Cizelge 2.2. Aeromonas hydrophila’nin biyokimyasal 6zellikleri (Austin ve Austin,
1987, Sanders ve Fryer 1988, Roberts, 1993, Aoki, 1999, Austin, 1999)

[ Ovemx | cevar Ozellik
Sitrat kullanum

+ Nisasta hidrolizi +
- Asit aretimi

- Arabinoz .
MR | : Fruktoz .
- Galaktoz -
fndor - Glukor -
- Giserol D
D Inositol :
Ornitin - Laktoz D
dekarboksilaz

= Maltoz .
= Mannitol -
- Ramnoz :
: salicin .
= Sorbitol :
+ Sukroz +
+ Trehaloz +
- Ksiloz -

(+): pozitif reaksivon, (-): negatif reaksivon, D: deg8isken
2.6.2. Klinik bulgular ve patoloji

Hasta baliklarin yiizgeclerinde ve viicut ylizeyinde deride yaygin hemorajik odaklar
goriilir ve bu nedenle bu hastalik genellikle kirmizi yiizge¢ hastaligr olarak
isimlendirilir. Ulseretif deri ve kas lezyonlari, yiizgeglerde nekrotik lezyonlar,
ekzoftalmus, yiizgec ve kuyrukta erime goriiliir. Pullar gevseyerek diisebilir. I¢
organlarda hemoraji ve karin boslugunda kanli sivi bulunur. Dalak ve bdbrek
geniglemistir (Snieszko ve Axelrod, 1971; Shotts vd., 1980; Austin ve Austin, 1987;
Roberts, 1993; Bruno ve Poppe, 1996; Camus vd., 1998; Aoki, 1999; Noga, 2000;
Cipriano, 2001; Timur ve Timur, 2003; Timur vd., 2003; Giivener ve Timur, 2005).

Birgok vakada Oliim sonrasinda goriilen baslica bulgu i¢ organlarda hiperemi,
mesenteriumda, viseral ve parietal peritonda hemorajidir. Hastaligin siddetli
gorildiigli vakalarda tiim i¢ organlar parlak kirmizi renkte olabilir. Dalak genislemis
ve kiraz kirmizisi rengindedir. Genislemis bdbrekte genellikle nekroz goriiliir

(Snieszko ve Axelrod, 1971; Roberts, 1993; Aoki, 1999; Timur ve Timur, 2003).

Lokal olarak kas nekrozu (myonecrosis) goriilebilir. Genellikle kas nekrozu
yiizeyseldir ve iilserlerle iliskilidir veya rektal prolapsus sonucunda aniis etrafinda
gortliir. Deri lezyonlar1 dermisde 6dem seklinde baslar. Daha sonra epidermiste
tilserasyon ve en son olarak da kasa kadar inen hemorajik nekroz goriiliir (Snieszko

ve Axelrod, 1971; Roberts, 1993; Aoki, 1999; Timur ve Timur, 2003).
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2.6.3. Histopatoloji

Histolojik olarak bu durum yaygin fokal nekrotik lezyonlara neden olan septisemi
seklinde karakterizedir. Hiperemi ve kapillar hemoraji ve ¢cok sayida makrofajin ve
diger l6kositlerin kapillar damarlardan dokulara gog¢ii goriiliir. Lezyonlar genellikle
akut fokal nekroz odaklar1 veya zonlar seklindedir ve o6zellikle hemopoietik
dokunun tamamen tahrip oldugu dalak ve bobregin yami sira karacigerde de
goriiliirler. Bobreklerde tiibiil epitelyum hiicreleri genellikle lumene dokiiliir ve
bobrek dokusunda ¢ogunlukla nekrotik tiibiiller ve hemopoietik doku ile sarilmis
glomeruluslar kalir. Bagirsaklar1 6rten mukoza genellikle nekrotik olup genis bir
alanda sindirim kanali lumenine dokilmistiir (Snieszko ve Axelrod, 1971; Roberts,
1993; Aoki, 1999; Timur ve Timur, 2003; Timur vd., 2003; Giivener ve Timur,
2005).

2.6.4. Epizootiyoloji

Etkenin tath sularda yaygin bir sekilde bulundugu bildirilmektedir. Boyle sulardaki
akuatik bitki ve baliklarda her an hastalik i¢in hazir bulunmaktadirlar. Hareketli
aeromonadlara bagli olarak gelisen cesitli sendromlar hastaligi baglatan uyariciya
baglt ¢ok degisiklik gosterirler. Sazanlarda genel tablo ister havuzlarda yetistirilen
sazan olsun, isterse siis balig1 olan Japon balig1 olsun, hastalik ¢ikisi ilkbaharda su
sicakliginin yiikseldigi, balik metabolizmasinin hizlandig1 ve sudaki besin maddesi

seviyesinin ve dolayisiyla baligin beslenmesinin arttig1 donemde gergeklesir.
2.6.5. Hastaligin Kontrolii

Aeromonas hydrophila enfeksiyonunun kontrolii bakterinin konak¢iya invazyonun
kolaylastiran faktorlerin kontrol altina alinmasiyla saglanabilir. Hastalik ¢iktiginda
ozellikle havuz baliklarinda ¢ogu kez hastaligin ¢ikisina neden olan stres faktorlerini
veya primer enfeksiyonu belirlemek miimkiin olmadig: gibi su akintisini, stoklama
yogunlugunu kolayca degistirmek ¢ogu zaman miimkiin olmaz. Hastalik ¢ikisindan
sonra tedavi oral antibiyotik tedavisi seklinde uygulanmaktadir. Kullanilan
antibiyotikler arasinda Kloramfenikol, nufirpirinol, oksitetrasiklin ve sulfamerazin
sayilabilir. Baliklar hastalik doneminde yem aliyorsa ilaglar genellikle etkilidir

(Timur ve Timur, 2003).
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A. hydrophila’nin antibiyotik tedavisinde bir¢ok diger bakteriyel enfeksiyonlarda
oldugu gibi en biiylik problem hemen antibiyotiklere karsin direncin olugmasidir.
Antibiyotikler sazan kiiltiiriinde koruyucu (profilaktif) olarak hemorajik septiseminin
gerek cevresel problemlerden gerekse yetistiricilik uygulamasindaki degisikliklerin
baliklarda olusturdugu stresten kaynaklandigi i¢in yilin belli donemlerinde
kullanilmaktadir. Sazanlarda dropsi goriildiigiinde 6li balik veya ¢ok hasta olanlar
toplanmali, sayilmali ve derin bir c¢ukura gomiilmeli veya yakilmalidir. Hasta
baliklarin havuzlar1 bosaltildiktan sonra kire¢lenmeli ve kis déoneminde kurumaya
terk edilmelidir. Profilaksi i¢in asilama bagka bir alternatif olusturur. Bu amagla
polivalan ticari asilarin gelistirilmesi gerekir. As1 yapimi ile ilgili bazi ¢aligmalar
bulunmaktadir. Bununla beraber ticari tirinler heniiz ortaya ¢itkmamistir (Timur ve
Timur, 2003).

2.7. Baliklarda Bagisikhik

Omurgalilarda bagisiklik; dogal (primer) ve kazanilmis (adaptive) bagisiklik olmak
tizere iki tiptir. Baliklarin bagisiklik sistemi memelilerin bagisiklik sistemine gore
daha az karisik sistem olmasina ragmen selliiler ve humoral bagisiklik gibi ¢esitli
koruma mekanizmalarin1 igermektedir (Ellis, 1978; 1988; 1989). Bagisiklik

hayvanlarda enfeksiyonlara karsi korunmada en 6nemli bir fizyolojik mekanizmadir.
2.7.1. Dogal bagisiklhik (Spesifik olmayan savunma)

Primer bagisiklik, dogustan savunma mekanizmalarina dayanir ve viicuda girebilecek
her tiirlii yabanci maddeye karst non - spesifik olarak c¢alisir. Bu savunma
mekanizmasi (spesifik olmayan bagisiklik sistemi) fagositik hiicreleri, interferonlari
ve viicutta bulunan lizozim, C-reaktive protein, aglutinin ve lizin gibi maddeleri
icerir (Ellis,1978; 1988; 1989; Busch, 1981; Pelczar vd., 1986; Trust, 1986; Janeway
ve Travers,1996).

2.7.2. Kazanilms bagisikhik (Spesifik savunma)

Kazanilmis bagisiklik canlida sonradan kazanilan bir durum olup ve viicudun
tepkime verme yetenegine bagli olarak patojene Kkarsi, spesifik reaktif lenfosit
(selliiler bagisiklik) veya serum antikorlarinin (humoral bagisiklik) olusmasidir
(Ellis,1978; 1988; 1989; Busch, 1981; Pelczar vd., 1986; Trust, 1986; Janeway ve

Travers, 1996). Kazanilmigs bagisiklikta savunma mekanizmasinin merkezi
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lenfosittir. Lenfositler kazanilmis bagisikligin, humoral, selliiler ve bellek gibi ii¢
asamasinin baslatilmasindan ve yiriitilmesinden sorumludur. Humoral cevap
“Homolog veya spesifik antijene karst antikor sentezinin uyarilmasi” olarak
tamimlanmaktadir. Bu serum protein molekiilleri (globulinler) antikorlar olarak
isimlendirilir. Bu nedenle patojenlerin aviriilent suslari, 6ldiiriilmiis patojenler veya
bunlardan elde edilmis antijenler, konakgiya verilecek patojen tarafindan, konak¢inin

hasta edilmesinin 6nlenmesiyle kazanilmis bagisiklik olusturulur (Post, 1987).
2.7.2.1. Humoral bagisikhik

Antijenin viicuda ilk kez girmesi halinde T ve B lenfositleri birlikte reaksiyon
verirler. B lenfositler plazma hiicrelerine veya bellek hiicrelerine dontisiirler (Ellis,
1978; 1988; 1989; Minbay, 1988; Arda vd., 1994). Plazma hiicreleri kendilerinin
olusmasini uyaran antijene kars1 6zel antikor iiretirken bellek hiicrelerine ve daha
sonra ayni antijenin ikinci kez viicuda girmesi halinde plazma hiicrelerine
dontigebilecek 6zellige sahip hiicrelerdir. T hiicreleri farkli bir fonksiyona sahiptir.
Baslangictaki T hiicreleri, yardimci hiicreler olarak isimlendirilirler. Bu klon
hiicreleri antijenin basglangi¢ stimulasyonu ile ¢ogalirlar. Uzun siire hayatta kalabilen
yardimc1 bellek hiicrelerine doniisiirler. Boylece ikinci bir uyarida T hiicrelerinin
sayist artar. Bunlar sayilar1 artan B bellek hiicreleri ile isbirligi yaparlar. Boylece
ikinci uyarida kandaki antikor {iretimi daha hizli gergeklesir ve birinci uyartya gore
daha yiiksek konsantrasyona ulasir (Ellis, 1988; Arda vd., 1994). Bellek hiicrelerinin
hizli ve yiiksek seviyede reaksiyon kabiliyeti nedeniyle patojen ve asilarin

uygulanmasini takiben dikkate deger artan bir direng olusturur (Ellis, 1988).
2.7.2.2. Seliiler bagisikhk

Timustan koken alan T lenfositleri selliiler bagisikligin hiicrelerini olusturur. T
lenfosit populasyonu T yardimci klonlarinin yani sira seliiler bagisikliktan sorumlu
klonlara da sahiptir. Bagisikligin bu boliimii genis bir sahay1 i¢ine alir ve viicudu
istila eden mikroorganizmalari fagosite ederek sindirmek suretiyle viicudun spesifik
olmayan koruma mekanizmasini olusturan makrofajlarin teminini saglar (Ellis, 1988;
Arda vd., 1994). Primer antijen stimulasyonunda T lenfosit klonlar1 seliiler
bagisiklikta rol alan cesitli farkli fonksiyonel hiicrelere doniisiir. Bunlar arasinda
oldiirticii hiicreler, baskilayict hiicreler ve lenfokin iireten hiicreler bulunur (Ellis,

1988).
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2.7.2.3. Immunoglobulinler (Antikorlar)

Immunoglobulinler antijenik uyarimlar sonucu viicutta plazma hiicreleri tarafindan
sentezlenen ve homolog antijenle birleserek spesifik bir reaksiyon verebilen
glikoprotein karakterindeki molekiillerdir (Giilmezoglu, 1975; Ilter, 1975; Minbay,
1988; Bilgehan, 1993; Miiftiioglu vd., 1993; Arda vd., 1994). Protein olmalar1
nedeniyle immunoglobulinler ¢ok iyi antijenik 6zelliklere sahiptirler. Kendilerine
kars1 antikor sentezini uyarirlar ve bunlarlada reaksiyon verirler. Antikorlar g¢esitli
maddelerle (FITC, izotop, enzim) konjuge edilerek serolojik reaksiyonlarda (FAT,
RIA, ELISA) basar ile kullanilmaktadir (Schill vd.,1989 ; Arda vd., 1994 ; Janeway
vd., Travers, 1996 ; Kubilay, 1997 ; Austin ve Austin, 1999).

Teleost baliklarda ise bir sinif immunoglobulin kesin olarak identifiye edilmistir. Bu
immunoglobulin memelilerde makroglobulin veya IgM olarak isimlendirilen sinifa
bir ¢ok hususta benzerlik gosterir (Trust, 1986; Fuda vd.,1991; Michel vd., 1991,
Sanchezvd., 1991; Buchman vd.,1992; Al-Harbi ve Austin, 1993; Estevez vd., 1993;
Smith vd., 1993; Nagae vd., 1993; 1994 a,b; Williams ve Hole, 1995).

Baliklarda antikor serum, doku sivilari ve sindirim kanali, deri ve solungaglardan
salgilanan mukus i¢inde bulunmustur (Ellis, 1978). Baliklarin kanlarinda ¢esitli
tipteki antikorlarin varhigi saptanmistir. Bunlar arasinda komplement, lizozim,

properdin, hemolizin, presipitin notralizan antikorlar1 ve hemaglutininler sayilabilir

(Arda vd., 1994).
2.8. As1

Asilar, hastalik etkeni mikroorganizmalar ve onlarin antijen unsurlarindan
hazirlanmis olan, bir hayvana verildigi zaman hastalik meydana getirmeden
bagisiklik kazandiran maddelerdir. Belli bir enfeksiyoz etkene karsi, verildikleri

canlidan immun sistemi uyararak aktif bagisik hale getirirler.

Asimin Baliklara Verilme Yollart,
1.Yem igerisinde

2. Injeksiyon

3. Banyo:

3.a. Kisa stireli

3.b. Uzun siireli
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4. Piiskiirtme
5. Anal intubasyon

6. Hiperozmotik infiltrasyon

Oral asilamadaki en onemli problem bakterinin mide ve barsagin 6n kisminda
sindirim sivilarinin etkisiyle sindirilmesidir. Bu nedenle oral asilardan iyi sonug
alinabilmesi i¢in asinin kapsiilasyonu ile mide ve bagirsakta sindirimine engel
olunmas1 gerekmektedir (Ellis, 1988). Oral asilama, strese neden olmamasi ve
uygulama kolayligr yoniinden diger as1 uygulama yontemlerinden iistiindiir. Ancak

oral agilamanin en olumsuz yonii sagladigi bagisiklik siiresinin kisa olmasidir.

