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Bu arastirmada, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) Streptococcus iniae (ATCC
29178) ile deneysd yolla enfekte edilmis, kan plazmasindaki bazi akut faz proteinleri
incelenmistir. Calismada ortalama 60,35+1,04 g canli agirhginda 72 adet tilapia
kullanilmustir. Baliklardan 3.3 x 10° kob/ml iceren Streptococcus iniae intraperitonel (i.p.)
olarak 0,1 ml dozunda enjekte edilerek enfekte grup olusturulmustur. Aym sayida S. iniae
enjekte edilen balik gruplarina akut bir stres faktérinin ilavesi ile diger deney grubu
olusturulmustur. Son grup deney baliklar: kontrol grubu olarak incelenip en uygun kosullar
altinda tutulmustur. Enfekte ve kontrol grubu baliklarin kuyruk venasindan alinan kan
ornekleri, enfeksiyonun 7, 14 ve 21. gunlerinde bazi akut faz proteinleri (APP) [C-reaktif
protein (CRP), fibringjen (fb), serum amiloid A (SAA) ve transferrin (tf)] yoninden
incelenmistir. Calismamizda, enfekte gruplarda 1-2 guin icinde renk koyulasmasi, balik
hareketlerinde diizensizlik ve yavaslama gorulmistir. Olglilen akut faz

proteinlerinden yalmzca fibrinojen seviyelerinde duslsler saptanmustir.
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Sreptococcus iniae is an important bacterial pathogen of fish, causing up to 50%
mortality in stocks, which has recently been associated with human infections. The aim of
the present study to assess C-reactive protein, fibrinogen, serum amyloid A and transferrin
responses to Sreptococcus iniae (ATCC 29178) in plasma of tilapia (Oreochromis niloticus,
Linnaeus 1758) following intraperitoneal (i.p.) injection. Two experiment groups, including
Siniae-infected (st group) and Siniae-infected with handling stress (st-hd group), with a
group of nonstressed control (cntrl) fish, were examined in this study. Blood samples were
collected 7th , 14th and 21st days after the experiment. In our study, darken skin, slowdown
and confusion in fish motions in infected groups within 1-2 days. Only fibrinogen levels

from measured acute phase proteins has been reported to decrease.
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1. GIRIS Azime KUCUKGUL

1. GIRIS

Ulkemizde son yillarda gelisme gosteren kiiltir balikciliginda umut verici
ilerlemeler gozlenmektedir. Tatlh sularda alabalik, denizlerde ise cipura ve levrek
Uretimi yapan isletmeler hizla artmaktadir. Ancak, bir yandan Uretim artarken bir
yandan da ¢ikan sorunlarin asilmast i¢in verilen micadele ve 6zellikle bu sorunlarin
basinda yer alan hastaliklar, sektor icin gelismeyi kisitlayici bir etken olarak ortaya
cikmaktadir.

Ozellikle bakteriyel balik hastaliklari dogal ortam ve kultir ortamlarinda
yuksek oranlarda 6limlere neden olmaktadir. Baliklarda enfeksiyonlara neden olan
bakterilerin gogu firsat¢i patojen olup kirlilik, sicaklik ve nakil gibi uygun olmayan
cevre sartlarinin yaratmis oldugu strese bagl olarak aktiflesmektedir (Post, 1987;
Andrews ve ark., 1988; Reddacliff, 1988; Noga, 2000; Guvener, 2001; Alderson,
2003).

Baliklarin yogun olarak kultire alindigi intensif yetistiricilik sartlarinda
hastaliklar siklikla gorilmeye baslamistir. Balik hastaliklart konusunda son yillarda
yapilan caligmalar, mikroorganizmalarin isletmeye girmeden onlem alinmasinin
gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu nedenle gerekli koruyucu onlemler alinmali,
etkin ve devamli bir sekilde uygulanmalidir. Koruyucu onlemler arasinda baliklarin
imminizasyonla korunmast (asilama: vaksinasyon) ©Onem tasimaktadir. Balik
hastaliklarina kars1 as1 kullammi Avrupa da 6zellikle gokkusag: alabaligi ve salmon
yetistiriciliginin ayrilmaz bir pargasi haline gelmistir.

Baliklarda gelisen enfeksiydz hastaliklarda ortaya ¢ikan reaksiyonlardan bir
taneside inflamasyon (yangr)’ dur. Canlida inflamasyon ve doku hasar1 gorildiigtinde
yanit olarak degisen plazma proteinleri akut faz proteinleri (AFP) ya da akut faz
reaktantlar: olarak bilinmektedir (Eckersall ve Conner, 1988; Baumann ve Gauldie,
1990; Whicher ve Westacott, 1992). Akut inflamasyonda, nétrofil sayisinda artma ve
sedimantasyon hizinda yikselme gibi semptomlar tipik olmakla birlikte bu durum
‘akut faz yanitr’ olarak tanimlanmustir. Akut faz yamitint olusturan interlokin | (IL—
1) ve tumoOr nekroz eden faktor (TNF) gibi mediatér maddeler, kanda aktive olan

monositlerde ve gesitli organlardaki makrofajlarda sentez edilir ve salinir (Dinarello,

1



1. GIRIS Azime KUCUKGUL

1984; Beutler ve Cerami, 1986; Heinrich ve ark., 1990; Waage ve ark., 1992). IL-1
ve TNF gibi maddeler, immiin yanitin sekillenmesi icin bazi reaksiyonlar: tetiklerler
ve sonucta plazma akut faz reaktantlar: olarak bilinen proteinlerden bazilarinin
dizeyi artar, bazilarininki ise azalir. Akut faz yamti sonucu olarak plazmada
diizeyleri azalan proteinlere ‘ negatif akut faz reaktantlari’ denir. Bunlarin baslicalari,
prealbumin, albumin ve transferrindir (Kushner ve Mackiewicz, 1987; Thompson ve
ark., 1992; Gruys ve ark., 1993, Gruys ve ark., 1994; Ingenbleekand ve Young,
1994).

INFLAMASYON

Ant-mflamnator sitolanler

Pomtif almat faz reaktantlan

Fibrinojen
-y
A A
A,
Serarn Loredloid £ . ) . - >
o > C-realtif Protein e

Sekil 1.1. Akut inflamasyon sonucunda ortaya ¢ikan bazi akut faz reaktantlar
(Saunders, 2003)

Akut faz yanit1 sonucu plazmada diizeyleri artan proteinler ise ‘pozitif akut
faz reaktantlart’ olarak adlandirilmaktadir. Bunlarin baglicalar: ise; C-reaktif protein
(CRP), al-antikimotripsin, al-asit glikoprotein, al-antitripsin, haptoglobin, C4

(kompleman 4), C3 (kompleman 3), fibrinojen ve seruloplazmindir (Kushner ve ark.,
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1981., Dowton ve Colten, 1988; McGuire ve ark., 1996; Lannergard ve ark., 2003).
Doku hasarina bagli olarak ortaya ¢ikan inflamasyon strecindeki farkli sistemik ve
lokal olaylarin tammlanmasinda kullanilan akut faz cevabi; organizmay:1 koruyucu,
inflamasyonu tetikleyici, yabanci organizmalari uzaklastirict ve doku tamir edici
bircok olaylarda rol oynayan énemli bir olusumdur. Bunlar enfeksiyon, imminolojik
olaylar, travmalar, doku nekrozlari gibi durumlarda plazmada seviyesi degisen
proteinlerdir (Gordon ve Koy, 1985; Gruys ve ark., 1999). Bu proteinler doku
makrofajlarindan salinan sitokinlerin etkisiyle karacigerde sentezlenmekte, ayrica
nonspesifik olarak inflamasyonun varligini ve siddetini yansitmaktadirlar (Adler ve
Denton, 1975; Ganrtner ve Hiatt, 1997) (Sekil 1.1.).