Enjeksiyon yontemiyle asilama genellikle i.p. yolla uygulanmakta olup, baliklarda
uzun siireli ve yiliksek seviyede bagisiklik elde edilmesine olanak saglar (Ellis, 1988;
Anderson, 1992;1993).

Ancak uygulamada agagida belirtilen sakincalar1 bulunmaktadir.

e Baliklarda tek tek uygulama zorunlulugunun olmasi.
e Kiicilik boydaki baliklara uygulanamamasi.
e Uygulama i¢in anesteziye gerek olmasi.

e Isgiicii ve maliyetin fazla olmasi.

Banyo yontemi, bir dakikadan daha kisa siirede uygulanabilmesi nedeniyle is giiciinii
kolaylagtirmasi, uygun kosullar saglandiginda injeksiyon yontemine yakin bir
immunizasyon elde edilmesi nedeniyle tercih edilmektedir. Asilama sirasinda strese
neden olmas1 bliylik baliklarda kullanimmin ekonomik olmamas: ise banyo
yonteminin olumsuzluklaridir. Ayrica bu yontemde; baligin immunizasyona uygun
agirlikta olmasmna ve asimin sulandirma oranma dikkat edilmesi gerekmektedir
(Bush, 1982; Ellis, 1988; Tanrikul, 1994).

Piiskiirtme yonteminde ise baligin agirligindan ¢ok asinin baliklara ne oranda temas
ettigi onemlidir (Johnson ve Amend, 1983 a,b; Bullock ve Anderson, 1984).
Piiskiirtme yontemiyle baligin agirligina gore dozun ayarlanmasi zor olurken,
asilama siiresinin uzatilmasi bagisikligin artirilmasinda etkili olmaktadir (Johnson ve

Amend, 1983a,b).
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Asmin inaktive edilme ve uygulama yontemlerinin disginda immunizasyonda etkili

olan faktorler 9 bolimde toplanabilir;

e Baligin biiyiikligii

e Susicakhig

e Asinin sulandirilma (diliisyon) orani
e As1 susu ve serotipinin dnemi

e Asilarda rappel

e Antijenin yapist

e Antijenik rekabet

e Immunostimulanlar ve adjuvantlar

e Immun sistemin baskilanmasi
2.9. Baliklarda immunizasyon

Balik hastaliklarindaki siirecin gelisimi patojen, cevre ve konak arasindaki
etkilesimin bir sonucudur. Bu nedenle tek multidisipliner ¢aligmalar balik potansiyel
patojenik mikroorganizmalarinin 6zellikleri hakkinda bilgi iceren konak¢r baligin
biyolojik yonlerinin yani sira bunlar1 etkileyen ¢evresel faktorlerin daha iyi
anlasilmasi, yeterli dnlemlerin uygulanmasi, tatlt su ve deniz baliklarinin {iretimini
sinirlayan temel hastaliklarin onlenmesi ve kontroliinii saglayacaktir (Lamers vd.,

1985; Baba vd., 1988; Leong vd., 1997; Rahman ve Kawai, 2000).

Bakterilerin neden oldugu bulasic1 balik hastaliklari ile ilgili olarak, patojenik tiirler
mevcut taksonomik gruplar olarak tarif edilmis olmasina ragmen, sadece bakteri
diinya ¢apinda genis kiiltiirlerde 6nemli ekonomik kayiplardan sorumludur. Farkli
hastaliklarla tehtid eden etkenlere karsi sektorel acidan maliyet kontrolii 6nemli
oldugu i¢in, asilama su iriinlerinin giderek daha ©Onemli bir pargas: haline
gelmektedir (Lamers vd., 1985; Baba vd., 1988; Leong vd., 1997; Rahman ve Kawali,
2000).

Farkli balik tiirlerinde A. hydrophila tarafindan meydana gelen enfeksiyonlari
onlemek icin deneysel as1 incelenmis olmasina ragmen uygun bir ticari asi
gelistirilmesi grup i¢inde mevcut mezofilik hareketli Aeromonas tiirlerinin biiyiik
fenotipik ve serolojik heterojenite gostermeleri nedeniyle engellenmektedir. Aslinda

yaklagik 100 serotip hareketli Aeromonas grubu iginde profilaktik dnlemler; 1yi bir
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hijyen, yiiksek stok yogunlugundan kaginma, elle miidahaleyi en aza indirmek gibi
iyi korumayi saglamistir (Lamers vd., 1985; Baba vd., 1988; Leong vd., 1997;
Rahman ve Kawai, 2000).

2.10. Balik Asilamada Temel Kurallar

. Asmin yetistiricilikte biitlin sorunlar1 ¢6zmesini beklenemez. Asir1 stok
yogunlugu, koti su kalitesi, asir1 stres gibi durumlar asinin uygulamadaki
etkinligini azaltabilir.

o Asilar sadece sagliklt hayvanlara uygulanir. Asilarin performansi baliga
asilama zamaninda baligin saglik durumuna baghdir.

. Asinin kars1 bagisiklik gostermesi icin zaman taninmalidir. Bagisiklik geligimi
zaman alir buylizden as1 balikta hemen koruma saglamaz. Bagisiklik gelismesi
esas olarak suyun sicakligia baghdir (10°C°de 15-20 giin).

. Balik asilarken kesinlikle asi kullanim Onerileri okunmalidir. Asilamada
Onerilen silireyi kisaltmak icin ugrasmayin, oOnerilen seyreltme veya dozda
degisiklik yapmayin, daldirma as1 uygulamasinda fazla balik kullanmayin, ast
sulandirmak i¢in kullanilan su baligin bulundugu su ile ayni 6zellikte olmalidir,
son kullanim tarihi ge¢mis asilar kullanilmamalidir.

. As1 hastaligin ortadan kalkmasi saglamaz. Bir ciftlikte belirli bir hastaliga kars1
kullanilan as1 o ¢iftlikte rutin olarak kullanildig: taktirde bu hastaligin bulgulari
biiyiik olciide ortadan kalkacaktir. Fakat bu durum bu hastalia neden olan
organizmanin ortadan kalktigini1 gostermez. Aslinda bu etken hala mevcut ve

astlanmamus, duyarl baliklar1 enfekte etme 6zelligine sahiptir.
2.11. Asimin Formiilasyon Tipleri
2.11.1. Bakterinler

Bugiine kadar yetistiricilikte kullanilan asilarin ¢ogunlugu broth kiiltiirtinde elde
edilen spesifik sus yada suslarin formalinde inaktive edilmesiyle olusturulmustur
(Toranzo vd., 1987 ; Newman, 1993). En iyi sonug; bakteriyel hiicre ve hiicre dist
tirlinlin her ikisininde dahil oldugu bakterinler ile elde edilir.. Kabul edilebilir bir
seviyede koruma ise sadece enjeksiyon yoluyla verilen yag-adjuvat- bakterin ile

asilamada elde edilebilir.
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2.11.2. Zayiflatilmis canh asilar

Bu as1 tipi potansiyel olarak yetistiricilikte bir¢ok avantaja sahiptir. Fakat canli bir
ag1 ile asilama gergekte potansiyel bir enfeksiyon kaynagidir. Eger as1 susu su iginde
dagilmazsa populasyonda antijenlerin etkili bir sekilde yayilmasi uzun bir siire iginde
gerceklesir. Deneysel olarak bazi canli asilar test edilmistir bunlar; Aeromonas
salmonicida, Edwardsiella tarda, E. Ictaluri, Ph. damselae subsp. piscicida’ dir.
Canli agilar ile ilgili olarak en 6nemli nokta giivenligi ile ilgili sorunlar yani; balikta
ve ¢evrede direnme, virulans revizyonu, hedef olmayan dogal baliklara ve diger
canlilara yayilma riski gibi sorunlar kullanim 6ncesi ¢6ziilmelidir. Su anda sadece E.

ictaluri patojenine kars1 zayiflatilmig canli asisinin ABD’de ruhsati alinmustir.
2.11.3. DNA asilar:

DNA asilarin teorik olarak geleneksel metotlara gére avantajlar1 vardir; memelilerde
DNA asilama sonrasi antikorlar spesifik immun yaniti, yardimer T hiicreleri ve
veteriner ilaglarinda ve asilarinda kullanilan 157 sitotoksik hiicreleri kapsar. DNA
asilart yetistiricilikte Once ticari isletmelerde uygulanabilir, baliklarin giivenligi,
cevre ve tiiketicinin ele alinmasi énemli bir unsurdur. DNA dizisi tek bir mikrobiyal
gen kodu oldugu icin virulens olarak degisme olasiligi yoktur, bu durumda su

iriinleri i¢in kritik bir durum olan ¢evre giivenligi kesindir.
2.11.4. Monovalant ve polivalant asilar

Ideal as1 formiilasyonu belirli bir balik tiiriiniin duyarli oldugu hastaliklarin
cogunluguna kars1 es zamanli olarak koruma saglayan bir polivalan asidir. Ayrica bu
polivalan agilar belirli bir cografik alandaki mevcut her patojenin tim ana
serotiplerini kapsamalidir. Polivalan asilarin etkinlik Ornekleri salmonidlerde ve
kalkanlarda oldugu gibi monovalan asilardan daha iistiin bir koruma saglayacak
sekilde olmalidir. Bu asilar enjeksiyon yoluyla verilir ancak polivalan as1

formiilasyonunda antijen rekabeti s6z konusu olabilir.
2.12. Balik Asilarinda Kullanilan Adjuvantlar

Adjuvant Latince kokenli bir kelime olup: Adjuvare kelime anlami olarak
desteklemek veya yardim etmek demektir. Adjuvant; antijen ile birlikte organizmaya

verildiginde o antijene karsi gelisecek immun yaniti artirict maddelerdir. Asilarda
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antijen olarak kullanilan inaktif mikroorganizmalarin viicutta ¢ok hizli sekilde
katabolize olmalari, immun yaniti yeterince uzun siire uyaramamalarina neden olur.
Bu nedenle inaktif agsilarin etkinligini arttirmak i¢in, viicutta daha uzun siire
kalmalarini saglayacak ve immunolojik bellegi uyaracak sekilde verilmeleri gerekir.
Bu amagla asinin etkinligini artirmak i¢in kullanilan maddelere adjuvant denir.
Adjuvantlar genelde, antijenlerin injekte edildikleri yerde uzun siire kalmalarini,
immun sistem hiicreleri ile daha iyi temas etmelerini ve hiicredeki ek uyarici
molekiillern artisin1 saglarlar (Aydin, 1994 b,c; Candan ve Karatas, 2010). Mineral
yaglardan olusan geleneksel adjuvantlar ticari balik asilarinda kullanilmaktadir.
Ancak bu tiir adjuvantlarin yan etkileri 6zelikle enjeksiyon bolgesinde yangisal
reaksiyonlar olusabilmektedir. Bu nedenle spesifik hiicre yanit1 ve spesifik patojeni
hedef alan yan etkisi ¢ok az yada hi¢ olmayan adjuvantlarin aragtiritlmasina ihtiyag
vardir (Tafalla vd., 2013).

2.12.1. Adjuvanlarin gorevleri

o Antijenlerin depolanmalarini saglar ve emilimlerini giiglestir, boylece uzun

stireli bir antijenik uyarima neden olurlar.

. Antijenlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini degistirirler.
. Lenfoid hiicrelerin uyarimi ve isleyisini saglarlar.
. Humoral yanmitin yanmi sira hiicresel bagisiklifida uyarirlar (Aydin 1994,

Tafalla vd., 2013)

2.12.2. Bazi 6nemli adjuvantlar

Tip Adjuvant
Aliminyum tuzlari Aliminyum fosfat, aliminyum hiroksit, alum
Su-Yag emiilsiyonlar1 Freund inkomplet adjuvanti

Balik asilarinda kullanilan adjuvantlar: Adjuvantlar isaret 1 ve isaret 2 olmak {izere
iki gruba ayrilmaktadir. isaret 1 adjuvantlar antijeni aktive edenler, isaret 2
adjuvantar ise spesifik T ve B lenfositlerini yani adaptif immunitenin hiicrelerini

aktive ederler (Tafalla vd., 2013) .
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2.12.2.1.Balik asilarinda kullanilan isaret 1 adjuvantlar
1-Yag emiilsiyonlari

Freund’s complete adjuvant (FCA), Freund’s incomplete adjuvant (FIA), Montanide

(mineral yag adjuvantin ticari ismi), diger mineral yag adjuvantlar
2-Nano/ mikropartikiiler adjuvantlar

Poli-lactide-co-glycolide (PLGA) partikiilleri, immun bagisiklik artirici kompleksler
(ISCOMs)

2.12.2.2 Tsaret 2 adjuvantlar veya immunostimulantlar

a) Aliminyum igeren adjuvantlar

b) Beta-Glukanlar

c) Saponinler

d) Polyinosinic polycytidylic acid (Poly 1:C)

e) Lipopeptidler

f)  Flagellinler, ( Gram negatif Kamgilar)

g) Bakterial DNA ve sentetik oligodeoxyniikleotidler (ODNs)
h) Sitokinler

2.12.2.3. Freund’s complete adjuvant (FCA, Freund’un tam adjuvanti)

FCA, mineral yag ve 1s1 ile 6ldiiriilmiis tiiberkiiloz basili (Mycobacteria) karigimidir.
Asilar su ve yag emiilsiyonunu igerir. Antijenin ic¢inde bulundugu su ve
mikobakterilerin i¢inde bulundugu yagl fazdir. FCA humoral ve hiicresel bagisiklig
uyarmasindan dolay giiclii bir adjuvanttir. Asilar FCA ile verildiginde kisa siirede
antikor olusumu ve uzun siire koruma etkisi olmaktadir. FCA, deneysel amagla
kullanilan en yaygin ve etkil bir adjuvanttir. Insan ve veteriner hekimligi alaninda
FCA uygulamasindan sonra siddetli yangisal yanit olugmasit ve tiiberkuloz
hassasiyetine sebep olmasindan dolay1r sadece deney hayvanlarinda kullanimi ile
siirli kalmistir (Aydin, 1994a, b,c; Candan ve Karatas, 2010; Tafalla vd., 2013).
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FCA enjeksiyondan once asi antijenle esit miktarda ¢ok iyi bir sekilde karistirilir.
FCA’nin enjeksiyon bolgesinde granuloma gibi yan etkilerinden dolay1 hayvanlarda
arastirmalarda kullanimi sinirlanmaktadir. Bunun yani sira FCA kullanimi her zaman
baliklarda immunojenitenin yada korumanin artmasina saglayamamaktadir (Tafalla
vd.,2013). Sarikuyruk baliklarinda (Seriola quinqueradiata) Pasteurellosis
hastaligina karsi Photobacterium damsela asis1 ile FCA’nin birlikte kullaniminda
korumada belirgin bir artis olmadigi belirtilmistir (Kawakami vd., 1998). Yine
gokkusagi alabaliklarinda formalinle 6ldiiriilmiis inaktif Streptococcus iniae ile iyi
bir koruma saglanirken asida FCA’nin birlikte verilmesi halinde korumada belirgin
bir etki olusturmadigi bildirilmistir (Soltanivd., 2007). Guramilerde (Trichogaster
trichopterus) A. hydrophila'nin dis zar proteini FCA i¢inde as1 olarak kullanilmis ve
baliklara intraperitoneal olarak enjekte edildikten ii¢ hafta sonra FCA olmadan
sadece as1 ile bir rapel uygulanmistr. Rapel uygulamasindan iki hafta sonra A.
hydrophila ile yapilan epriivasyonda FCA’l1 as1 ile rapel uygulanan FCA’siz asinin
ayni korumayi sagladigi bildirilmistir (Fang vd., 2004).

Cizelge 2.3. Tipta, ticari ve deneysel asilarda kullanilan baslica adjuvantlar

(Tafalla vd.,2013).

Adjuvant Merkez immunostimulator bileseni Ortaya cikan bagisikhk yamiti

Aluminyum tuzlarn Ab., Th2 (insanlarda +Th1l)
MFS59 ve AS03 Su emilsityonunda skualen Ab, Thl ve Th2
AS04 MPL + Alum Ab ve Thl
sentetik dsRNA Ab, Thl, CTL
MPL ve farkh Ab. Thl
formiilasyonlarda
Flagellin, Flagellin- Bakterilerden rekombinant flagellin Ab, Thl + Th2
AG fiizyon
proteinleri
Imigquimodlar Imidazoquinoline Tiirevleri Ab, Thl, CTL
(birlestirildiklerinde)
CpG ve farkh Sentetik fosforotioat-baglanmis Ab, Thl, CTL
formulasyonlar DNA Optimize CpG motifleri ile (birlestirildiklerinde)
oligoniikleotitleri
ISCOMS Saponinler Ab, Thl + Th2, CTL

IFA (Montanide Mineral yva da parafin yagi: + surfactant Ab, TH1 + Th2
formulasyonlarr)
CFA IFA + peptidoglukan, trehaloz Ab, Thl, Thl17
dimikolat

MF59 Skualen, polioksietilen sorbitan monooleat ve sorbitan trioleat igeren Novartis tescilli MF59
adjuvant), AS03(GlaxoSmithKline) squalene igeren, DL-a-tokoferol, polisorbat, AS04 (Aliiminyum
hidroksit, ve monofosforil lipid A (MPL), ISCOMs(bagisiklik-uyarici kompleks: kolesterol nano
yapist, fosfolipidler ve Quil-A saponinler), IFA eksik Freund adjuvantlarr), Ab: antikorlar
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Oncorhynchus kisutch” larda yapilan bir ¢alismada, formalin 6ldiiriilmiis Aeromonas
salmonicida ip olarak FCA ve FCA’siz enjekte edilmistir. En iyi koruma FCA + as1
icin bulunmustur. Ayrica antijen olmadan FCA enjekte edilen baliklarda da 90 giin
korumanin meydana geldigi rapor edilmistir (Olivier vd., 1985). Brenek vd., (2002)
havuz baliklarinda (Carassius carassius) Trypanosoma danilewskyi asisi ile birlikte
FCA enjekte etmis ve karst koruyucu bir etki oldugunu bildirmislerdir (Grabowski
vd., 2004). Flavobacterium columnare’nin formalinle Oldiiriilmiis sonike edilmis
tiimhiicre antijeni ile FCA’nin birlikte ip yoldan verildiginde 2 hafta i¢inde mukus ve
plazmada antikor belirlendigi 2. immunizasyondan sonra antikor seviyesinin arttigi
ve immunizasyon sonrast 10’ ununcu hafta ya kadar yiiksek kaldigi bildirilmistir.
Hogfors vd., (2008) Gokkusagi alabaliklarinda Flavobacterium psychrophilum’dan
elde edilen protein antijeni ile FCA birlikte enjeksiyonla baliklara verildiginde
antijen tek verildiginde koruma olusturmazken, FCA ile birlikte verilmesi
durumunda koruyucu etkisi oldugunu kaydetmislerdir. Chettri vd. (2009) Poecilia
reticulata’da Tetrahymena sp. ile FCA’nin birlikte immunizasyonu sonucunda
patojene karst koruyuculugun arttigini ve buna bagl olarak baliklarda mortalite

oraninin %15 civarinda diistiigiini bildirmislerdir.

A. hydrophila asilariin antijenik ¢esitlikliginin yiiksek olmasindan dolayr etkili
asilarin geslistirilmesi oldukga gii¢ olmaktadir. Son zamanlarda A. hydrophila karsi
koruma olusturan asilar hazirlanmistir. LaPatra vd., (2010) A. hydrophila FCA ile ip
olarak verilmesi ile iyi bir korumanin olustugu bildirilmistir. Kato vd., (2012),
belirttigi gibi Japon pisi baliklarinda (Paralichthys olivaceus) Nocardiossise karsi
Mycobacterium bovis heterolog patojenlere karsi spesifik olmayan immuniteyi

uyarmasi sonucu korumanin artmis olabilecegi belirtilmistir.
2.12.2.4. Glukan

B-glukanlar hem memeliler de hemde balikta spesifik olmayan immun sistemi uyaran
maddelerdir (Candan ve Karatas, 2010; Ergoniil vd., 2012; Tafalla vd., 2013). Cesitli
mantar ve mayalardan elde edilen glukanlar 6zellikle de balik sagligi yonetminde en
sik kullanilan immunostimulanlardir. Glukan maya ve miselli mantarlarin ve bazi
bitkilerin hiicre duvarlarinda bulunan uzun zincirli polisakkaritlerdir. p-1,3 ve -1,6
olmak tizere iki gruba ayrilir. Hayvanlarda ve baliklarda glukana karsi nétrofiller

tizerinde cesitli tanima mekanizmalar1 vardir. Glukan spesifik olmayan savunma
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mekanizmasini uyarir. Dalak bobrek ve bagirsaktaki endositik hiicreler tarafindan
tutularak bu organlarda birikirler. B-glukan, 1940’11 yillarda kesfedilen ve zymosan
olarak isimlendirilen bir immunostimulanttir. 1960’1 yillarda spesifik olmayan
immun sistemi uyaran bir etkisi oldugu bulunmustur. Glukanin bagisiklik sistemini
nasil uyardigi 1980°li yillarda bulunmustur. Piyasada ¢esitli oranlarda glukan igeren
pek ¢ok ticari iiriin bulunmaktadir. Ornegin Saccharomyces cerevisiae’den elde
edilen glukan igeren preparasyon piyasada Macrogard ismiyle satilmaktadir. Benzer
sekilde Lentinus edodes’den elde edilen Lentinan, Schizophyllum commune’den elde
edilen Schizophyllan, Sclerotium glucanicum’dan elde edilen ise Scleroglucan adiyla
bilinen ticari glukan preparasyonlari baliklarda immunostimulan olarak
kullanilmaktadir. Bunlardan en fazla kullanilan ve deneysel ¢alismaya konu olan ise
S. Cerevisiae’den elde edilen maya glukanidir (Peddie ve Secombes, 2005). Pek ¢ok
calismada maya glukani ile beslenen baliklarda bakteriyel (Raa, 1996), protozoonal
(Peddie ve Secombes, 2005) ve viral (LaPatra vd., 1998) hastaliklara karsi direng
artist gbzlenmistir. Yapilan in vitro ¢aligmalarda da fagositik faaliyetlerin ve serum
bakterisidal aktivitesinin arttigi saptanmistir. Lentinan ile yapilan ¢aligmalarda ise
lentinan enjekte edilen (2-10 mg/kg viicut agirhigi) sazan baliklarinda (C. carpio)
deneysel Edwardsiella tarda enfeksiyonuna karsi direncin ve baliklar fagositik
aktivitenin arttig1 gosterilmistir (Yano vd., 1991). Matsuyama vd. (1992) yilinda
schizophyllan enjekte ettigi sarikuyruk baliklarinda (Seriola quinqueradiata)
kompleman sisteminin aktive oldugunu ve serum lizozim seviyesinin arttigini
gostermistir. S. glucanum’dan elde edilen Scleroglucanin ise sazan (C. carpio) (Yano
vd., 1991), ot sazan1 (Ctenopharyngodon idella) ve tilapyada (Tilapia sp.) (Wang ve
Wang, 1997) hastalik direncini arttirdig1 gézlenmistir. Wang ve Wang (1997) yilinda
ayrica scleroglucanin ot sazani ve tilapyada, notrofil sayisimi arttirdigini ve NBT-
pozitif hiicre sayisinda artisa yol agtigini saptamiglardir. Kumari ve Sahoo (2006 a,b)
yilinda Clarias batrachus’a besin yolu ile B-glukan verilmesi durumunda respiratory
burst aktivitesinin ve fagositik indeksin arttigini tespit etmislerdir. Ancak bazi
caligmalarda glukanin 0,1-1,0 pg/mL’si makrofajlarda respiratory burst etkisini
arttirirken, 10 pg/mL’lik dozun etkisiz oldugu hatta 50 pg/mL’lik dozun inhibitor
etkisinin oldugu belirlenmistir (Smith vd., 2003). B-glukan, immun sistemi aktif hale
getiren bir polisakkarit olup, oral olarak verildiginde etkili olan ve toksik etkisi
olmayan maddelerdir. [-glukanlar memelilerdeki antitimdér mekanizmasini

uyarmasinin yaninda fungal bakteriyel ve viral hastaliklara karsi konak direncinin
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artirir. Ayrica besinleri yogunlastirmak igin kolestroliin diisiiriilmesinde agilarin ve
antibiyotiklerin etkisinin artirilmasinda adjuvant olarak, yemlere ilave edilerek
immunostimulant ve dogal antibiyotik olarak kullanilmislardir (Candan ve Karatas,

2010).

Hastaliklara kars1 kisa zamanli korumada olsa ip enjeksiyonla verilen glukan dozada
bagl olarak koruyucu etkileri elde edilmistir. Buna ek olarak B-glukan birgok
aragtirmaci adjuvant olarak etkili oldugunu bildirmislerdir (Niki vd., 1991; Chen ve
Ainsworth, 1992 ; Rorstad vd., 1993 ; DeBaulney vd., 1996 ; Midtlyng vd., 1996 ;
Figureas vd., 1998 ; Midtlyng vd., 1998; Ashida vd., 1999; Kamilya vd, 2006;
Selvaraj vd., 2005).

DeBaulney vd., (1996) kalkan baliklarina Vibriozise karsi oral as1 ile 5 giin beslemis
ve asilamadan 28 giin sonra epriivasyon uygulamiglardir. Asi ve B-glukanin birlikte
kullanilmasiyla % 61 RPS, yalniz as1 verilen baliklarda ise % 52 bir RPS elde
etmislerdir. Figureas vd., (1998) yilinda, Vibrio damsela karsi B-glukan ile V.
damsela O-antijen i.p. enjekte en yiiksek bagisiklik yaniti elde etmislerdir. Asi
etkinliginde bir fagositik indeksi gelistirdigi, ayn1 zamanda benzer sonuglar antikor

titrelerinde de elde edilmistir.

Rorstad vd, (1993) A. salmonicida ve Vibrio salmonicida formalinle Sldiiriilmiis
agilarin1 B-glukan ile veya glukansiz ip enjeksiyonla salmon baliklarma verilmistir.
Asilamadan sonra 3-4 hafta sonra yapilan epriivasyon sonuglarinda frunkiiloz ise
kars1 B-glukan ilave asimin 6nemli Ol¢iide yiiksek bir koruma gosterdigini tespit
etmiglerdir. Ancak [-glukan tek basina verildiginde 11 hafta sonra koruma
olusturmamustir. Bir baska calismada tek basina fronkiilozise karsi p-glukan ile
adjuvanlanmig asilar ile 6 hafta koruma saglanirken 3. ve 6. ayda koruma tespit
etmemislerdir. Bir yan etkisi olarak adjuvant olarak B-glukan kullanilan grubun
ortalama agirligi kontrollere gére anlamli derecede diisiik bulundugu, ancak yag-
adjuvant verilen baliklarin agirligi da B-glukan adjuvanlanmamis gruptan daha diisiik
oldugu bildirilmistir (Midtlyng vd., 1996, 1998). Bir baska calismada, Niki vd.,
(1991) yilinda coho salmonlarina formalin uygulanmig A. salmonicida bakterini ile
asilama sonrasi koruma incelendiginde, Vitastim-Taito ve lentinan gibi B-glukan

iceren grup tlizerinde hayatta kalma orani istatistiksel olarak anlamli oldugunu
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belirtmiglerdir. Ancak, aglutinin diizeyleri anlamli bakterin verilen grupta yiliksek

iken immunostimulantli gruplarda daha diisiik bulunmustur.

Hint sazanlarina formalinle inaktive A. hydrophila asisi p-glucan ile birlikte
verildiginde RPS % 67.7 glukansiz grupta ise % 58.0 olarak tespit edilmis ancak
istatistiksel olarak O6nemsiz bulunmustur (Kamilya vd., 2006). Ancak B-glukan
mevcudiyetinde 6liim oranida bir azalma oldugunu belirtmislerdir. A. hydrophila ile
B-glucan asilamadan oOnce ip verildiginde yiiksek bir antikor titresi goriiliirken,
asilamadan Once B-glukan ile banyo ve oral uygulama yapilan grupta antikor
gelismemistir (Selvaraj vd., 2005). Selvaraj vd., 2006 yilinda yaptiklar1 bir baska
caligmada, sazan [-glukan farkli konsantrasyonlart LPS A. hydrophila karsi
agtlanmig ve i.p., oral ve banyo gibi cesitli yoldan uygulanmistir. RPS i.p.
enjeksiyonda anlamli derecede yliksek oldugu hatta LPS ve karisimi belirli bir -
glukan ve balik en diisiik konsantrasyonda uygulanan gruplarda p-glukan oral

kontroller ile karsilastirildiginda koruma olusturmamis ve antikorda saptanmamustir.
2.13. Aeromonas hydrophila ile Tlgili Yapilan As1 Cahsmalari

Aeromonas hydrophila yillardir su iriinleri sektériinde kayiplara neden olan 6nemli
bir patojendir. Bu nedenle A. hydrophila’ya karsi as1 gelistirmek i¢in birgok girisim
yapilmigtir (Lamers vd., 1985; Baba vd., 1988; Leong vd., 1997; Rahman ve Kawali,
2000).

Inaktive Whole cell, tiim hiicre (WC) asilarin etkileri bildirilmistir. Ornegin Lamers
vd. (1985) yilinda sazanlara uyguladiklari, isiyla inaktif edilmis daldirma A.
hydrophila asisinin  sonucunda serum antikor diizeylerinde bir artis
gozlemlemislerdir (Lamers vd., 1985). Daha sonra Kusuda vd., (1987) yilinda
sazanlara uygulanan formalinle inaktif edilmis A. hydrophila asisi sonucunda total
serum protein konsantrasyonlarinda bir artisa yolagtigu tespit etmislerdir (Kusuda

vd., 1987).