Akut faz reaktanlari, inflamasyon devam ettigi sire zarfinda surekli
sentezlenirler.  Uyaranlara  karst  duyarliliklar,,  sentez  hizlari,  serum
konsantrasyonlari, molekdl  blydklUkleri  ve  katabolizmalart  farkliliklar
gosterebilmektedir (Alsemgeest, 1994; Alsemgeest ve ark., 1994).

Akut seyirde akut faz proteinlerinin serum diizeylerindeki artiglar genellikle
inflamasyonun siddeti ve dagilimi ile paralellik gosterirken; kronik seyirde
sentezlerindeki  baskilanma veya tuketimlerindeki artis sonucu tam olarak
sekillenmezler (Sekil 1.2.). Konak savunmasinda fagositoz (zerine pozitif etki
gogerirler, inflamatuar hicrelerden proteaz salimmim  ve serbest oksijen
radikallerinin olusumunu inhibe ederek doku hasarim sinirlar, hasar géren dokularin
onariminda rol alirlar (lhsak ve Hassan, 1989; Yenen, 1990; Pincus ve Abraham,
2001).
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Enfelsiyan Hastahl Ivilesme

At faz

proteinler

Sekil 1.2. Enfeksiyon sonrasi zamana bagli akut faz protein degisimleri
(Gershov ve ark., 2000).

Baligin non-spesifik savunma mekanizmasinda yer alan CRP, herhangi bir
bakteri ile infeksiyon sonucu en hizl1 artan akut faz proteinidir. CRP; ilk kez Tillet ve
Francis tarafindan tammlanmis ve pndmokok-C polisakkariti ile presipite
olabildiginden dolay: ‘C-presipitin’ adim almistir. Onceleri antikor olarak diistinilen
bu protein, degisik inflamatuar durumlarinda dolagima verilen bir protein oldugunun
saptanmasi ve C polisakkariti ile reaksiyon verme dzelliginden yola ¢ikilarak ‘CRP’
olarak adlandirilmis ve 1941 yilinda MacLeod ve Avery tarafindan saf olarak izole
edilmistir. inflamasyonun c¢ok spesifik ve duyarl: bir indikator oldugu tespit
edilmistir. Hepatositlerde uyariya bagli olarak sentezlendigi ve salindigr icin ilk
uyarimdan 6-10 saat sonra yeni sentezlenen CRP kanda goérilmeye baslar ve 48
saatte en yuksek seviyeye ulasir. Kisa bir zaman diliminde normal degerlerine doner.

Akut faz yanitin blytklugi ile Gyelerinin miktarindaki artis genellikle dogru
orantilidir. Ancak bunu etkileyen cesitli faktorler olabilir (Ihsak ve Hassan, 1989,

Y enen, 1990; Pincus ve Abraham, 2001). CRP klasik akut faz proteini olup dolasima
bir kez verildikten sonra immiin yanita katilir, hasara ugramis hiicre duvari ile CRP-
ligand komplekslerini olusturur. Bu kompleks belirli komplement Gyelerinin
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aktivasyonuna yol acarak fagositik hicreleri uyarir, bdylece immin cevap
kuvvetlenir. inflamasyonun sekillendigi durumlarda genellikle cok yilksek seviyelere
ulasir, hatta 1000 kat kadar artabilir. CRP, komplement sistemi aktive eden ya da
fagositoza yardimci olmak icin bir opsonin faktor gibi davranip, bdylece enfeksiyon
(bakteri) olusumunaizin vermez (Sekil 1.3.).

C-Reaktif Protein Komplement

Opsonizasyon

Sekil 1.3. C-Resktif Protein’in opsonizasyondaki rolti (Gershov ve ark.,
2000).

Enfeksiyonda plazma fibrinojen dizeyi genellikle artar. Hem deneysel
hayvan modellerinde hemde insanlar Gizerinde yapilan ¢alismalarda RDS (solunum
glclugt sendromu), DIC (yaygin intravaskiler koagilopati) ve kan transflizyonu
(kan degisimi) gibi durumlarda enfeksiyon olsa bile fibrinojen seviyelerinin distigi
gbzlenmistir (Bone ve ark., 1989; Bone, 1991; Bone, 1992; Yan ve ark., 2001).
Fibrinojen yiksekligi ESR (eritrosit sedimentasyon rotasi)’yi de etkiler. Enfekte ve
normal bireylerdeki degerlerin siklikla birbirine yakin bulunmasi nedeniyle
fibrinojenin sepsis (enfeksiyona karsi konagin sistemik yaniti) tamsindaki yeri
sinirlidir (Bodur ve ark., 2006).
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Laboratuvar bulgularimin ve non-spesifik Kklinik belirtilerin herhangi  bir
enfeksiyonun erken evrede ortaya konulmasinda yetersiz oldugu durumlarda bu
amaca hizmet etmek Uzere daha duyarl ve spesifik laboratuvar testlerine ihtiyaci
duyulmaktadir. Bu nedenle son zamanlarda giderek artan yogunlukta Serum Amiloid
A (SAA) proteini incelenmeye baslanmistir. Memelilerde oldugu gibi baliklarda da
inflamasyonda ortaya cikan SAA, ma6r bir akut faz proteinidir ve yapica doku
amiloid grubunda bulunan amiloid A proteini ile iliskilidir (Uhlar ve Whitehead,
1999). SAA plazmada lipoproteinlerin yiksek dansiteli lipoprotein (HDL) yapisinda
bulunan bir apolipoproteindir (Malle ve ark., 1993; Jensen ve Whitehead 1998).
SAA’'nin genetik ve biyokimyasal yapisi hakkinda yeterince bilgiye sahip olunsa da
gorevleri hentiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak bazi sitokinlerin pirojenik
etkisini, notrofillerin oksidatif solunumunu ve trombosit aktivitesini azalttigi, antikor
Uretimini baskiladigi bildirilmektedir (Benson ve Aldo-Benson, 1979; Shainkin-
Kestenbaum ve ark., 1990; Zimlichman ve ark., 1990).

Tilapia tdrleri; dunyamn birgok Ulkesinde, tropik ve subtropik iklim
kusaklarinda, 6zellikle de Dogu Afrika, Ortadogu ve Uzakdogu Ulkelerinde sazandan
sonra yetistiriciligi en fazla yapilan, sicak iklim baliklarinin en degerli olanlarindan
Cichlid familyasinin ~ Uyeleridir.  Tilapia torleri  Glkemiz dogal sularinda
bulunmamakla birlikte, yetistirme calismalarina yaklasik olarak 30 yil 6nce
baglanmis ve olumlu sonuglar alinmustir. Tilapia mn ¢ok kirli cevrelere uyum
gosterebilmesi hatta hayvan gibresi ve lagim ¢camuru ile beslenebilmesi bu baligin
yetistiriciligini  ve vyetistirme kosullarinda cevre isteklerini daha da onemli
kilmaktadir (Wong, 1989). Ayrica dunya nifisunun hizla artmasi, ucuz protein
kaynagina olan ihtiyaci giderek arttirmakta ve tilapia Uretiminin yayginlastirilmasin
zorunlu hale getirmektedir (Ogunji, 2004).