Gokkusagr alabaliklarinda injeksiyon, immersiyon ve oral olarak uygulanan A.
hydrophila asis1 ile serumdaki antikor {iretiminde artis gbzlemlemislerdir
(Loghothetis ve Austin, 1994). Hint sazanlar1 kullanilan bir ¢alismada biyofilmli
serbest hiicre asilar1 daha uzun siire bagirsak, dalak ve bobrek dokularinda

koruyabilmek i¢in kullanilmigdir (Azad vd., 2000).
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A. hydrophila’ya karsi hazirlanan bir Outer Membrane Protein-Dig Membran
Proteinleri (OMP) as1 ile yapilan epriivasyondan sonra A. hyrophila’ya kars1 yiiksek
bir koruma goriilmiis ve segilen OMP antijenlerinden hazirlanan aginin etkili oldugu

distintilmistir (Rahman ve Kawai, 2000).

Yine baska bir ¢calismada 1s1 ile inaktif Whole cell, tiim hiicre (WC) ve formalinle
inaktif ECP (ekstraselliiler protein) ile olusturulmus polivalan as1 hazirlanmis ve iki
tir hint sazan tiirtinde denenmis fakat bu uygulama bakteriyel hastaliga kars

baliklar1 korumada basarisiz olmustur (Chandran vd., 2002).

Baska bir calismada biyofilmli serbest hiicre asilarla beslenen kanal yayin
baliklarinda A. hydrophila ile yapilan epriivasyon sonucunda yiiksek bir serum

agliitinasyon antikor titresi ve RPS degeri gézlemlenmistir (Nayak vd., 2004).

Sazanlara kars1 yapilan bir ¢alismada koruma saglamak icin virulent 6 Aeromonas
hydrophila susu ile S-layer protein iiretilmis ve koruma kabiliyeti degerlendirilmistir.
30-40g agirhiginda 120 adet sazana balik basina 0.Iml adjuvant olacak sekilde
ayarlanmis i.p. as1 uygulanmis ve her gruptan 20 balik virulent 6 adet A. hydrophila
ile olusturulmus as1 ile asilamadan 35 giin sonra epriivasyona tabi tutulmustur.
Epriivasyon sonucunda RPS %56-87 arasinda bulunmustur. Sonuglar ki-kare testine
gore degerlendirilmis ve anlamli bulunmustur. Calismanin sonucunda yazarlar
kullandiklar1 6 farkli virulent sus icin adjuvanthi asiyr koruma saglayabilir ve

kullanilabilir olarak degerlendirmislerdir (Poobalane vd., 2010).

Bastardo vd. 2012 yilinda yaptiklari ¢aligmada, L. garvieae ve A. hydrophila kars1 bu
iki bivalant aginin gokkusagi alabaliginda koruyucu etkinligi degerlendirilmistir.
Formalin ile inaktive edilmis bivalant as1 yani sira ISA-7631 igeren adjuvant ile as1
hazirlanmistir. Asilamadan 30 ve 90 giin sonra L. garvieae ve A. hydrophila karsi
koruma test edilmistir. Sulandirilmis ver adjuvantli asilar 30 giin sonrasinda
L.garvieae patojenine karsi %100 ve % 95.3 RPS ve A. hydrophila patojenine
karsida % 100 ve % 95.3' liik bir RPS ile yiliksek koruma seviyesi elde etemislerdir.
Asilamadan 30. ve 90. giinler sonrasi nispi koruma (RPS) oranlari arasindaki
farkliliklar 6nemli bulunmus, bu siirelerden sonra suyla hazirlanan bivalant asilarin
RPS oranlar1 L. garvieae i¢in % 76 A. hydrophila karsi % 85 RPS oraninda.
Adjuvanth asida RPS’nin L.garvieae karst % 90 ve A. hydrophila kars1 % 95 RPS

orani elde edilmistir. Buna ek olarak her iki aginin ilk uygulamasindan 15 giin sonra
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baliklarda yiiksek diizeyde antikor ve bagisiklik kazandigr belirtilmistir. Bu
calismadan elde edilen sonuglar dogrultusunda gokkusagi alabaliginda L. garvieae ve
A. hydrophila kars1 bu bivalant asilarin etkili bir sekilde koruyabilecegi ve alabalik
isletmelerinde bu patojenlerden kaynakli enfeksiyonlarin 6nlenmesi i¢inde uygun bir

as1 olarak Onerilebilecegini belirtmislerdir.

Su anda, L. garvieae karsi gokkusagi alabaligini koruyacak uygun ticari asilar
mevcut ve gesitli calismalarla lactoccosis’in kontrol altina alinmasina yonelik asi
formilasyonlarmin etkinligini  gosterilmistir. Baz1 ¢alismalarda ¢esitli  as1
formiilasyonlarinin koruma saglayabilirligi kanitlanmis olmasina ragmen yetistirilen
baliklarin A. hydrophila enfeksiyonlara karst korunmasi i¢in uygun ticari bir asi
bulunmamaktadir. Ticari asilarin eksikliginin nedeni A. hydrophila sero gruplarinin
farkli izolatlarina kars1 asilarin etkinliginin azalmasinin sonucu bu bakterinin yiiksek

heterojenitesi ile ilgili olabilecegi ifade edilmistir.

Polivalent asilar baliklar1 ¢esitli Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri suslarinin
genis “mikro organizma” yelpazesine karsi koruma avantaji sagladigi 1iyi

bilinmektedir
2.14. Japon Bah ile Tlgili Yapilan As1 Calismalar:

Siis baliklar1 diinyada ticari degeri onemli bir sektor haline gelmistir. Tatli su
akvaryumlarinda bulunan siis baliklar1 arasinda Cyprinid tiirlerden: Koi sazan
(C. carpio) ve Japon baliklar1 (C. auratus) onemli tiirlerdir. Akvaryumculuk
sektoriiniin hizli gelismesi ve biiylimesi ile paralel olarak bulasici ve paraziter
hastaliklarda da artig goriiliir. Yapilan arastirmalarda Japon baliklar ile ilgili a1
calismalarinin daha ¢ok Ichthyopthirius multifilis ve A. hydrophila patojenine

karsidir.

Ling vd., (1993) yilinda Ichthyophthirius multifiliis ve Tetrahymena pyriformi karsi
koruma amagli immersiyon ve I.p. enjeksiyonla asi hazirlamislar sonugta iyi bir
koruma olusturdugunu bildirmislerdir. A. hydrophila yillardir su iiriinleri sektoriinde
kayiplara neden olan Onemli bir patojendir. Bu nedenle birgok girisim A.
hydrophila’ya karsi as1 gelistirmek igin yapilmistir (Lamers vd., 1985; Baba vd.,
1988; Leuong vd., 1997; Rahman ve Kawai, 2000).
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Guttvik vd.,(2002) yilinda yaptiklar1 ¢caligmada Japon baliklarinda da goriilebilen A.
salmonicida’ya miidahele olarak asilama uygulanabilmektedir. Bu uygulamalar
Japon baliklarinda daldirma asi1, oral ve enjeksiyon yolu ile olur. Navot vd., (2011)
Japon baliklarinda iilser hastaligina karsi asida ultra ses uygulamalarini
gerceklestirmislerdir. Japon baliklarinda Aeromonas salmonicida eriyik A-layer
protein (AP) ultrases immersiyon (USI) ve formalinle oldiirilmiis bakterinin
enjeksiyon yolu ile asilanmiglardir. Enjeksiyonda incomplete Freund’s Adjuvanti
(IFA) kullanilirken USI da adjuvant kullanilmamistir. Japon baliklarinda USI
uygulamasinda antikor Ol¢lilememesine ragmen homolog A.salmonicida virulent
patojene karsi yapilan epriivasyon uygulamasinda AP nin uyarmmu ile ¢ok iyi bir

koruma saglandigi belirtilmistir.

Thanga vd., (2013) yilinda Japon baliklarinda A. hydrophila’ ya kars1 adjuvanth as1
cesitleri denemis ve etkinliginin iizerinde arastirma yapmislardir. Enfekte Japon
baliklarindan izole edilen A. hydrophila enfeksiyonuna karsi Japon baliklarinda
asilama stratejileri gelistirmiglerdir. Hazirlanan asilarda Siis baliklarinda virulent A.
hydrophila (AHV1; GenBank HQ331525.1) kullanmiglardir. Asilar advujanthi ve
adjuvantsiz asilar hazirlanmistir. Adjuvant olarak Kuskonmaz (Asparagus
racemosus) kullanilimistir.  Arastirmalarinda  wholecell-biitiin  asilart  (WC),
Extracellular Products - hiicre disi tiriinler (ECP), Outer Membrane Protein - diger
mebran proteinleri (OMP), Biofilm - Bakteri biyofilm (BF) asilar1 Japon baliklarinda
denenmistir. Whole Cell (WC) asilar, A. hydrophila, AHV1 susu tryptic soy broth
(TSB) ta 20°C de 20 saat inkiibe edilmis, daha sonra 24 saat % 0.6 formalinle 20°C
de 20 saat inaktive etdilmislerdir. Formaldehiti uzaklastirmak i¢in 1500 rpm’de
20.dk santiruruj edilerek % 0.86 tuzla 35 mg ml—1 siispanse ederek asiy1
hazirlamiglardir. ECP asilar AHV1 50 ml TSB’de 20°C 110 rpm de ¢alkalanarak 18
saat inkube edildikten sonra kiiltiir 18.000 devirde 28°C 10 dk santrifiij edilerek iist
kisminda ki s1v1 uzaklastirildi bu supernetant tekrar 28°C, 25.000 devirde 30 dakika
santrifiij edildi ve daha sonra 0.22 pum filtreden gegirilerek ECP elde etmislerdir.
Daha sonra buradaki protein miktar1 hesaplanmis ve sonra % 0.6 formaldehitte bir
saat bekletilmistir. 2 kez % 0.85 tuzlu su soliisyonu ile yikandiktan sonra 28°C,
25.000 devirde santrifiij edilmis, sonunda ECP tuzlu su igerisinde yeniden
siispansiyon haline getirilerek ilerideki as1 ¢alismalari i¢in kullanilmak {izere -20°C

saklanmistir. Outer Membrane Protein (OMP), 24 saat TSB’de inkiibe edilen AHV1
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susu 25°C’de, 3.000 devirde 20 dk santrifiij edilerek hiicreler toplanmistir. Bu bakteri
peletleri fosfat tamponlu tuz ile (PBS) de 2 kez yikandi ve 10 mM Tris-hidrokloriir
(pH:7.5) ile 1 kez yikandi. Hiicreler tekrar Tris-hidrokloriir ile siispense edilip buzlu
su i¢inde 50 Watt ta 4 kez sonikasyona tabi tutulmustur. Sonikasyonu takiben bu
stispansiyon Sarkosyl (sodyum bazli ve protein yapisint yikar) ile karstirildi ve
25°C, 30 dk boyunca inkube edildimistir. Daha sonra 4.000 devirde 30 dk santrifuj
edildikten sonra iistteki supernetant kisim toplandi sonra 4.500 devirde 45 dk
boyunca santrifujlendi peletler toplanip 20°C de muhafaza edildi. Biofilm (BF)
asilari, kisaca AHV1 suju TSB’de cam levhalar iizerinde iiretilip ve BF toplanarak ve
90°C de 30 dk boyunca 1s1 ile in aktivite edilmistir elde edilen as1 -20 °C de
muhafaza edilmistir. Japon baliklarinda yapilan asilama denemelerinin sonuglar
incelendiginde agilanmamis balik gruplarinda giin iginde %100 mortalite goriiliirken
asil gruplarda ise 25-50 giin sonra istatistik olarak hayatta kalma oranini artirmistir.
Kuskonmaz kullanilan advujantli asilarin aeromonas’a karsi etkili bir koruma
sagladig bildirilmistir. OMP ve BF as1 gruplari hayatta kalma dahil olmak {izere
yiiksek bir bagisiklik gosterme agisindan ECP grubuna gore kiyaslandiginda daha
yiiksek bir orana sahip oldugunu gérmiislerdir. BF immuno adjuvantlari ise diger as1
adjuvantlar’ina gore daha yiiksek immuno genetik etkiye sahiptir. Genel anlamda bu
calismada adjuvantli as1 uygulamasinin asinin etki siiresinin artirdigi belirtilmistir.
Kuskonmaz OMP ve BF asilan ile birlikte bagisiklik gliglendirmeye yardimci olur.
Kuskonmaz A. hydrophila’ya kars1 diisikk maliyetli, gilivenli ve de kuvvetli advujant
oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Arastirmada kullamlan Aeromonas hydrophila suslari

Arastirmada 6 adet Aeromonas hydrophila susu kullanilmis olup, bu suslardan bir
tanesi referans (ATCC 7966) sus digerleri ise hasta baliklardan izole edilmistir. Bu

suslarin kokenleri Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Aeromonas hydrophila suslari

Balhk Tiirii Kéken

Sazan Bahg Antalya (AHS)

Japon Bahg Antalya (AH.T)
Gokkusag: alabaliga Mugla (AHG1)
Gokkusagi: alabahigi Karadeniz (AHG?2)
Gokkusag: alabaliga Mugla (AHG3)

Sttt ATCC 7966

3.1.2. Arastirmada kullamlan Japon balig ve uygulama yeri

Aragtirmada viriilens ¢alismalart i¢in 100 adet, toksitide denemeleri i¢in 120 adet,
immersiyon ast uygulamasi igin yaklasik 40 adet (yaklasik agirliklari 3-4g civari) ,
ayrica i.p. enjeksiyon yoluyla as1 denemesi (canli agirlik ortalamasi 20,4+0,108g).
Tam boy ortalamast 9,98+0,151 cm olan 240 adet olmak iizere, toplam olarak 500
adet saglikli Japon baligi kullanilmistir. Japon baliklar1 Antalya’da bulunan o6zel bir
akvaryum isletmesinden temin edilmistir. Baliklar iki katli naylon posetlere 1/2 su
konularak ve oksijen takviye edilerek nakledilmistir. Getirilen baliklar %2’lik tuzlu
su ile dezenfekte edilerek akvaryumlara yerlestirilmistir. Arastirmaya baslamadan
rastgele segilen 10 adet balikta parazitolojik ve fungal enfeksiyon yoOniinden
mikroskobik inceleme yapilmig bakteriyolojik muayene i¢in 6n bobrekten TSA ya

ekimler yapilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda mikrobiyolojik yonden (bakteri,
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mantar, parazit) herhangi bir enfeksiyon tasimadigi goriilmiistir (Sekil 3.1).
Denemede 98x43x40cm boyutlarinda yaklasik 80 litre olan 12 adet akvaryum
kullanilmustir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Deneme akvaryumlari
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3.1.3. Arastirmada Kullanilan Su Kaynagi ve Suyun Kalitesi

Arastirma siiresince dinlendirilmis c¢esme suyu kullanilmistir. Suyun sicaklig
termostatli 1siticilar ile ortalama 20 °C, pH’s1 7.2 ve suda ¢dziinmiis oksijen miktart

ortalama 7.4 mg/l olarak 6l¢iilmiistiir.
3.1.4. Arastirmada Kullanilan Yem

Deneme baliklarinin adaptasyonu ve deneme siiresince ticari akvaryum baligi yemi
(Ekol balik yemi, Pondstick TM) ile giinde bir kez doyuncaya kadar beslenmislerdir.
Yemin yapisinda balik unu, karides unu, bugday unu, dar1 irmigi, kepek, findik
kiispesi, aygicegi kiispesi, melas, vitamin karigimi ve mineral karisimi maddelerin
kullanildig1 etiketinde bildirilmistir. Mineral karmasi kalsiyum (en az- en ¢ok) 0.7-
1.3, fosfor (en az- en ¢ok) 1.3-1.5, sodyum (en az- en ¢ok) 0.6-0.7, mangan (en az)
30, ¢ink023.0 mg/kg. Vitamin karmasi Vitamin-A en az 9000 1U/kg, Vitamin-D3 en
az 1500 1U/kg, Vitamin-E en az 30mg/kg (Cizelge 3.2) dir.

Cizelge 3.2. Deneme siiresince kullanilan ticari Japon baligi yeminin kimyasal besin
bilesenleri

Besin maddesi
Degerler
Nem (su)
%26 4.5
Hamprotein (en az)
26 16.0

Ham yag (en az-en cok)

20 2.5-5.0

Ham seliiloz (en ¢cok)

%% 4.2
Ham kiil (en cok)

2% 8.0

HCI’de cdéziilmeyen kiil (en cok)
%2 1.0

NacCl (en cok)
%% 1.0

Metabolik Enerji (en az Kcal/kg)
2200

3.1.5. Aeromonas hydrophila Asilarinin Hazirlandigi Kurulus

Bu arastirmada, immersiyon ve enjeksiyon uygulamasi i¢in A. hydrophila asilari

SDU Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuarinda hazirlanmistir.
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3.1.6. Arastirmada Kullanilan Adjuvantlar

Arastirmada adjuvant olarak glukan ve Freund’s Complete Adjuvant (FCA sigma)

kullanilmustir.
3.2. Yontem

3.2.1. A. hydrophila suslar:

3.2.1.1. Etken izolasyonu ve saflastirilmasi.

Yapilan caligmalar sonucunda deneysel asi iiretiminde kullanilmak {izere secimi
yapilan bakteri suslart stok kiiltiirden triptik soy agar (TSA) besiyerine alinarak
22°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda iireyen bakterilerin saflik
kontrolleri yapilmustir. izole ettigimiz suslar saflastirilarak genel bakteriyolojik
testleri ve API testleri yapilarak etkenin 6zellikleri belirlenmistir (Austin ve Austin,
2007).

3.2.1.2. A. hydrophila suslarinin fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesi

A. hydrophila suslarinin fenotipik 6zelliklerinin  belirlenmesinde geleneksel
bakteriyolojik testler (Collins ve Lyne, 1976; Holt vd., 1994) ve API 20 NE (Bio
Meriux) hizli teshis kiti kullanilmistir (Austin ve Austin, 2007).

3.2.1.3. Geleneksel bakteriyolojik testler ve APl 20 NE testi

A. hydrophila suslarinda Gram boyama, oksidasyon-fermentasyon (O/F), hareket
testi (asili damla metodu), sitokram oksidaz, katalaz, O/129 geleneksel bakteriyolojik
testler yapilmis ayrica tiim suslarinda geng kiiltiirleri kullanilmigtir (Arda vd., 2002;
Austin and Austin, 2007). APl 20 NE teshis kitinin kullanimi sirasinda, iretici
firmanin (Biomerieux, 20 100) vermis oldugu talimatlara uygun olacak sekilde,
aseptik kosullarda ekimler yapilmistir. Ekim sonrasi kiiltiirler 22°C’de 24 saat

siireyle inkiibe edilerek, test sonuglar1 degerlendirilmistir (Austin ve Austin, 2007).
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3.2.2. Asimin Hazirlanmasi
3.2.2.1. As1 susunun se¢imi

As1 suslarmin se¢iminde virulens testleri sonuclari degerlendirilerek yapilmistir

(Ellis, 1988; Larsen ve Pedersen, 1997).

Arastirmada 5 farkli A. hydrophila susu tizerinde viriilens ¢alismalar1 yapilmistir. Bu
amacla 10% bakteri/ml yogunlugundaki A. hydrophila suslari 20 adet gokkusagi
alabaligina intraperitonal yolla 0,1 ml verilerek deneysel enfeksiyon olusturulmus ve
baliklar 21 giin siireyle takip edilmistir. Olen baliklardan bakterinin reizolasyon
amaci ile TSA’ya ekimler yapilmistir. Ayrica kontrol amaci ile 20 baligada 0,1 ml
PBS i.p. olarak verilmistir. Ekim yapilan petrilerde iireyen bakterinin Gram negatif,
Sitokram oksidaz, katalaz, hareketlillik ve O/129 (Vibriostat testi) testine duyarli
olup olmadig belirlenmistir. Boylelikle 6liimlerin gokkusagi alabaliklarina verilen A.
hydrophila suslarindan kaynaklandigi teyit edilmistir. Suslar arasinda viriilensi
yiiksek olanlar ve farkli balik tiirlerinden izole edilen AHS, AHJ ve AHI suslar1 as1
susu olarak secilmistir. Bu tez calismasinda, hasta sazan baliklardan izole edilen A.
hydrophila susu monovalan asida kullanilmis, polivalan asida ise sazan izolatt AHS,

Japon baliklarindan izole edilen AHJ ve alabalik izolatt AH1 suslar1 kullanilmistir.

3.2.2.2. Asmn iiretimi

Ast iretimi igin AHS, AHJ ve AHI suslar1 ayr1 ayr1 Triptic Soy Broth (TSB)
icerisinde 22°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi iireyen
kiiltiir sogutmal1 santrifiij (SIGMA 2-16K)’de 5000 devirde 20 dk siireyle santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda elde edilen bakteri ¢okelegi Phosphate Buffered Saline
(PBS, pH 7.2) ile 2 kez yikanmistir. Daha sonra siispansiyon % 0.6’lik formaldehit
soliisyonu icinde oda sicakliginda 1 saat ve +4 °C’de bir gece olacak sekilde

inaktivasyona birakilmistir (Akhlaghi, 1999).

Inaktivasyonun sonunda asi1 soliisyonundan formaldehiti uzaklastirmak amaciyla 2
kez PBS ile yikanmis ve son konsantrasyon 12x10® hiicre/ml (625 nm dalga boyunda
Optik Dansite Degeri 0.80) PBS ile yeniden sulandirilarak asilar hazirlanmistir.
Asilar uygulama yapilacak zamana kadar +4°C’ de muhafaza edilmistir. Hazirlanan

deneysel asi, immersiyon ve i.p. enjeksiyon yolu ile immunizasyonda kullanilmistir.
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Monovalan asilar AHS susundan hazirlanmais, polivalan asilar ise AHS, AHJ ve AH1

suslar1 kullanilarak hazirlanmistir.

3.2.2.3. Sterilite testi

Uretilen asilarda herhangi bir mikrobiyal kontaminsyonu’ nun varliginin tespiti icin
sterilite kontrolleri yapilmistir. Bu amagla hazirlanan Brain Heart infusion agar
(BHI), Tirptic Soy agar (TSA), siv1 thioglycolate medium, MacConky agar (MCA),
kanli agar, saboraraude dexstrose agar ve TSB besiyerine 2 paralel olacak sekilde
ekilerek 22 ve 36 °C de 21 giin siireyle inkiibasyona tabi tutulmustur. Sterilite
kontrolii yapilmis (Sekil 3.3) olan asilar +4 °C’de muhafaza edilmistir (Ellis, 1988).

Sekil 3.3. Sterilite kontrolii yapilan steril agilar

3.2.2.4. Toksisite denemeleri

Asmin toksit (6ldiriicii) etkisi olup olmadigini aragtirmak amaci ile. Toksisite
denemelerinde; hazirlanmis olan agidan 20’ser adet Japon baligina 0.1 ml i.p. yolla
enjekte edilmistir. Kontrol grubuna ise 0.1 ml PBS intraperitonal enjeksiyon
uygulanmig ve baliklar deneme akvaryumlari igerisinde 21 giin boyunca izlenmistir

(Amend vd., 1983; Ellis,1988).

3.2.3. Asilarin Uygulanmasi

Calismamizda, iilkemizden izole edilmis A. hydrophila suslari ile hazirlanan asilar
immersiyon ve enjeksiyon yoluyla Japon baliklarma uygulanmistir. Kontrol grubu
baliklara 0,1 ml PBS i.p. olarak verilmistir. Calismada immersiyon asilar 1:10
oraninda sulandirilarak 1 dk siireyle banyo yaptirilmak suretiyle, enjeksiyon asilar ise

i.p. enjeksiyon yontemiyle 0.1 ml olacak sekilde baliklara asilama yapilmustir.
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Denemede toplam 6 grup kullanilmis ve deneme 2 paralel yapilmistir. Denemede
monovalan as1 ile immersiyon ve enjeksiyon; polivalan asi ile enjeksiyon monovalan
as1 ile glukan ve FCA adjuvantli asilar enjeksiyon uygulanmistir. Glukan ml de 100
ng ilave edilmistir. FCA as1 ile 1:1 oraninda kullanilmistir. Adjuvant kullanilan
gruplara rapel (booster, asi tekrar1) yapilmamistir. Baliklara rapel 1 ay sonra

uygulanmigtir.
Denemede 6 farkli grup olusturulmustur;

1 grup; ortalama 3 g agirliginda 40 adet Japon baligina monovolan a1 immersiyon
yontemi ile 1:10 oraninda sulandirilarak 1dk siireyle uygulanmistir. Asilanmis

baliklara 30 giin sonra ayni1 yontemle rapel uygulanmaistir.

2 grup; ortalama 20 g agirliginda 40 adet Japon baligina monovolan as1 0.1 ml i.p.
enjeksiyon yontemi uygulanmistir. Asilanmis baliklara 30 giin sonra ayni yontemle

rapel uygulanmustir.

3 grup; ortalama 20 g agirliginda 40 adet Japon balifina monovolan as1 FCA

adjuvant1 ile 0.1 ml i.p. yontemi uygulanmis.

4 grup; ortalama 20 g agirliginda 40 adet Japon baligina monovolan as1 glukan

adjuvanti ile 0.1 ml 1.p. yontemi uygulanmas.

5 grup; ortalama 20 g agirhiginda 40 adet Japon baligina polivalan as1 ile 0.1 ml i.p.
yontemi uygulanmis. Asilanmis baliklara 30 giin sonra baliklara 0.1 ml i.p.

monovalan as1 ile rapel uygulanmistir.

6 grup; ortalama 20 g agirhiginda 40 adet Japon baligina PBS 0.1 ml i.p. yontemi

uygulanmas.
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Cizelge 3.3. As1 deneme gruplari ve uygulama sekilleri

Deney Gruplar1 | Uygulama Metodu ve Miktar Hayvan Tekrar

Sayisi/Grup Sayisi
Mono - im 1:10 oraminda sulandirilarak 1dk immersiyon 40(20x2) 2
Mono - i.p. Enjeksiyon ip. . 0.1 ml , mono rapel 40(20x2) 2
Mono - FCA Enjeksiyon ip., 0.1 ml 40(20x2) 2
Mono - glukan Enjeksiyon ip., 0.1 ml 40(20x2) 2
Poli -ip. Enjeksiyon i.p., 0.1 ml , mono rapel 40(20x2) 2
Kontrol Enjeksiyon i.p., 0.1 ml 40(20x2) 2

3.2.4. As1 Etkinliginin Degerlendirilmesi

Asmin etkinligi degerlendirilmesinde epriivasyon ve baliklarin kan serumunda

olusan antikor titresi nin belirlenmesi ile degerlendirilmistir (Ellis 1997).

3.2.5. Epriivasyon Uygulamalari

Oncelikle homolog ve viriilensi en yiiksek bir A. hydrophila susu AHS ile % 70
mortalite yapan (LD;g) bakteri sayisi belirlenmistir. LD7o dozunun belirlenmesinde
her grupta 20’ser adet Japon baligi (ortalama agirligi 20g olan) kullanilmigtir. A.
hydrophila 10%-10°-10"cfu/ml araliginda hazirlanan konsantrasyonlarda denenerek

LD+ 10° olarak belirlenmistir.

Asiladan sonra baliklara 50. giinde, epriivasyon uygulan. Epriivasyon uygulanacak
baliklar karanfil yagi ile bayiltilarak tiim gruplara i.p. enjeksiyonla LD7o oranindaki
bakterinin 0.1ml miktarda verilmistir. Epriivasyon uygulanan baliklar 21 giin
boyunca izlenerek, 6len baliklarin i¢ organlarindan da reizolasyon igin ekimler
yapilmistir. Bobreklerinden A. hydrophila izole edilen baliklar spesifik mortalite
olarak kaydedilmistir (Johnson ve Amend, 1983a; Erdal, 1989; Bastardo vd., 2012).