Tilapialar, uygun vyetistiricilik ~ kosullarina  ragmen,  streptokokus
familyasindan Streptococcus iniae olarak bilinen bir patojen ile enfekte olduklar:
zaman, agir kayiplara ugramaktadirlar (Bercovier ve ark., 1997). Bu patojen insanlart
da enfekte edebilen zoonoz bir patojendir (Boomker ve ark., 1979; Perara ve ark.,
1994, 1997). S iniae infeksiyonlari, tilapia (Oreochromis sp.) (Pier ve Madin, 1976;
Perarave ark., 1994; Eldar ve ark., 1994, 1995a; Bowser ve ark., 1998; Press ve ark.,
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1998)’ larin yanisira, salmon (Onchorynchus mykiss, Onchorynchus kisutch) (Eldar
ve ark., 1995b) ve hibrid cizgili levrek (Morone chrysops x Morone saxatilis)
(Stoffregen ve ark., 1996; Perara ve ark., 1997)’ lerde de bildirilmistir.

Ilk defa Amazon Nehri'nde yasayan bir tir yunustan izole edilen S. iniae,
hem deniz hemde tatli su baliklarinda hastaliga neden olan ve yetistiricilik
sistemlerinde devamli olarak virulansim arttiran ayrica tzerinde daha 6nce birgok
arastrma yapilmig, 6nemli zoonotik bir balik patojenidir (Pier ve Madin, 1976;
Kusuda, 1992; Perera ve ark., 1994; Austin ve Austin, 1999a). Streptokokkozis
Japonya da ilk olarak 1976 yilinda kultira yapilan gokkusag: alabaliklarindan izole
edilmistir (Pier ve Madin, 1976). Bu yillarda hastalik Japonya da sarikuyruk
baliklarinda da 6nemli ekonomik kayiplara yol agmistir. Daha sonraki yillarda yilan
baliklar1, ayu ve tilapialarda da enfeksiyon gortlmeye baslanmistir. Gozlerde siddetli
ekzoftalmusla seyrettigi icin enfeksiyon “pop eye” hastaligi olarak da
adlandirilmistir.  Hastalik  bugiin - dunyamn  bircok Ulkesinde g6rilmektedir.
Kontamine olmus balik yemlerinden, zedelenmis balik derisinden, deneysel yollarla
baliklara bulasabilen, tatli sudan deniz suyuna kadar bircok tirt etkileyen
Sreptococcus iniae, dogada da 6nemli salginlara neden olan bir patojendir (Zlotkin
ve ark., 1998).

Zoonotik hastalik, hayvanlardan insanlara gecebilen infeksiyonlardir.
Zoonotik hastaliklar dinyada ©6nemli bir halk saglhigi problemidir. Enfekte
baliklardan bulasan zoonotik infeksiyonlarin, balik Uretici ve tuketicilerinde ciddi
problemlere neden oldugu dnceki ¢alismada vurgulanmustir.

Son zamanlarda baliklardan insanlara bulasan zoonozlarin sayisinda ve
dolayisi ile literatir incelemelerinde bir artis olmustur; bu durum balik zoonozlarinin
her gecen gun biraz daha dnem kazandiginin belirtisi olarak goze carpmaktadir
(Austin ve Austin, 1999b; Babu ve ark., 2002). Ichtiyoz artisi, 6zellikle balik ve
karides gibi akuatik canlilarin yapay havuzlarda ve dogal su kaynaklarinda kiltire
alinmasinin yayginlasmast ile baslamustir.

Balik zoonozlar1 arasinda 6nemli bir yere sahip olan Streptococcus iniae,
1995-1996 yillarinda Kanada'min Toronto Bdlgesi'nde Asya orjinli kadinlarda
hastaliga sebep olmustur (Centers for Disease Control and Prevention, 1996). Bu
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patojen, baliklarda norolojik semptomlara sebep oldugu icin “mad fish disease”
olarak bilinmektedir. Klinik olarak hasta tilapia baliklarimn kadinlar tarafindan
alinmasi ve takiben pisirilmeye hazirlanmas: sirasinda balikla temas yoluyla gelistigi
sanilmaktadir.

Baliklarda gorulen Streptokokkozis enfeksiyonunun kiltir ortamlarinda %30-
50 mortalite diizeyinin oldugu tespit edilmistir (Kitao, 1993; Varvarigos, 2001;
Eyngor ve ark., 2004). Bakterilerin hareketsiz, fakultatif anaeorobik, gram pozitif
koklar oldugu, 10-45 °C’'de % 6,5 NaCl konsantrasyonu ve pH 4,5-9,6 gibi optimal
kosullarda Uredigi ve koloni olusturacak blydkluge ulastiklart saptanmustir.
Izolatlarin; Eosin Metilen Mavisi (EMB), Mac Conkey besiyerlerinde Ureyemedigi,
TSA (Triptik Soy Agar), Nutrient Agar (NA), Beyin Kalp Inflizyon Agar (BHIA),
safra-eskulin besiyerlerinde Uredigi ve kanli agar (koyun kant ilave edilmis)’daise a-
hemoliz olusturdugu goézlemlenmistir. Bu verilere gore, izole edilen suslarin
Streptococcacea familyasindan non-hemolitik bir bakteri oldugu saptanmistir (Kitao,
1993).

Hasta baliklarin; karaciger, bobrek, dalak ile beyinlerinden alinan doku
materyallerinin TSA, Kanli Agar (% 5 koyun kan ilave edilmis) besiyerlerine
ekimleri yapilmis ve 25 °C'de 24-48 saat siireyle inkiibe edilmistir (Holt ve ark.,
1994; Austin ve Austin, 1999b). TSA besiyerinde beyaz, kiicik yuvarlak koloniler,
kanli agarda ise non-hemolitik 0,1-0,2 mm. ¢apinda koloniler izole edilmistir.
Izolatlarin identifikasyonu icin ayrica, Rapid 1D32 strep sistemi (Biomerieux, Marcy,
I’Etoile, Fransa) ve lateks aglitinasyon testi kullanilabilmektedir (Koneman ve ark.,
1997; Austin ve Austin, 1999b). Streptokokosis'i kontrol etmek cok zordur. Clnku
hastalik etkeni distk su kalitesne maruz kaldiklart zaman ortaya cikar.
Streptokokkosis'e kars1 baligin asilanmasiyla ilgili ¢ok az ¢alisma vardir (Sakai ve
ark., 1987).

Etken BHIA'da 30°C'de 24 saat inkibasyondan sonra 1mm capinda
pigmentsiz koloniler olusturur. Gram pozitif, ikili yada kisa zincir benzeri
gorinimunde (pleomorfizm gorulebilmektedir), katalaz, tuza tolerans ve VP
reaksiyon testleri negatiftir (Roberts ve ark., 1984). S iniae, kultire alinms
baliklarda (basta tilapia olmak Uzere gokkusag: alabaligi, cipura, sarikuyruk, yilan
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baligi, alabalik vb.) artan insidense sahip bakteriyel bir patojendir. Streptokok
infeksiyonlart dinyada hem kdltdr kosullarinda yetistirilen hem de dogal
ortamlardaki baliklarda 22 tirde bildirilmistir.

Tirlere 6zgu temel AFP lerinin Olgilmesi, hastaligin teshisi, prognozu ve
uygulanan tedavinin etkinligi hakkinda o©nemli bilgiler saglamaktadir. Fakat
hastaligin  doneminin (akut veya kronik) AFPlerin birkag Uyesinin birlikte
Olctlmesiyle daha iyi degerlendirilebilecegi vurgulanmistir (Eckersall, 2004). Son
yillarda yapilan arastirmalar; plazma veya serumdaki AFP konsantrasyon
seviyelerinin, hastaligin prognozunda ve tespitinde ©nemli diagnostik bilgiler
saglachgim gostermistir (Eckersall, 2000). Hayvanlarda, 6zelliklede baliklarda CRP,
SAA, transferin, haptoglobulin, seruloplazmin ve fibrinojen 6nemli AFP leridir. Bu
proteinlerin serum veya plazma konsantrasyonlar: travma, cesitli enfeksiyon ve
yangisal durumlarda doku hasarim takiben arttigi belirtilmistir (Eckersall, 1999;
Martinez-Subiela ve ark., 2003).

Bu calismada yetistiriciligi giderek artan tilapialarda, mortalitenin zaman
zaman % 50’ lere ulastig1 Streptokokkosis'in, deneysel olarak olusturulmasiyla, balik
bireylerinde enfeksiyon sonrasi gelisen bazi akut faz yanitlarin arastirilmasi
amaclanmustir.

Arastirmanin konuyla ilgili bundan sonraki ¢aligmalara temel olusturacagi
ayrica elde edilen sonuglarin baliklarda, 0Ozellikle bakteriyel hastaliklarin erken
tamsinda  kullanilabilirliginin -~ arastirilmast  yoniyle de Onem  tasidigi
distnul mektedir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Bir doktora tezi olarak kurgulanan bu arastirma konusuyla ilgili, yurt iginde
ve yurt disinda yapilmis arastirmalarin bazilar: asagida verilmistir.

2.1. Balhklarda S. iniae ve Akut Faz Proteinleri Calismalari

Nakanishi ve ark. (1991), gbkkusag: alabaliklarinda C-reaktif proteinini
komplement sistemin aktivasyonu yoniinden arastirmiglardir. Bu amacla, baliklari
Streptococcus pneumoniae ile enfekte etmisler ve denemeleri sonunda elde ettikleri
verilerde CRP degerleri icin tavsan hemolizine duyarli koyun eritrostlerinin
kullanimu ile reaksiyon verebilen komplement fiksazyon testlerini kullanmiglardr.
Komplement sistemin aktivasyonu siresince, salinan C-polisakkarit (CPS)'in
etkisiyle saf CRP nin komplement tuketimini arttirdigim belirlemislerdir. Konak
savunmasinda 6nemli bir role sahip olan CRPnin akut faz yant: siresince,
komplement sistemin aktive oldugunu, fagositozun arttigini ve bakteriyel Gremenin
baskilandigini gbzlemlemislerdir.

Inflamasyon; negatif akut faz proteinlerinin azalmasinda ve pozitif akut faz
proteinlerinin serum konsantrasyonlarinin artmasinda oncilik eden karacigerin
biyosentetik fonksiyon degisimlerine bagli sekillenmektedir. SAA, pentraksinler,
CRP ve Serum amiloid P (SAP) major akut faz proteinlerindendir. Bu proteinler,
serum seviyeleri artisina bagli olarak homeostazinin saglanmasinda ya da savunmada
kritik rol oynamaktadirlar. Jensen ve ark. (1997), samonidlerde SAP benzeri
pentraksin ve SAA genlerini klonlamiglardir. Bu salmonid SAA'sinin, memeli
SAA’st ile benzer aminoasitlerin yaklasik %70'inin homoloji gosterdiklerini ve
ayrica bir akut faz uyaram ile stimile olduklari zaman (6rn: Aeromonas
salmonicida), SAA yanitlarinin major bir akut faz reaktanti gibi hem memeli SAA’si
hem de CRFP'si ile %40 oraminda amino asit
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homolojisine sahip oldugunu gozlemlemislerdir. Bu arastiricilar ¢alismalarinda, ilkel
savunma sisteminin yalmzca bir kismint gosteren omurgal: tirlerde akut faz
yanitimin, gerekli ve cok amacgh 0Ozellige sahip olan SAA’daki hipotezi
guclendirdigini, ancak akut faz yanmti stiresince pentraksin salimminmin tire bagl
degisimlerinde oldukca dnemli paya sahip ankestral fonksiyonun akut faz yanitina
bagli olmadigint gostermislerdir.

Smith ve Schoonbee (1998), Oreochromis mossambicus daki kan
koagulasyonunu, i¢ ve dis koagulasyon faktorleri icin tum kan o6rneklerinde
pihtilasma zamanmin belirleyerek dlgmuslerdir. Bunun igin balik serumunda bulunan
fibrinojen de dahil bircok protein degerlerindeki degisimleri gozlemlemislerdir. Bu
arastiricilarin sonuclari, baliklardaki pihtilasma stiresinin daha diisik olmakla birlikte
memeli pihtilasma zamanina stiresine yakin oldugu yonindedir.

Bromage ve ark. (1999), deniz suyu kultiriinde Nil tatl su levregi (Lates
calcarifer)'nde Streptococcus iniae’ nin mortalite duzeylerini incelemislerdir. Bu
arastiricilar letal doz olarak belirledikleri (LDso) 2.5 x 10° ve 3.2 x 10* kob
miktarlarint 48 saat ve 10 gunlik periyotlarda uygulamislardir. Enfeksiyon sonrasi,
ilk grupta (48 saatlik periyot) yiksek mortaliteler (>%40) tespit etmislerdir. ikinci
grupta (10 gunlik periyot) ise baliklarin canli olanlarimin gbz, bobrek, karaciger ve
dalak gibi organlarindan alinan drneklerin mikroskobik incelemelerinde S. iniae’ye
rastlamamiglardir. Ancak, 6lmek Uzere olan ya da saglikli baliklardan kolaylikla
izole edildiklerini bildirmislerdir.

Eldar ve ark. (1999), bazi hasta deniz baliklarinda ilk etken olarak S. inia€’yi
izole etmislerdir. Hasta kizil davul baliklar1 (Sciaenops ocellatus)’ nda uyusukluk ve
S iniae ile enfekte olmus tathh su baliklarina benzer ekstarnal (dis) belirtileri
(ekzoftalmus ve uyum kaybi) gozlemlemislerdir. Deri lezyonlari, nekroze myositis
(kas yangis)) kizil davul baliginin S. iniae enfeksiyonunda tipiktir. Arastirmacilar
histopatolojik bulgularinda; bu baliklar Gzerinde S inae enfeksiyonunun, birgok
negrotik odak olusturdugu, sistemik olarak ilerledigini ve kronik bir seyir
gosterdigini belirtmislerdir. Iki farkl: ribotipin tek bir salgina oncelik ettigini ve

molekiler epidemiyolojinin buna bagli oldugunu bildirmiglerdir.
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Evans ve ark. (2000), hibrid cizgili levrek ve tilapialara Streptococcus
iniae nin 6ldurtct bir izolatim baliklarin gozlerine ve goz bosluklarina bilateral
olarak enjekte etmisler, olusan hastaligin virtlansim izlemislerdir. Her iki tirde de
g6z inokulasyonunun hastalik ve mortalite neden olmachiginm, fakat goz bosluklarina
yapilan inokulasyon neticesinde hastalik belirtileri ve mortaliteler saptamslardir.
Her iki tiire de uygulanan 4.8 x 10° kob dozundaki S. inia€'ye hibrid cizgili levrek
bireylerinin tilapialardan 100 kat daha az inokulim gosterdiklerini izlemislerdir. Iki
balik grubunada 4.8 x 10° kob dozunda S iniae inokule ettiklerinde mortalite
oraninin hibrid cizgili levreklerde azaldigint gormislerdir. S iniae enfeksiyonu
sonrasinda baliklarda diizensiz ve sarmal bigimde kivrilarak ylizme, suyun yukarisina
ya da asagisina yonelme, bas asagi ylzme, istahsizlik, uyusukluk ve deride
kararmalar olmak Uzere gesitli hastalik septomlarim bildirmislerdir. Ekzoftalmus,
g6z opasitesi ve vicut egriligi gibi bulgulara rastlamamislardir. Hem hibrid cizgili
levrek hem de tilapialarin goz bosluklarina uyguladiklar: 4.8 x 10° CFU S iniae
inokulasyonundan 14 giin sonra baliklarda anti-streptokokal belirtiler izlemiglerdir.
Arastiricilar yaptiklar: bu galismada, kiltire alinmig baliklarda S. iniae infeksiyonun
potansiyel bir tehlike olabilecegini savunmuslardir.