RPS=1- % Asth baliklarda dliim miktarr / % Kontrol grubunda oliim miktan] x 100
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3.2.6. Bagisikhigin Degerlendirilmesi
3.2.6.1.As1h baliklarda antikor seviyelerinin tespiti

Asili ve kontrol grubu baliklarindan, 30. giinde her gruptan rastgele segilen 5
baliktan kaudal venadan kan 6rnegi (Sekil 3.4) alinarak serumlari elde edilmis ve

derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.4. Japon baliklarinda kaudal venadan kan alimi

3.2.7. Serum Elde Edilmesi

Baliklardan alinan kan 1 saat oda sicakliginda ve daha sonra gece boyunca +4 °C de
tutulmustur. Daha sonra santrifiijde 3000 devirde 15 dakika siire ile santrifiij edilerek
tistte kalan sivi kisim otomatik pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde alinmistir. Elde
edilen serumlar serolojik testlerde kullanilmak tizere -20 °C de derin dondurucuda
saklanmigtir (Strand vd., 1977; Thuvander, 1987; Aakre vd.,1994). Antikor titreleri
belirlenmesi amaciyla lam ve mikro-aglutinasyon testi kullanilmistir (Arkoosh ve
Kaattari, 1993; Kubilay ve Timur, 2001).
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3.2.8. Aglutinasyon Testi
3.2.8.1. Antijen hazirlanmasi

Antijen hazirlamak i¢in A. hydrophila susunun safligi kontrol edildikten sonra
TSB’ye ekilerek 22°C de 24 saat inkiibe edilmistir. Bakteri kiiltiirii 5000 devirde 15
dk santriflij edilerek, ¢okelti kism1 ayrilmis ve % 0.3 formaldehit ilave edilmis PBS
ile sulandirilmigtir.  Sulandirma sonucu olusan siispansiyon  yogunlugu
spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda 0.8 Optik Dansiteye (OD) ayarlanmustir.
Boylece hazirlanan antijen somatik O antijeni olarak mikroaglutinasyon testinde

kullanilmak tizere +4 °C saklanmigtir (Sorensen ve Larsen, 1986).
3.2.8.2. Lam aglutinasyon testinin uygulanmasi

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

yapilmistir (Kubilay, 1997).
3.2.8.3. Mikro - aglutinasyon testinin uygulanmasi

Japon baliklarinin serumunda antikor titrelerinin belirlenmesi amaciyla mikro-
agliitinasyon testi kullanilmistir. Bu amagla kullanilan yuvarlak tabanli polyester
mikroplayt soldan saga dogru birinci siradaki ¢ukurlarina test serumlart konulmustur.
Sonra yukaridan asagiya dogru serumlar 1/2 diliisyondan baglayarak otomatik
sulandirict ile her seferinde 50 ul bir asagidaki ¢ukura aktarilmak suretiyle 2 kath
diliisyonlar1 yapilmigtir. Cukurlarin tiimiine coklu pipetle dnceden hazirlanmis
aglutinasyon antijeninden 50 ul ilave edilerek vorteks ile iyice karigtirilmistir.
Playtler iki saat oda sicakliginda ve tiim gece boyunca +4 °C de inkiibe edilmistir
(Sorensen ve Larsen, 1986; Kubilay, 1997; Boesen vd., 1999, Bailone, 2010). Testin
kontrolii igin negatif serumlar ¢alisilan her mikroplakanin sondan bir ve ikinci

gozlerine konulmustur.
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Aglutinasyon titresi olarak en yiiksek aglutinasyonu veren serum diliisyonu
kaydedilerek, bu degerler log, tabanina gore degerlendirilmistir (Sorensen ve Larsen,

1986; Boesen vd., 1999)
3.2.9. Istatisksel Hesaplamalar

Denemede asilarin sagladigi bagisiklik, oliimler ve RPS verileri Ki-kare, Varyans
Analizleri ve tukey c¢oklu karsilastirma testi SPSS 16.0 istatistik progamiyla
yapilmistir. Onem diizeyi olarak p<0.05 secilmistir ( Hayran ve Ozdamar, 1995 ).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Aeromonas hydrophila Suslarinin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal
Ozelliklerine Ait Bulgular

Arastirmada 6 adet Aeromonas hydrophila susu kullanilmis olup, bu suslardan bir
tanesi referans (ATCC 7966) digerleri ise hasta baliklardan izole edilmistir.
Izolatlarin fenotipik &zellikleri referans bakterinin (ATCC 7966) ozellikleri ile
karsilastirilmistir. Bu suslarin TSA da 22 °C’ de 24 saat inkiibasyondan sonra diiz,
hafif kabarik, yuvarlak, krem renginde 2-3 mm c¢apinda koloniler olusturduklari

gbzlenmistir.

A. hydrophila suslarinin Aeromonas Isolated Agar (Base, Sigma, Fluka 17118)
besiyerinde yesil renkli koloniler olusturdugu goériilmustiir (Sekil 4.1). Mikroskobik
morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in kolonilerden hazirlanan preparatlara
yapilan Gram boyama sonucunda. Gram negatif ¢ubuk seklinde olduklar
gozlenmistir. Cukur lamda asili damla yontemi ile yapilan hareket muayenesinde
bakterilerin aktif flagella hareketi gosterdikleri belirlenmistir. Bakterinin kesin tanisi
icin biyokimyasal testler yapilmistir. Sitokram oksidaz ve katalaz testinde pozitif
reaksiyon verdigi, O/F testinde fermantatif oldugu tespit edilmistir. Yapilan 2,4 -
Diamino 6,7 - Diisopropil piteridin fosfat testine (O/129,Vibriostat) ise direngli
olduklar1 goriilmiistiir. Sadece AHS ve AHJ susunda sitrat testinde pozitif iken
digerleri negatif sonu¢ vermistir. Literatiirlerde de bu testin A. hydrophila igin
degisken oldugu goriilmektedir. A. hydrophila suslarin konvansiyonal testler ve API
20 NE (Sekil 4.2) ile yapilan testlerden elde edilen fenotipik 6zellikleri Cizelge

4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Aeromonas izolet agarda yesil renkli A. hydrophila kolonileri

Sekil 4.2. Hizli teshis kiti API 20NE ile yapilan A. hydrophila identifikasyonu
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Cizelge 4.1. A. hydrophila suslarinin klasik yontemler ve Api 20NE hizli teshis
kitlerine gore fenotipik 6zellikleri ile ilgili bulgular (22 °C 24 saat-

lik inkiibasyon)
AHS
(Sazan)

Aeromonas Yesil
izolasyon agarda
iireme
subuk
S.0. +
Katalaz +
Hareket +
O/F F
0/129 (50pg) Direncli
Arginin +
dihidrolaz
Ure -
NO; +
Triptofan +
Eskiilin +
P Galaktosidaz +
Glukoz +
Mannitol +
Arabinoz +
Mannoz +
N- asetil +
glukozamin
Potasyum +

glukonat

Kaprik asit +
Maltoz +
Malik asit +
Adipik asit -
Trisodyum sitrat s
Fenilasatik asit -
Jelatin +

hidrolizasyonu

AHJ
AHG2 AHG3 ATCC
(Japon _ _ .
(Alabalik) (Alabahk) (Alabalik) 7666
Balg)

Yesil Yesil Yesil Yesil Yesil
cubuk cubuk cubuk cubuk cubuk
+ + = + +
+ + + + +
+ + = + +
F F F F F
Direncli Direncli Direncli Direncli Direncli
+ + + + +
+ + = + +
+ + = + +
+ + = + +
+ + = + +
+ + = + +
+ + = + +
+ + + + +
+ + = + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + = + +
+ + + + +
-k - - - -

+ + = + +

4.2. As1 Susunun Secimi Amaciyla Yapilan Viriilens Calismalarina Ait Bulgular

A. hydrophila’ nin serolojik ve genotipik olarak ¢ok heterojen bir yapi sergilemesi

nedeni ile as1 susunun se¢iminde viriilens denemeleri goz oniine alinmis ve viriilensi

yiksek olan sus segilmistir. A. hydrophila suslarmin viriilens durumlarinin

belirlenmesi siiresinde suslarin hepsi baliklara 10% cfu/ml olarak verilmistir. Suslarin
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sayimi Oonceden koloni sayim yontemi ile yapilmis ve spektrofotometrede 600 nm

dalga boyuna karsilik gelen degerde 0,8 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.2. A. hydrophila suslarinin viriilens durumlarinin belirlenmesi

Sus No Bahk Olen Balik Oliim Oram (%) | cfu/ml | O.D. (600 nm)
Sayis1 Sayisi

2090 1x108 0.869

AHJ 20 8 2040 1x108 0.880
AHG1 20 = %625 1x108 0.862
AHG2 20 4 260 1x108% 0.877
AHG3 20 = %2020 1x108 0.860

En yiiksek mortalite AHS susunda, bunu takiben AHJ susu ve AHGI susu takip
etmistir. Bu nedenle A. hydrophila suslarindan AHS, AHJ ve AHG]1 suslari as1 susu
olarak degerlendirilmistir. Epriivasyonlarda da en yliksek viriilense sahip olan
homolog AHS susu kullanilmistir. Bu amaglada AHS susunun LDz, dozu

belirlenmistir.

4.3. LDy Dozunun Belirlenmesinde Kullanilan Testlerin Sonugclariyla ilgili

Bulgular

LD7 dozunu tespit edilirken olusturulan deneysel enfeksiyon sonuglari ¢izelge

4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. LD7g oraniin tespitinde deneysel enfeksiyon sonuglari

Bahk Sayisi Olen Bahk Sayis1 | Oliim Oram (%)

1x107
20 14 70 1x103 1x10°
20 7 35 1x103

* cfu/ml: Mililitredeki canli bakteri sayisi, ** LD7q: Bir balik popiilasyonunun %70’ini ldiirebilen
doz.
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Ortalama agirliklar: 20 g olan baliklara uygulanan 1x10° A. hydrophila bakterisi (i.p.
yolla, 0.1 ml miktarda enjekte edilen) nedeniyle % 70 6lim meydana gelmistir. Bu

doz (1x10° cfu/ml) LDy, degeri olarak baliklarin epriivasyonunda kullanilmustur.

4.4. Hazirlanan Asmin Toksisitesinin  Belirlenmesi Amaciyla Yapilan

Denemelerin Sonuclari ile ilgili Bulgular

Hazirlanan inaktif asilarin Japon baglina enjeksiyonundan sonra baliklarda herhangi
bir olumsuzluk ve 6liim goriilmemistir. Boylece hazirlanan asilarin baliklar {izerinde

toksik etkisinin olmadig1 belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Hazirlanan asilarin toksisitesinin belirlenmesi amaciyla yapilan
denemelerin sonuglari

20 100

Mono 0

Mono- FCA 20 0 100
Mono- Glukan 20 0 100
Poli 20 0 100

4.5. Deneysel Asilarin Sagladigi Bagisikhk Seviyesinin Sonugclariyla Tlgili

Bulgular

Deneysel asilarin etkinligini degerlendirmek i¢in, ¢alismada kullanilan balik gruplari
LD oraninda A. hydrophila susuna (1x10°kob/ml) maruz birakilmustir. Poli — i.p. ile
asilanan baliklarda 50.giinde % 100 RPS degeri ile diger as1 gruplarina gore
istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). Mono — im as1 grubu istatistiki
olarak kontrol grubu ile farklilik gostermemistir. Poli — i.p. grubunda en yiiksek
koruma takiben mono — FCA ve glukan adjuvantli as1 grublarinda elde edilmistir.
Poli — i.p. grubu adjuvantli gruplardan istatistiksel olarak farkli bulunmustur
(p>0.05) (Cizelge 4.5, Sekil 4.4).

Yapilan variyans analiz sonuglarina gore Japon baliklarinda A. hydrophila
enfeksiyonuna karsi1 yapilan as1 uygulamalari sonucunda deneme gruplarindaki 6len
ve yasayanlar1 sayis1 yiizde oranlar1 ve transforme edilmis deger ortalamalari

arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmustur (P<0,05), (Cizelge 4.5). Ayrica grup

45



ortalamalarinin karsilagtirilmas: tukey c¢oklu karsilastirma yontemiyle test edilmistir
(0=0,05). As1 uygulamasinda kontrol grubu da dahil olmak {izere tiim gruplarda 6liim
orani ortalamalar1 arasindaki farkliliklarin 6nemli oldugu saptanmistir (P<0,05).
Calismada mono - FCA ve poli - i.p. ’in uygulandigi gruplarin 6lim orani
ortalamalarinin benzer oldugu (P>0,05), bununla birlikte poli — i.p. grubun da higbir
oliimiin olmadig1 belirlenmistir. En yiiksek 6liim orani ortalamasi kontrol ve mono —
im uygulamalarinda tespit edilmistir. Oransal bir deger olan 6liim orani gibi degerler
normal dagilim gostermezler bu nedenle bu veriler ag1 (arcsin) transformasyonu
yapilarak normal dagilima donistiiriilmiis ve parametrik yontemlerden varyans
analiziyle hesaplamalari yapilmistir. Bu uygulamalar sonucunda mono — i.p. ve mono
- glukan uygulamalarinin ortalama degerlerinin benzer oldugu goriilmektedir
(P>0,05). Yiizde yasama orani ile transforme edilmis arcsin yasama orani analiz

degerleri ayni1 sonuglar1 vermistir (Cizelge 4.5. ve sekil 4.3).

Yapilan ag1 uygulamalart sonucu en iyi RPS degeri poli - i.p. grubunda elde edilmis
bu grubu sirasi ile mono - FCA, mono - glukan ve mono — i.p. uygulamalari
izlemistir. Mono — im grubunda ise RPS orani ¢ok diisiikk bulunmustur. Hatta bu
grupta kontrol grubundan daha fazla 6liim gorilmistiir (Cizelge 4.5 ve sekil 4.4). Ast
uygulamalarinin deneme grubu bireylerin 6liim ve yasamalar tizerine etkileri
nonparametrik yontemlerden ki-kare ile analiz edilmis ve uygulamalar arasindaki

farkliligin anlamli oldugu saptanmistir (P<0,05), (Cizelge 4.5; sekil 4.3-4)

Cizelge 4.5. Japon baliginda A. hydrophila patojenine kars1 as1 uygulamalart 50.
giinden sonra epriivasyonda dlen ve yasayanlarin yiizde oranlari,

transforme edilmis degerleri ve RPS oranlart

Ast Uygulama Oliim oram | ArcSin éliim Yasama Arcsi Yasama RPS
Gruplari (%) Oran(%) orani(%) oran(%) (%)

Ort=S.H
Mono - im 0,750+0,05¢  0,851=+0,07¢ 0,25+0,052 0,25+0,052 0=
Mono —i.p. 0,475+0,02¢ 0,495+0,028®  0,53+0,01° 0,56+0,01° 32,2+0,032

Mono - FCA 0,150+0,05%*  0,15+0,052 0,85+0,05¢4 1,02+0,09<4 78,6+0,7°

Mono - glukan 0,22540,02>  0,227+0,02% 0,77+0,02¢ 0,88+0,03¢ 67,9+0,03°

Poli—1i.p. 0,000+0,002  0,000+0,002 1,00£0,004 1,57+0,04 100=+0,0¢
Kontrol 0,700+0,05¢  0,777+0,07¢ 0,30+0,052 0,30+0,052 0=

E
E
E
E

‘Ort:ortalama, S.H.: Standart hata, her bir 6zellige ait (sutunlar) degerler {izerindeki ayni harfler grup
ortalamalar aras1 farkligin olmadigini (P>0,05) gostermektedir.
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Yagama ve o6liim oranlari (%)

Mono -im Mono -i.p. Mono-FCA  Mono - Poli - i.p. Kontrol
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Asi uygulanan deneme gruplari

Sekil 4.3. Japon baliklarinda A. hydrophila patojenine karsi as1 uygulamalarinin
epriivasyon (50. giinden) sonrasi 6len ve yasayanlarin yilizde oranlari

100 1/ ' ' '
. ] y 4 ' Y 4 /

RPS orani (%)

Kontrol

Mono -im
Mono - i.p
Mono - FCA
Mono - glukan
Poli -i.p

Asi uygulanan deneme guplari

Sekil 4.4. Japon baliklarinda A. hydrophila patojenine karsi as1 uygulamalarinin
epriivasyon (50.giinden) sonrasi nispi hayatta kalma yiizdeleri (RPS)

4.6. Deneysel Epriivasyon Uygulanan Baliklarin Semptomlar1 ve Kiimiilatif
Mortalite Oranlari

Asilamanm 50. gilinlinden sonra yapilan patojen uygulamasindan yaklasik 26-27
saatten sonra mono — i.p. , kontrol ve mono — im gruplarinda 6liimler baglamis ve bu
Oliimlerde 2 ile 5. giinler arasinda yogunlasmistir. Besinci giinden itibaren 6liimler

azalmis ve baliklar 21. giine kadar izlenmistir. Epriivasyon sonrasi giinlere gore
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kiimiilatif mortalite gizelge 4.6 ve sekil 4.5’de verilmistir. Patojen uygulamasindan
sonra yeni Olmiis baliklarda re-izolasyonlarda spesifik patojen izole edilmistir.
Patojen verildikten sonra deneysel enfeksiyon sirasinda 6zellikle kontrol grubunda
baliklarda yeme 1ilgi azalmis canli aktivitelerinde yavas yavas degisimler
gozlenmistir. Baliklar karin ylizgecinin biraz {izerinde gogiis ylizgecinin bitis
noktasina yakininda 3-4mm ¢apinda pul dokiilmesi ve agik yaraya benzer olusumlar
gbzlenmistir. Hasta ve yeni Olmiis baliklarda tipik abdominal dropsi, viicutta
hemorojiler, pullarin diklesmesi ve otopside viseral organlarda hiperemi ve
hemorojilerle birlikte i¢ organlarin tamamen erimis bir halde olmasi en belirgin

belirtilerdir (Sekil 4.5).