Shoemaker ve ark. (2000), kdltire alinmis tilapia’lart S. iniae ile enfekte
etmisler, balik yogunlugu ve enfeksiyon dozuna bagli olarak mortalite oranlarini
belirlemiglerdir. Belirlenen yogunluk (sirasiyla 5,6 gr/L, 11,2 gr/L ve 22,4 gr/L) ve
dozlarin (sirastyla 2,5 x 107, 5 x 107 ve 1 x 10° kob/ml) her biri icin 5'er adet olmak
Uzere tank kullanmus, toplam 45 tank kullamlmstir. DilsUk, orta ve yiksek stok
yogunluklarinda olacak sekilde ayirdiklar: balik gruplarinda enjeksiyondan 28 giin
sonra mortalite oranlarint incelemislerdir. Stok yogunlugu az olan ortamda ki grubu
(% 4,8 mortalite) stok yogunlugu orta ve ¢ok olan gruplarla karsilastirmiglar; orta
dereceli yogunluktakilerde % 28,4, yiksek yogunlukta bulunanlarda ise % 25,6’ sinda
mortalite belirlemiglerdir. Bu arastiricilar, 6lmis ya da 6lmek Uzere olan balik
bireylerini 48 saat boyunca digerlerinden ayirmadan ayni bakterinin 8,6 x 10” kob/ml
dozu ile tekrar enfekte etmisler mortalite miktarlarinda o©nemli farklar

bulamamuslardir.
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Siwicki ve ark. (2000), farkli balik turlerinden, homeostasiste gorilen
olumsuzluk durumlarinda baliklarin non-spesifik reaksiyonu olan ve sitokinler
tarafindan olusturulan spesifik stimilasyonu takiben hepatositler tarafindan salinan
akut faz protein (AFP) lerinden seroplazmin (Cp), fibrinojen (Fb), SAA ve CRP
olarak bilinen cesitli AFP’lerini izole etmislerdir. Bu arastiricilar  mevcut
calismalarinda, farkli pestisitlerin  baliklardaki AFP’leri  Gzerinde etkilerini
yukseltmek ve akuatik Kirliligin belirlenmesi igin AFP'lerinin  saptanmasinin
yararlarim gosterebilmeyi amaclamiglardir. Farkli AFP’ lerin intoksikasyon sonrasi
degerlerindeki degisimleri analiz etmisler ve Cp ile CRP nin normal degerlerinden
3-5 kat daha fazla oldugunu gostermislerdir. Ayrica, AFP'lerinin canlilar igin
oldukga hassas ve etkin bir belirteg oldugunu belirtmislerdir.

Parazitler ve diger patojenler tarafindan olusturulan doku travmas: ya da doku
invazyonu hayvanlarin vicut sivilarinda birgok makromolekillerin diizeylerinde
degisiklikler yaratmaktadir. Bu degisimler, cesitli organlarda metabolik degisimlere
neden olan ve akut faz proteinleri olarak bilinen yanitlara yol agmaktadirlar. Bayne
ve Gerwick (2001) tarafindan yapilan arastirma, memeliler, kemikli baliklar ve
kikirdakli baliklarda tammlanan AFP leri; CRP, serum amiloid P ve komplement
sistemin ¢esitli komponentleri olarak bildirmistir. Ayrica, kemikli baliklarda diger
akut faz proteinlerinin transferin ve trombin oldugu rapor edilmistir. Arastiricilar,
bunlardan yalmzca CRP nin akut faz protein miktarlarinda artisa neden oldugunu
gosermislerdir. Gokkusag: alabaliginda precerebellin benzeri proteinin fonksiyonu
bilinmemekle birlikte diger bir AFP oldugunu da bildirmislerdir. Bu arastiricilarin
sonuglar;, memelilerde oldugu gibi baliklarda da AFP nin primer kaynaginin
hepatositler oldugu yonindedir.

S iniae, ekonomik Oneme sahip balik turlerinde meningoensefalitis
hastaligina ve ortaya ciktigi durumlarda ciddi 6limlere neden olan son yillarda
insanlar da yumusak doku hasarlar: seklinde enfeksiyona neden olabilen nemli bir
patojendir (Weinstein ve ark., 1997). Genetik olarak ¢esitlilige sahip olan S. iniae,
hastaligin septomlarimi gostermemis baliklardan izole edilirken, pulsed-field jel
elektroforezis (PFGE) ile de identifiye edilebilir oldugundan, hastaliga neden olan
turler icin hem insanlarda hem de baliklarda tek bir klona sahip oldugu
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anlasilmaktadir. Fuller ve ark. (2001) yapmus olduklar: ¢alismada, hastaliga neden
olan isolatlarin patojenitesini incelemek igin invivo ve invitro modeller tGzerinde
durmuslardir. Hastalik ile iligkili klonal PFGE profilli wrklarda 6nemli agirlik
kayiplarinin ve subkutan bir fare model enfeksiyonunda ise bakteriyeminin oldugunu
gormislerdir. 10° kob miktar1 ile enfekte edilen baliklarda bakteriyemi bulgulari
gozlemisler; 107 kob' luk gruplarda ise bakteriyemiye ilaveten mortalitede artis tespit
etmislerdir. Kontrol grubunda ve 10° kob miktar: inokule edilen balik grubunda
bakteriyemi ve agirlik kaybimin énemsenmeyecek derecede az olmasi arastiricilarin
diger bulgular1 arasindadir. Aym zamanda, hastalik etkeni ile iliskili tirlerin fagositik
aktiviteye daha direncli olmasi ve konak hticrelerinden salinan laktat dehidrojenaz
(LDH) ile Olgilen insan endonetilyal hicrelerinin  sitotoksk oldugunu
gbzlemlemiglerdir. Arastiricilar  hiicresel invazyonun; S iniae enfeksiyonunun
patojenezine katkida bulundugunu, ayrica fagositik aktiviteye direng ve direk
sitotoksiteden de hastalik ile iliskili klonun virulans 6zelligi farkliligina bagl olarak
degistigi kanmsina varmiglardir.

Gerwick ve ark. (2002) calismalarinda, gokkusag: alabaliklarinda cesitli
biyolojik ajanlar uygulayarak stres olusturmuslar ve AFP lerinde gortlen degisimleri
izlemiglerdir. Elde ettikleri sonuclar1 elektroforez yontemiyle belirlemis ve
degerlendirmislerdir. Buna gore, plazma protein degerlerinin timinde artislar
saptamuslardir. Bu artislar enfeksiyonlardan 2 giin sonra baglayarak bir hafta boyunca
devam etmistir. Plazma degerlerinde en fazla artisa neden olarak Vibrio spp. ile
olusturulan enfeksiyonu gostermislerdir. Bu arastincilar  aym zamanda
arastirmalarinda bazi protein degerlerinde artislar saptarken bazilarinda azalmalar
kaydetmisler, 6zellikle de virus ve mantar enfeksiyonlarina kars: yanitlarda artislar
izlemiglerdir.