Cizelge 4.6. Asilama sonras1 50.giinde deneysel epriivasyon sonucu deneme
gruplarinda kiimiilatif 6liim oran1 (mortalite)

Mono —im 0.0 Mono —i.p. Mono - Mono - Poli —i.p. Kontrol
(%) 0.0 (%) FCA glukan 0.0 (%) 0.0 (%)

Zaman

0.0 (%) 0.0 (%)

(giinler)

0 2,5 2,5 2,5 0 0
52,5 17,5 0 5 0 45
7.5 17,5 7.5 5 0 17.5
5 2,5 5 5 0 5
- 5 5 25 2.5 0 7.5
— 5 2,5 0 2,5 0 0
0 0 0 0 0 0
- 0 0 0 0 0 0
75 47,5 15 225 0 70
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Sekil 4.5. Asilamada 50. giinden sonra deneme gruplarinda kiimiilatif 61iim orani1 (%)

Sekil 4.6. Deneysel enfeksiyon sonrasi baliklarda a) abdomibal dropsi ve pullarin
kabarmasi, b) Abdomende hemoroji, ¢) Kuyrukta hemoraji d) Viseral
organlarda erime
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4.7. Lam Aglutinasyon Testi ile Tlgili bulgular

Aglutinasyon antijeni ile immun test serumunun lam iizerinde karistirilmasi halinde
asili gruplarda agliitinasyon gortilmistiir (Sekil 4.7. a ve b). Aglutinasyonun olustugu
lamlarin 151k mikroskobu altinda incelenmesi halinde bakterilerle antikorun
olusturdugu kiimelesmeler gozlenmistir (Sekil 4.7. a ve b). Lam aglutinasyonda
immersiyon yapilan grupta baliklar kiiclik oldugu i¢in kan aliamamistir. Kontrol
grubunda aglutinasyon olusmamistir. Lam aglutinasyon testinde en kuvvetli
aglutinasyon mono - FCA adjuvantli grupta goriilmiis bunu sirasiyla poli - i.p. grubu

ve mono - im, mono - glukan takip etmistir.

x40

Sekil 4.7. Lam aglutinasyon testinde antikor ve antijenin olusturdugu kiimeler
a) Ciplak gozle, b) Isik mikroskobunda

4.8. Mikroaglutinasyon Testi ile Tlgili Bulgular

Aglutinasyon antikoru igeren test serumlariin polyester yuvarlak tabanli mikroplaka
cukurlarinda antijen ile karistirllmasi sonucunda gozle goriilebilen aglutinasyon

¢okelekleri olusmustur (Sekil 4.8.).

A. hydrophila bakterini ile farkli metotlarla immunize edilen baliklarda 50. giinde
elde edilen serumlardan hazirlanan mikroaglutinasyon testine ait antikor titre
sonuglar Cizelge 4.7. ve Sekil 4.8.” de verilmistir. Cizelge 4.6’nin incelenmesinden
anlagilacagi iizere 50. giinde i.p. enjeksiyon yolu ile agilanan mono - FCA 1/32, poli
— 1.p. 1/8, mono — i.p. ve mono - glukan uygulanan gruplarda 1/4 diliisyonunda

agliitinasyon goriilmiistiir.

50



Sekil 4.8. Mikroaglutinasyon test sonuglari

Cizelge 4.7. Farkl1 agilama yontemleri uygulanarak immunize edilen baliklarin
immunizasyondan sonraki giinlerde mikroaglutinasyon testine gore
antikor titreleri

Mono — i.p. Poli —i.p. Mono - FCA  Mono-
Glukan

Log, Log, Log, Log,

_ 14 2 1/8 3 1/32 5 14 2
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Sekil 4.9. Farkli agilama yontemleri uygulanarak immunize edilen Japon baliklarinin
kan serumunda olusan aglutinin titrelerinin (Logy )
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5. TARTISMA ve SONUC

Insanlarda ve baliklar dahil olmak iizere diger hayvanlarda asilama bulasic
hastaliklarin Onlenmesi agisindan 6nemli bir metottur. Enfeksiyonlar sirasinda
karsilasilan patojenlere karsi agilama konak¢inin bagisiklik sistemini harekete gegirir
(Thompson ve Adams, 2004). Akuakiiltiir sektoriinde asilama c¢alismalar1 hastaligin
yol agtig1 ekonomik kayiplarin azaltilmasinda ¢ok 6nemli bir basamak olarak kabul
edilmistir (Ellis vd., 1997; Rahman ve Kawai, 2000; Ebanks vd., 2004). Su anda A.
hydrophila’ya herhangi bir ticari asi bulunmamasina ragmen deneysel olarak tiim
hiicre (WC), dis membran proteinleri (OMP), ekstraselliiler proteinler (ECP), LPS ve

biofilmli asilar degisik adjuvantlarla birlikte denenmektedir.

Farkli balik tiirlerinde A. hydrophila tarafindan olusan enfeksiyonlari 6nlemek
amactyla deneysel asilar yapilmis olmasina ragmen, uygun ticari as1 mezofilik,
hareketli Aeromonas tiirlerinin biiyiik fenotipik ve serolojik heterojenite (hareketli
Aeromonas grubu i¢inde yaklagik 100 serotipin varligr bildirilmistir) gdstermesinden

dolay1 gerceklestirilememistir.

Aragtirmalarin sonuglart degerlendirildiginde A. hydrophila patojenine kars1 belli bir
bolgeden izole edilen bakterilerle hazirlanacak asilarin o bolge icin koruyuculuk

saglayacagi sdylenebilir.

Ayrica yapilan c¢aligmalar arastirmacilarin iilkelerinde ki ekonomik Oneme sahip
tiirler iizerinde yogunlagsmistir. Akuakiiltiirde 6nemli tiirlerden biri olan gokkusagi
alabaliginin son donemlerde A. hydrophila enfeksiyonuna sik¢a maruz kalmasi da
g6z onilinde bulundurularak asi1 ¢alismalar1 daha ¢ok bu balik tiirii lizerinde olmakla
birlikte, Japon baliklarinda da hareketli aeromonad septisemi siklikla goriilmesi
nedeni ile Japon baliklar1 iizerinde de az sayida olsa ¢alismalar mevcuttur. Japon
baliklar1 i¢in 6nemli bir patojen olan A. hydrophila karsi asilarin denenmesi biiyiik

Onem arz etmektedir.

Aeromonas’a karst en 1yl koruma yontemi; iyl bir hijyen, yiiksek stok
yogunlugundan kaginma, elle miidahaleyi en aza indirmek gibi onlemlerle birlikte
etkin asilar1 gelistirmektir. Siis baliklarinda da as1 ¢aligmalar1 6niimiizdeki yillarda

Oonem kazanacak ve bu sektorde de agilama programlar1 olusacaktir.
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Baliklarda asilama yontemleri; immersiyon, oral ve enjeksiyon olmak iizere 3 temel
uygulama yontemi vardir. Immersiyonla asilama kiiciik baliklarda uygulama

kolaylig1 nedeni ile 6zellikle ilk asilamada tercih edilmektedir.

Immersiyon giiniimiizde bircok bakteriyel enfeksiyona (Yersiniozis, Vibriozis,
Frunkulozis) karst kullanilmaktadir. Immersiyon uygulamalarinda daha az stres,
maliyetin azlig1, kisa siirede birgok baligin asilanmasi gibi avantajlar1 vardir. Ancak
etkisi ve etki siiresi enjeksiyona gore daha az ve daha kisa siirelidir (Ellis 1998;Kav
ve Erganis, 2007). Navot vd. (2011), Japon baliklarinada iilser hastaligina karsi
yaptiklar1 ¢alismada A. salmonicida bakteri susun par¢alamak igin ultra ses 1sinlama
(Ultrasou irradiation; USI) yontemini ile eriyik A-layer proteinler (AP) ve formalinle
inaktif ederek hazirladiklar1 asilar1 kullanmistir.  Eriyik antijenin  immersiyon
yonteminden deriden alinim kapasitesinin yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Arastirmacilar USI tekniZinin immersiyon asilarda iyi bir koruma sagladigini
belirtmislerdir. Yaptigimiz arastirmada, 39’lik Japon baliklarina A. hydrophila karsi
imersiyon agist uygulanmig 30. giinde tekrar immersiyon uygulamasi yapilmis ve 50.
giinde spesifik patojen i.p. enjeksiyonla verildigide %75 6liim gozlenmistir. Oliim
orant kontrol grubunda daha yiiksek Seyretmistir. Navot vd. (2011) yaptiklari
caligmada eriyik antijen kulanmislar, biz ise bu ¢alismada formaldehitle 6ldiiriilmiis
tim hiicre antijenleri kullandik. Yapilan ¢aligmalar eriyik antijenin banyo yontemi
asilarda antijen alimini ¢ok iyi sagladigi humoral immunite yani sira hiicresel
bagisikligin etkili oldugu sdylenebilir. Yaptigimiz ¢alismada A. hydrophila’ ya karsi
immersiyon asida koruyuculuk olmadigi goriilmiis ve baliklar kiiciik oldugu igin
serumda antikor varligina bakilamamistir. Immersiyon gurubunda 6liim oranmin
kontrol grubundaki baliklardan fazla olmasinin nedeni immersiyon la asilanan
baliklarin kii¢iik olmasindan dolay1 epriivasyonda yapilan enjeksiyon uygulamasina

bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bastardo vd., (2012)’ de yaptiklari g¢alismada gokkusagi alabaliklarinda A.
hydrophila ve L. garvieae kars1i farkli asilama yoOntemlerinin etkinligini
incelemisglerdir. Bu g¢alismada her iki patojenlere karsi korumasi goézlenmis, tiim
asitlanmis baliklarda RPS oram1 %76’dan daha bulunmustur. Koruma seviyesi
Ozellikle sulu bivalent as1 (AgBV) ile asilanmis baliklarda 90. giinden sonra A.
hydrophila ve L. garviae karsi sirasiyla % 85.1 ve % 76.2 oraninda elde edilmistir.
Monovalan asmin gokkusagi alabaliginda L. garviae ve A. hydrophila karsi
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kullanilan monovalan sulu asilarda daha yiiksek koruma sagladig: tespit edilmistir.
Bu calisma gokkusagi alabaliginin direncinin hem sulu hemde adjuvantli iKki
degerlikli as1 ile asilamadan sonra serum antikor iiretiminin yiiksek olmasi ile
gostermistir. Bu sonuglar, mineral yag bazli olmayan adjuvantli maddelerin as1 ile
birlikte kullanilmasi diger ¢alismalar ile uyumlu olarak gokkusagi alabaligindaA.
hydrophila ve L. garviae bakterilerine karsi basarili bir koruma sagladigi ve koruma
stiresini uzatti@1 belirtilmektedir (Anderson, 1997; Romalde vd., 2005; Ravelo vd.,
2006). Bu mineral yag bazli olmayan adjuvantlarin viicutta depo etkisi yaparak
antijenin yavas bir sekilde doku veya kana girmesini—karismasini—Serbest
birakilmasin1 sagladigi ve ayrica humoral immun tepkiyi uzatip artirmasindan

kaynaklanmaktadir.

Loghothetis ve Austin (1994), yaptiklari ¢alismada gokkusagi alabaligina injeksiyon,
immersiyon ve oral olarak uygulanan A. hydrophila asis1 sonucu serumdaki antikor

tiretiminde artig gézlemlemislerdir.

Areechon vd., (1992), baliklarda bagisikliga verilen tepkinin kullanilan asi tipine
bagl olarak degistigini belirtmistir. A. hydrophila karsi asilama ile baliklarda olusan
direng c¢esitliligi izolatlar arasinda yiiksek heterojenite gostermesinde dolayr A.
hydrophila igin basarili as1 gelisiminde biiyiik bir sorun ortaya ¢ikmistir. Swain vd.
(2007), Labeo rohita baliginda A. hydrophila kars: polivalan ve monovalan
asilamadan sonra baliklarda 30. glinde serumda agliitinasyon titresinin maksimum
degerde oldugunu tespit etmislerdir. Bastardo vd. (2012), gokkusagi alabaliginda A.
hydrophila kars1 asilanmamis baliklarda yiiksek antikor titresi tespit edildigi rapor
edilmistir. Bu sonuglar baska tiirde ‘Oreochromis niloticus’un’ A. hydrophila
patojenine karsit olusan dogal antikor seviyeleri ile benzer oldugu bildirilmistir
(Ahmed vd., 2010).

Yaptigimiz ¢alismada, farkli metotlarla A. hydrophila bakterisi ile immunize edilen
baliklardan 50. giinde elde edilen serum 6rneklerinden hazirlanan mikroaglutinasyon
testine ait antikor titreleri; mono - FCA 1/32, poli — i.p. 1/8, Mono - ip ve Mono -
glukan uygulanan gruplarda 1/4 diliisyonunda agliitinasyon goriilmiistiir. Lam
aglutinasyon testinde de gruplarda kuvvetli bir aglutinasyon olugmustur. Koruma
yiizdesi en yiiksek olan polivalanli asiya gére mono — FCA grupta daha iyi bir
aglutinasyon olustugu tespit edilmistir. Aglutinasyon titresinde yiiksek titrasyon
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goriilmesinin nedeni adjuvantin antijeni depolamasi ve yavas sunumu sonucgu
olabilecegi kanis1 olusmustur. Bazi balik patojenlerinde koruma olugsmasina ragmen

antikor olugsmadig1 bildirilmektedir.

Arastimacilarda asinin  koruyuculugunu belirlerken sadece antikor varliginin
koruyucugu belirlemedigi tizerinde durmaktadirlar. Yapilan bu ¢alismada A.
hydrophila asilarina kars1 diger arastiricilarin belirledigi gibi antikor tespit edilmistir
(Swain vd., 2007; Ahmed vd., 2010; Bastardo vd., 2012). Bu sonug, A.
hydrophila’nin immiinojenik dogasinin yiiksek oldugunun bir gostergesi olarak

desteklemektedir.