Jesse ve Melody (2003), in vivo olarak cesitli dokularda spesifik virtilans
mekanizmalarim karakterize etmek icin zebra balik (Danio rerio)’ larim tek hayvan
modeli olarak gelistirmislerdir. Bu modeli kullanarak deney grubunu iki
streptokokkal tir (Streptococcus iniae; balik ve insan patojeni ve Streptococcus
pyogenes; insanlara 0zgl patojen) ile enfekte etmisler ve degisimleri rapor
etmislerdir. Her iki tdrin zebra baliklart Gzerindeki ilk semptomlarinin,
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intramiskiler enjeksiyon (kas ici) sonucu oldirtch sistemik bir hastaliga neden
oldugunu gozlemlemislerdir. Deney baliklarinda hastalik olusturan, hem insanlar
hem de baliklar icin dldurict olabilen bu iki tlrin meydana getirdigi streptokokkal
enfeksiyonlarin  benzer sonuglara neden oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bu
arastiricilar, onemli bir patojen olan Streptococcus iniae ile enfekte olmus zebra
baliklar1 (Danio rerio)’ nda bakteriyel patojenite modeli olusturmuslardir. Buna gore
dorsal kisimdan enjeksiyonu takiben, zebra balig1 icin, lethal dozu olarak (LD50) 10°
kob belirlemisler ve 2-3 giin icinde dlumler tespit etmislerdir. Ayni arastiricilar
yetistiricilik sistemlerindeki balik populasyonlarinda, ilk olarak fokal nekrotik
lezyonlar ve tim ana sistemlerinde invazyonlar (beyin dahil) gozlemislerdir.

Kodoma ve ark. (2003), gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
yetistiricilik Unitelerinde, ektoparazitlere karsi kullamlan formalin, metrifonat ve
potasyum permanganat ile baliklari muamele etmis ve serum miktarlarinda olusan
CRP degerlerindeki degisimleri izlemislerdir. Serumda kontrol grubu CRP
miktarlarint enzim-bagli immiinosorbent testi (enzyme linked immunosorbent assay,
ELISA) ile belirlemisler ve dizeyin 88+5 pg/ml oldugunu tespit etmislerdir.
Deneysel islemden 8-9 giin sonra CRP degerlerinin pik seviyeye ulastiklarim, 19
gun sonra ise normal degerlerin altinda seyrettigini rapor etmislerdir. Diger
kimyasallarla olusturan gruplarda, elde ettikleri verilerin benzerlik gosterdigini ve
alabalik serumundaki CRP degerlerinin balik saglik durumu agisindan biyoindikator
olarak kullanilabilecegini vurgulamuslardir.

Mcnulty ve ark. (2003), Streptococcus iniae’ nin solungaca inokulasyonu ile
hibrid (melez) cizgili levreklerde olusturan enfeksiyonun virtlansint incelemislerdir.
Bu amagla arastiricilar olusturduklar: 4 deney grubu icin 5,0 x 10°, 2,6 x 10°%, 5,0 x
10° ve 1,0 x 108 kob dozlari uygulamus ve her bir doz icin balik gruplarinda meydana
gelen semptomlar: gozlemlemislerdir. Elde ettikleri verilere gbre mortalite oranlarinm
sirastyla %13, %27, %100 ve %100 saptamislardir. Ayrica inokulasyondan 0.5, 4, 8,
12, 24, 48 ve 72 saat sonra doku diseminasyonunu (yayginlik) belirlemiglerdir. 2.6 x
10° kob dozun inokule edildigi grupta 48 saat sonra solungaglarda yogun invazyonlar
oldugunu, ancak 5,0 x 10° kob olarak uygulanan dozda ise 12 saat icinde dis
bulgularin yan sira beyin, bas bobrek, dalak ve karaciger gibi i¢ organlarda da yogun
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olarak S iniae' nin varligini tespit etmislerdir.

Karsten ve Rice (2004), omurgalilarda norojenik stres ve inflamasyonun bir
belirteci ve akut faz yamitinin biyoindikatori olarak dolasimdaki CRP seviyelerini
mevsimsel olarak incelemislerdir. Farkli cografik bolgelerden elde avlanan
kopekbaliklari  Gzerinde calismislar, fakat farkli habitatlarda yasayan
kopekbaliklarimin CRP seviyeleri ile ilgili yeterli verilere ulasamamuslardir. Bu
arastiricilar, deney hayvanlarinda CRP miktarlarint belirlemek icin CRP' ye karsi
spesifik bir antikor gelistirmislerdir. Total CRP konsantrasyonlarimi ise ELISA
teknigini  kullanarak elde etmislerdir. Bu arastiricilar en  yiksek CRP
konsantrasyonunu yaz mevsiminde oldugunu gozlemlemislerdir.

Pressley ve ark. (2005), zebra baliklarinda AFP degisimlerini izlemek igin
baliklar: ¢ bakteriyel patojen (Aeromonas salmonicida, Staphylococcus aureus ve
Edwardsiella tarda) ile enfekte etmislerdir. Akut faz yant siresince AFP lerinin
insanlardakine benzer bir degisim gosterdigini ve gegici oldugunu saptamislardir. Bu
arastiricilar TNF-alfa ve IL—6 gibi sitokinlerin inflamasyon sonrasi hizl artisina
bagli olarak AFP lerin normal seviyelere disttguni bildirmiglerdir.

Li (2006), 2003—2006 yillar1 arasinda Asya'da yetistiriciligi yapilan deniz
baliklarimin sagligi igin tehlike olusturan bakteriyel, viral ve parazitik etkenleri
belirlemek ve tammlamak istemis bu amacla baliklardaki mevcut patojenleri
saptamustir. Baliklarin % 84’ Giniin bir ya da daha fazla patojen ile enfekte oldugunu
ve tlrlerin bazilarimin birgcok patojen ile yeniden enfekte oldugunu bildirmistir.
Bakteriyel patojenlerden en cok S. iniae, S. dysgalactiae, Pasteurella damsela’ya
rastlamistir.

Russo ve ark. (2006), akvaryum baliklar1 olan kizilkuyruk siyah kopekbaligi
(Epalzeorhynchos bicolor) ve gokkusagi kopekbaligindan (Epalzeorhynchos
frenatus) S inia€'yi izole etmislerdir. Enfekte kopek baliklarinda deride kararma ve
uyusukluk hali gozlemislerdir. Baliklarin ventral bolgeleri, bas kisimlari, pelvik ve
pektoral ylizgec tabanlarinda hemorgjiler bu arastirmacilarin diger bulgulari
arasindadir. Enfekte baliklarda %10 oraninda ekzoftalmus belirlemislerdir. Olmek
Uzere olan baliklarda streptokoka enfeksiyonlar icin karakteristik olan donme
hareketini gozlemlemiglerdir. Ayrica bu arastiricilar, bagirsaklar, dalak, bobrek,
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posterior bobrek ve beyindeki 16kosit infiltrasyonuna bagli histolojik bulgulara da
calismalarinda yer vermislerdir. Ayni organlarda nekrozis ve doku dejenerasyonunu
incelemislerdir. Beyin ve bobrek dokularindan hazirladiklar: kiltirlerden bu etkenin
gram (+) oldugunu belirlemislerdir. Bakteriyel identifikasyonu; BIOLOG
MicroLog3 versiyon 4.00 Sistem (Biolog, Inc., Hayward, California) ve standart
mikrobiyolojik yontemlerle elde etmislerdir. S iniae ile enfekte olmamus kizilkuyruk
siyah kopekbalig1 (Epalzeorhynchos bicolor), izole edilmis bakteri tarleri ile iligkili
bir model gelistirmek icin kullanmiglardir. Her biri 38 L olan 25 tank ile yUrittikleri
calismada her tanka 25 balig1 rasgele olarak stoklamislar, tanklari uygulama ve
kontrol grubu olarak ayirmuslardir. intrasdlomik olarak kopekbaliklarini enfekte
etmis ve 14 gun sire boyunca olusan mortaliteyi gunlik olarak kaydetmislerdir.
Olmek iizere olan baliklarda streptokokkosisin klinik belirtileri gorilmiis, 6lmiis ve
olmek Uzere olan baliklarda S iniae etkenine rastlanmustir. Iki grup arasinda S
iniag' ye olan hassasiyeti (duyarlihgi) degerlendirmislerdir. Iki gruptaki baliklara
uygulanan 1,5 x 10* kob S iniae dozu uygulanmas: sonrasinda kizilkuyruk siyah
kopekbaliklarinda mortalite yaklasik %70 olurken diger grup baliklarda daha yiksek
dizeyde gozlenmistir. Mortalitelerin, kizilkuyruk siyah  kdpekbaliklarinda
enfeksiyondan sonra 10 ve 11. gunlerde; gokkusagi kdpekbaliklarinda ise 3 ve 4.
gunlerde goruldiguni rapor etmislerdir.

Shoemaker ve ark. (2006), tilapialar: 8.8x10° 8.8x10* ve 8.8x10° kob olmak
Uzere Ug fakli doza maruz birakmiglardir. S. iniae ile enfekte olmayan (kontrol grup)
ile tyriptic soy broth (TSB) besiyerinde Ureyen kolonilerden elde edilen ve
ayarlanmis kob dozunda slispansiyonla enfekte ettikleri gruplari (kontrol gruplari)
ayrrmuglardir. Y Uksek doza maruz biraktiklar: baliklarda diisik doza (% 29,6) kiyasla
daha yuksek mortditeler belirlemislerdir (% 45). Orta dozda enfekte ettikleri
baliklarda ise mortalite oramim % 36,3 tespit etmis ve mortalite oramnin disik ya da
yiksek dozda enfekte ettikleri balik gruplarindan dikkat cekici seviyelerde farkl:
olmadigini gozlemislerdir. Kontrol grubu baliklarda da yalmzca birkag baligin
oldagunt bildirmiglerdir. S. iniae infeksiyonundan sonra canli kalan tilapialarda
hastaligin klinik belirtilerini gostermeyenler Uzerinde biytme performanslarini
arastirmiglardir. Bu baliklar1 her biri 57 litre olan akvaryumlara rastgele olarak
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stoklamislar ve 8 hafta doyma noktasinda yemlemislerdir. Ug tekrarli yaptiklar: bu
uygulamada, S. iniae ile enfekte edilen tilapialarda yem etki durumu ile canlilik
arasinda, yem alimi ve agirlik kazancinda onemli farklar elde edememislerdir. 8
haftalik besleme uygulamasini takiben tilapialari 1x10° kob dozunda Siniae ile
enfekte etmisler ve olusan immulniteyi arastirmiglardir. Ortalama kimolatif
mortalitenin kontrol gruplarinda (enfekte olmayan grupta % 41.7, broth ile enfekte
edilmis baliklarda % 43.3) disik, orta ve yiksek dozda enfekte ettiklerinden (sirasi
ile % 7.4, %3.3 ve % 8.3) daha yuksek oldugunu bildirmiglerdir. Serum protein
seviyelerinin, S iniae ile enfeksiyondan hemen sonra yikseldigini belirtmislerdir. Bu
arastiricilarin sonucglarina gore canli S, iniae ile enfekte olan baliklarin enfekte
olmayanlar gibi hastalik belirtilerini gostermedigini tespit etmislerdir.

Lin ve ark. (2007), zebra balik (Danio rerio)’lar1 tzerinde immiinolojik
calismalar icin 6nemli bir model belirlemislerdir. Bunun igin biri gram (-) bir bakteri
olan Aeromonas salmonicida digeri gram (+) bir bakteri olan Staphyl ococcus aureus
olmak Uzere iki bakterinin zebra baliginda olusturdugu immiin yaniti incelemislerdir.
Infeksiyonu iceren genleri akut faz proteinleri (AFP) icerenlerin kodlanmas: ile
birlikte baski ¢ikarici hibridizasyon yontemiyle identifiye etmislerdir. Memeliler ile
karsilastirildiklart zaman, gbze carpan benzerlikler ve belirli farklar saptamislardir.

Sowunmi ve ark. (2007), Clarias gariepinus ve Tilapia zllii tdrlerinde
solungag ve yanak boslugundaki mevcut bakteriyal floray: karsilastirmalari sonucu
Bacillus sp. Bacillus licheniformis, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli,
Klebsiella sp., Proteus sp., Pseudomonas florescens, Salmonella sp., Staphylococcus
aureus ve Sreptococcus sp. tdrlerine rastlamiglardir. Bu tirlerin  kolonileri
incelendiginde her iki balik tirt icinde solungaglarin 6nemli oranlarda (kob = 7.98+
0.29, t<0.05 ve kob = 6.65+0.38,t<0.05) enfekte oldugunu, ayrica S iniae ile
enfeksiyon oramnin diger bakteri turlerine kiyasla daha yuksek seviyeler (% 20)
gogerdigi gbzlemlemiglerdir.

Xu ve ark. (2007), tilapia (Oreochromis niloticus)’lar Gzerinde Gymnarchus
niloticus ve S iniae infeksiyonun etkisini es zamanli olarak calismislar, parazitin ve
bakterinin baliklar Gzerindeki mortalite ve duyarliliklarint incelemislerdir. Bu
calismanmin sonucunda, G. niloticus ve S iniae (G-S grup)’'ye maruz birakilan
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baliklarin  6lduklerini, ayrica mortalite oranlarint  karsilastirildiklarinda, G-S
grubunun (% 42,2), parazit ile enfeste olmayanlardan (% 6,7) daha yiksek
oldugunu gozlemlemislerdir. S. iniae ile enfekte grupta 6l ya da 6lmek Uzere olan
baliklarin % 92'den fazlasinda bakteriyolojik inceleme yaparak, S iniae
infeksiyondan sonraki 24 saat icinde intraperitoneal injeksiyon ya da immersion
yontemi ile enfekte edilen baliklardan biriktirilen G. niloticus un %40-60’ indan izole
etmislerdir.

Ozer ve ark. (2008), gokkusag: alabalig: isletmesinde bir yil boyunca farkl
blyUklUklerde 260 balik 6Ornegini, gram pozitif bakteri florasi agisindan klasik
izolasyon ve identifikasyon yontemleriyle incelemisler, izolatlarin identifikasyonu
icin ticari D32 Strep hizli kiti (BioMerieux) kullanmiglardir. Balik drneklerinin
63 Unde (%24,23) 59 adet Gram pozitif, katdaz ve oksidaz negatif kok izole
etmislerdir. Bu arastiricilar, Gram pozitif, katalaz ve oksidaz negatif kok izolatlar
olarak Aerococcus viridans, Enterococcus durans, E. hirae, Enterococcus faecium-1,
Lactococcus garvieae, Lactococcus lactis lactis, Leuconostoc spp. ve Streptococcus
anginosus u identifiye etmislerdir. Bu bakterilerin izole edildigi 62 baliktan 28’ inde
(%45.16) deride kararma, gbzde matlik, tek ya da cift taraftl eksoftalmus, solungacta
kansizlik gibi hastalik belirtileri ve 7’sinde (%11.29) karacigerde kanama ve anemi
saptamuslardir.