Lamers vd. (1985) yilinda sazanlara uyguladiklari, 1styla inaktif edilmis daldirma A.
hydrophila asisinin  serum antikor diizeylerinde bir artis  sagladigim

gbzlemlemislerdir.

Kusuda vd., (1987) yilinda sazanlarda uygulanan formalinle inaktif edilmis A.
hydrophila asist sonucunda total serum protein konsantrasyonlarinda bir artis

gozlemledigini tespit etmislerdir.

Rahman ve Kawai (2000) yilinda Japon baliginda A. hydrophila’ya karsi hazirlanan
asilarin A. hyrophila’ya kars1 yiiksek bir koruma sagladigi ve aginin etkin oldgunu

belirtmisglerdir.

Chandran vd., (2002) yaptiklart ¢aligmada 1s1 ile inaktif ve formalinle inaktif ECP
(ekstraselliiler protein) ile olusturulmus polivalan as1 ve iki tiir hint sazan tiiriinde

denenmis fakat A. hydrophila karsi korumada saglanamamustir.

Nayak vd., (2004) biyofilmli serbest hiicre asilariyla beslenen kanal yayin
baliklarinda A. hydrophila ile yapilan epriivasyon sonucunda yiiksek bir serum

agliitinasyon antikor titresi ve RPS degeri gozlemlemislerdir.

Poobalane vd., (2010) sazanlara kars1 6 virulent A. hydrophila susu ile adjuvant ile
birlikte i.p. enjeksiyon yolu ile verilmistir. Yapilan asilama sonucunda % 56-87
oraninda RPS bulunmustur. Bu c¢alismada sonuglar ki-kare testine gore
degerlendirilmis ve anlamli bulunmustur. Calismanin sonucunda kullandiklar1 6
farkli virulent sus i¢in adjuvantli asiyr koruma saglayabilir ve kullanilabilir olarak

degerlendirmislerdir
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Thanga vd., (2013), Japon baliklarinda A. hydrophila karsi hazirlanan farkli asilar ile
astlanmistir. OMP ve BF as1 gruplari hayatta kalma oraninin ECP grubuna gore daha
yiiksek ve daha iyi bir koruma elde edildigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada adjuvant
olarak kullanilan Kuskonmaz OMP ve BF asilar ile birlikte bagisiklik gliclendirmeye
yardimci  oldugu, balik {izerinde giivenli ve kuvvetli advujant oldugunu
bildirmislerdir. Bu arastirma, mono - im, Poli — i.p., mono — i.p., mono - glukan,
mono - FCA enjeksiyon gruplarindan olusmustur. Asilanan baliklarda 50.giinde
yapilan epriivasyonda poli —i.p. % 100, mono - FCA’da % 78,6, mono - glukanda %
67,9, mono — im %32 RPS degeri tespit edilmistir. Immersiyon yolla agilanan
baliklarda 50. giinde saglanan koruma istatistiki olarak kontrol grubu ile farklilik
gbstermemistir. Japon baliklarinda 3 farkl: tiir baliktan izole edilen ve mevcut suslar
arasinda en fazla viriilense sahip olan suslarla hazirlanan karma asinin baliklarda ¢ok
iyi bir koruma olusturdugu gozlenmistir. Polivalan asilar baliklarda g¢esitli Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakteri suslarinin genis “mikro organizma” yelpazesine karsi
koruma avantaji sagladigi gibi, Gram negatif bakteriler ve aym tiiriin farkl
suslarindan olusan karma asilarinda etkili oldugu goriilmektedir. Bir polivalan asinin
basarist genellikle baslangi¢ antijene konsantrasyonu ile capraz reaktivite ve farkli
antijen arasindaki rekabet ile ilgilidir. Bu ¢alismada, A. hydrophila kars1 farkli
izolatlardan olusan karma as1 korumasi saglanmigtir, bu da bakteri patojenleri
arasinda antijenik kompetisyon olmadigi ve heterojen bir yap1 gosteren A.
hydrophila’ nin antijenite 6zelliginden kaynaklandigi tespit edilmistir. Adjuvant
kullanilarak asilanan balik gruplarinda asilanan grupta 50. giinde elde edilen koruma
kontrol grubundan istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Yapilan as1 uygulamalart
sonucu en iyi RPS degeri Poli — i.p. grubunda elde edilmis bu grubu adjuvant asi
iceren mono - FCA izlemistir. FCA, deneysel amagla kullanilan en yaygin ve etkili
bir adjuvanttir. Ancak balik ve diger canlilarda enjeksiyon bdlgesinde guronuloma
olusturmakta ve yangisal reaksiyonlar gibi yan etkileri oldugu bildirilmistir (Aydin,
1994c; Candan ve Karatas 2010; Tafalla vd., 2013). Bu calismada ise Japon
baliklarinda enjeksiyon bolgesinde herhangi bir yangisal reaksiyona rastlanmamuistir.
Ayrica FCA kullanimi her zaman baliklarda immunojenitenin yada korumanin
artmasma saglayamadigr rapor edilmistir. Kawakami vd., (1998) sarikuyruk
baliklarinda (Seriola quinqueradiata) Pasteurellosis hastaligina kars1 Photobacterium
damsela asis1 ile FCA nin birlikte kullanimini sonugu korumada belirgin bir artis

olmadig1 belirtmistir. Soltani vd. (2007), gokkusagi alabaliklarinda formalinle
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oldiiriilmiis inaktif Streptococcus iniae ile iyi bir koruma saglanirken, asida FCA’ nin
varliginda belirgin bir etkisi olmadig: bildirilmistir. Fang vd. (2004), gurami’lerde
(Trichogaster trichopterus) A. hydrophila'nin, dis zar proteini FCA i¢inde as1 olarak
kullanilmis ve baliklara i.p. olarak enjekte edildikten 3 hafta sonra FCA olmaksizin
bir rapel asi uygulamasi yapilmistir. Bu uygulamadan iki hafta sonra yapilan
epriivasyondan sonra FCA’l1 as1 ile rapel uygulanan FCA’s1z aginin ayni korumay1
sagladig bildirilmistir. Yaptigimiz ¢alismada ise yukaridaki arastirmacilardan farkl
olarak FCA’nin Japon baliklarinda A. hydrophila patojenine kars1 istatistiki olarak iyi
bir koruma sagladigi gozlenmistir. Benzer bulgular Oncorhynchus kisutch yla
yapilan bir ¢alismada, formalinle 6ldirilmiis Aeromonas salmonicida i.p. olarak
FCA ve FCA’siz enjekte edilmistir. En iyi koruma FCA adjuvantlanmis asi i¢in
bulunmustur. Ayrica antijen olmadan FCA enjekte edilen baliklarda da 90 giin
korumanin meydana geldigi rapor edilmistir (Olivier vd., 1985). Brenek vd. 2002,
havuz baliklarina (Carassius carassius) Trypanosoma danilewskyi asisi ile birlikte
FCA enjekte etmis ve bu enfeksiyonuna karsi koruyucu bir etki sagladigim
bildirmislerdir. Grabowski vd., (2004), Flavobacterium columnare ’nin formalinle
Oldiirilmiis sonike edilmis tiim hiicre antijeni ile FCA nin birlikte i.p. yoldan
verildiginde 2 hafta i¢inde mukus ve plazmada antikor belirlendigi 2.
immunizasyondan sonra antikor seviyesinin arttigi ve immunizasyondan sonra 10
hafta kadar yiiksek kaldigi bildirilmistir. Hogfors vd. (2008), gokkusagi
alabaliklarinda Flavobacterium psychrophilum’dan elde edilen protein antijeni ile
FCA birlikte enjeksiyonla baliklara verildiginde antijen tek verildiginde koruma
olusturmazken, FCA ile birlikte verilmesi durumunda koruyucu etkisi oldugunu
kaydetmislerdir. Chettri vd., (2009) Poecilia reticulata’da Tetrahymena sp. ile FCA
nin birlikte immunizasyonu sonucunda patojene karsi koruyuculugun arttigini ve
buna baglh olarak baliklarda mortalite oraninin %15 civarinda diistiiglint
bildirmislerdir. LaPatra vd., (2010), A. hydrophila asis1 ile FCA’ nin ip olarak
verilmesi ile iyi bir korumanin olustugu bildirilmistir. Kato vd., (2012) Japon pisi
baliklarinda (Paralichthys olivaceus) Nocardiossise karst Mycobacterium bovis
heterolog patojenlere karsi spesifik olmayan immuniteyi uyarmasi sonucu korumanin

artmis olabilecegi belirtilmistir.

Monovalan + Glukan ilave edilen adjuvantli grupta Monovalan + Rapel

uygulamalarindan daha iyi koruma tespit edilmistir. Ancak RPS % 70 i gegememis
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ve korumanin yeterince iyi olmadig1 goriilmistiir. Buna ek olarak, B-glukan bir¢ok
arastirmaci adjuvant olarak etkili oldugunu bildirmislerdir (Niki vd., 1991 ; Chen ve
Ainsworth, 1992 ; Rorstad vd., 1993 ; DeBaulney vd., 1996 ; Midtlyng vd., 1996;
Figureas vd., 1998; Midtlyng vd., 1998; Ashida vd., 1999; Kamilya vd., 2006;
Selvaraj vd., 2005).

DeBaulney vd. (1996) yilinda kalkan baliklarina vibriozis karsi bir oral as1
hazirlayarak 5 giin asili yem ile beslememisler asili baliklar 28 giin sonra epriivasyon
uygulamiglardir. As1 ve B-glukan kullanilan asida % 61 RPS, yalniz as1 verilen
baliklarda % 52 oraninda RPS elde etmislerdir. Glukanli grup daha yiiksek RPS ye
sahip olmasina karsin istatistiksel olarak fark bulunmamistir. Figureas vd., (1998)
Vibrio damsela’ ya kars1 B-glukan ile V. damsela O-antijen i.p. enjekte ettiklerinde
en yiiksek bagisiklik yaniti elde etmislerdir. As1 etkinliginde bir fagositik indeksi
gelistirdigi, ayn1 zamanda benzer sonuglar, antikor titrelerinde de elde edilmistir.
Rorstad vd., (1993), maya glukan (B-1,3-D-glukan) A. salmonicida ve Vibrio
salmonicida formalinle dldiiriilmis asilar B-glukan ile veya glukansiz ip enjeksiyonla
salmon baliklarina verilmistir. Asilamadan sonra 3-4 hafta sonra yapilan epriivasyon
sonuglarinda frunkulozise karsi B-glukan 6nemli dl¢iide glukansiz gruba gore yiiksek
bir koruma goéstermistir. Ancak B-glukan tek basina verildiginde 11 hafta sonra
koruma olusturmamustir. Bir bagka ¢alismada, tek basina frunkulozise karsi B-glukan
ile adjuvanlanmis asilar ile 6 hafta koruma saglanirken 3.ve 6. ayda koruma tespit
etmemislerdir (Midtlyng vd., 1996; 1998). Bir baska caligmada Niki vd., (1991)
yilinda coho salmonlarina formalin uygulanmis A. salmonicida bakterini ile agilama
sonrasi koruma incelendiginde, Vitastim-Taito ve lentinan gibi B-glukan igeren grup
tizerinde hayatta kalma orani istatistiksel olarak anlamli oldugunu belirtmislerdir.
Ancak, aglutinin diizeyleri immunostimulantli gruplarda daha diisiik bulunmustur.
Hint sazanlarina formalinle inaktive A. hydrophila asis1 B-glukan ile birlikte
verildiginde RPS % 67.7 glukansiz grupta ise % 58.0 olarak tespit edilmis ancak
istatistiksel olarak o6nemsiz bulunmustur (Kamilya vd., 2006). Ancak B-glukan
mevcudiyetinde 6liim oranida bir azalma oldugunu belirtmislerdir. A. hydrophila ile
B-glukan asilamadan once ip verildiginde yiiksek bir antikor titresi goriiliirken
Asilamadan once B-glukan ile banyo ve oral uygulama yapilan grupta antikor
gelismemistir (Selvaraj vd., 2005). Glukanin adjuvant etkisi bazi arastiricilar

tarafindan etkili bulunurken bazilar1 tarafindan etkisiz bulunmustur. Yaptigimiz
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calismada da poli — i.p. gruptan sonra mono - FCA’li grup en iyi RPS degeri

gostermistir.

A. hydrophila agilarinin antijenik ¢esitliliginin yiiksek olmasindan dolay1 etkili
asilarin gelistirilmesi oldukg¢a giigtiir ve bu patojene karsi heniiz ticari bir asi
gelistirilememistir. Ancak son zamanlarda A. hydrophila karsi koruma olusturan
deneysel asilarin gelistigi ve otovaksin asilarin  kullanildigi  goriilmektedir.
Akuakiiltiirde ¢ok cesitli asilar kullanilmasina ragmen akvaryum baliklarinda heniiz

ticari agilar kullanilmamakta ve deneysel asilarda son yillarda 6nem kazanmaistir.

Sonug olarak; Japon balig1 tatli su akvaryum baliklari igerisinde 6nemli bir tiirdiir.
Japon balig1 yetistiriciliginde en sik rastlanan enfeksiyonlardan birisi olan hareketli
aeromonas septisemi hastaligina kars1 as1 gelistirilen bu calismada hastaliktan
korunmak igin iyi bir hijyen ve asi programimin yapilmasi gerekliligi ortaya

konulmustur.

1. Yaptigimiz arastirmada; Japon baliklarinda farkli tlirden izole edilen A.
hydrophila suslarin1 igeren karma asilarin etkili oldugu saptanmistir. Bu patojene
kars1 yapilan asilarda farkli izolatlarin birlikte kullanilmasinin antijenik ¢esitliligi
artirdig1 ve daha c¢ok hiicresel bagisiklikla iy1 bir koruma sagladig: diisiiniilmektedir.

2. Adjuvantlardan FCA’ nin glukana gore A. hydrophila asisinda etkili oldugu
goriilmiistiir. Calismanin daha uzun siire devam ettirilmesi halinde yag bazli bu
adjuvantla koruma siiresinin daha uzun olabilecegi diistiniilmiis bu baglamda bu
adjuvantla en az 6 ay sonra koruma siiresinin degerlendirilmesi ¢ok faydali olacaktir.
3. As1 uygulamalarindan enjeksiyonun beklenildigi gibi daha iyi bir koruma
olusturdugu goriilmektedir. Ancak bu ydntemin biiyiilk ve ana¢ Japon baliklarma
uygulanmasi pratiktir. Immersiyon yolu ile as1 ¢calismasinda tiim hiicre antijenlerin
viicuda alimi 1iyi bir sekilde gerceklesmemektedir. Bu nedenle yapilan ¢alismalarin
incelenmesindende goriilmiistiir ki baliklar kiigiik baliklarda eriyik antijenlerin

denenmesi faydali olacaktir.

Japon baliklarinda bolgesel izole edilen suslardan basarili asilarin yapilmasi miimkiin
oldugu calismamizla tespit edilmistir. Ozellikle Japon baligi iiretimi yapan
isletmelerde baliklarin asilanmasi isletmenin ekonomisi acisindan c¢ok faydali

olacaktir.
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