Villarrod ve ark. (2008), gokkusag1 alabaligi (O. mykiss)’m Flavobacterium
psychrophilum ile deneysel olarak enfekte etmisler ve enfeksiyon sonrasi kan
plazmasinda, tim omurgalilarda major akut faz proteinlerinden ve dogal
immunitenin efektord olan SAA’'nin seviyelerindeki degisimleri izlemislerdir. Elde
ettikleri verilere gore, balik SAA’sinin memeli SAA’ sina benzemedigini ayrica hasta
baliklarda degerlerin Gnemsenmeyecek derecede artis gosterdigini bildirmislerdir.

2.2. Baza Omurgahlarda S. iniae ve Akut Faz Proteinleri Calismalari

Akut faz proteinleri (6zellikle calismamizda incelenen CRP, SAA, transferin
ve fibrinojen) ile ilgili arastirmalar birgok hayvan turi Gzerinde de calisilmis ve bu

proteinlerin inflamasyonun olusumu ve gelisimi bakimindan 6nemi vurgulanmustir.
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Rikihisa ve ark. (1993), Ehrlichia canis ile kdpeklerde deneysel enfeksiyon
gelistirmisler, CRP ve alfal-asit glikoprotein (AAG)’ nin serum konsantrasyonlarinda
gozlenen degisimlerini belirlemislerdir. CRP'nin analizi icin ELISA, AAG
konsantrasyonu icin ise kopeklere 6zgu spesifik bir yontem kullanmiglardir.
Enfeksiyondan 4-6 giin sonra deney hayvanlarinin CRP miktarlarinda 3.3-6.5, AAG
konsantrasyonlarinda ise 1,9-8,6 kat artis saptamislardir. Bu arasticilar deneyden 14
gun sonra kopeklerde kronik ve siddetli klinik belirtiler gozlemlemisler fakat 34 gin
sonra bu parametrelerin stres 6ncesi degerlere geriledigini bildirmislerdir. Ozellikle
kopeklerdeki E. canis enfeksiyonlarinda, CRP ve AAG konsantrasyonlarinda
meydana gelen degisimlerin izlenmesinin inflamasyonun seyri hakkinda onemli
veriler saglayabilecegi sonucuna ulasmislardir.

Y amamoto ve ark. (1993) ise kdpekler Uzerinde yaptiklar: ¢alismada, akut faz
yanit1 boyunca SAA degerlerinde gozlenen degisiklikleri belirlemek icin immin
teknikler kullanmis ve SAA seviyelerde artiglar saptamuslardir.

Yule ve ark. (1997), kopeklerde deneysel enfeksiyon olustururarak, SAA’ nin
inflamasyon slresince gosterdigi degisiklikleri kaydetmisler ve ¢alismalarinda elde
ettikleri sonuglari g6z 6nlinde bulundurarak, SAA’ nin bir enfeksiyonun biyo-belirteci
(biyo-indikator) olarak degerlendirilebilecegini vurgulamislardr.

Weinsthen ve ark. (1997), Kanada da balik ciftliklerinde galisan ve septisemi
sikayetiyle hastaneye basvuran bir grup hasta insan Uzerinde yaptiklar: calismalarda
S iniaeyi izole etmiglerdir. Bu insanlarin, hasta baliklarla direk temas yoluyla
enfekte olduklarin bildirmislerdir. Fakat insan sagligim tehdit edecek derecede
onemli olmadigim belirtmiglerdir.

Kopeklerde Bordetella bronchiseptica ile olusturulan deneysel enfeksiyonda
CRPin normal seviyelerden 95 kat kadar yukseldigi gozlenmistir (Eckersall, 1999).

Y anong ve Francis-Floyd (2002), S inia€'ye daha ¢ok yasli ve saglik durumu
kot olan insanlarin duyarlilik gosterdigi ve bu bireylerde immin sistemin tehdit
ettigini bildirmiglerdir.

Sasaki ve ark. (2003), saglikli ve hasta kedilerde ELISA ile SAA dizeyini
Olgmuslerdir. Klinik olarak saglikli kedilerde SAA seviyesinin 0,60+1,06 pg/ml
oldugu, yaralanmalarda 61,63+97,48 ug/ml, enfeksiydz hastaliklarda 47,22+86,40
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ug/ml ve rena rahatsizliklarda ise 30,98+55,67 pg/ml gibi yiksek seviyelerde
oldugunu, elde edilen sonuclarin normal degerlere gore farkli oldugunu tespit
etmiglerdir.

Ganheim ve ark. (2006), deneysel enfeksiyon sonucunda danalarin akut faz
yantindaki farklar1 ve benzerlikleri saptamuslardir.  Haptoglobin, SAA ve
fibrinojenin serum konsantrasyonlarindaki bazal degerlerini incelemiglerdir. S6zi
edilen akut faz proteinlerinde artislar belirlemisler fakat gruplar arasinda dnemli
farklar gozlememislerdir. Bu parametrelerin hastalik indikatort olusturma guicinin
esit oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma, Mayis 2006 ile Ekim 2006 tarihleri arasinda Devlet Su Isleri
Genel Mudirlugu 6. Bélge Su Uriinleri Basmihendisligi isletmesinde 3,75 m®
hacimli 9 adet yetistiricilik havuzunda yuritilmastar. Arastirmada rastgele segilen
balik bireylerinin saglik durumunu kontrol etmek icin 10 adet balik bakteriyolojik ve
parazitolojik incelemelerden gecirilmislerdir. Calismada iki grup olusturulmustur. ilk
boltimde baliklar Sreptococcus iniae ile enfekte edilmis ve LDsp doz belirlenerek bu
dozun altinda bir doz deneysel enfeksiyon dozu olarak secilmistir; ikinci uygulamada
ise belirlenen doz ile enfekte edilen baliklar Uzerine akut bir stres olusturucu
uygulanmis ve hemen sonrasinda gelisen bazi akut faz yantlarindaki degisimler

izlenmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Balik M ateryali

Balik materyali olarak, Chiclidae familyasi Uyesi olan ve tlkemizde yaygin
olarak bulunmayan ancak bazi bolgelerde yetistiriciliginde artis gorilen Nil tilapiast
(Oreochromisniloticus L. 1758) kullanilmistir (Sekil 3.1.).

Arastirmada kullamlan 72 adet balik bireyinin ortalama canli agirlig:
60,35+1,04 grdir. Devlet Su Isleri Genel Mudurliigli 6. Bolge Su Urinleri
Basmuhendisligi yetistiricilik Gnitesinden temin edilen baliklar 1 ay boyunca ortama
adapte olmalar1 icin bekletilmislerdir. Baliklar ortama adapte olduktan sonra viicut

agirliklarinin %2-3 oraninda sazan yemi ile gunde iki kez yemlenmistir.

22



3. MATERYAL VE YONTEM Azime KUGCUKGUL

Sekil 3.1. Denemede kullanilan tilapia (Oreochromis niloticus L. 1758)
(orijinal)

3.1.2. Uygulama Havuzlari ve Ornekleme Zamanlari

Arastirma (1,5x2,5x1m) boyutlarinda, %1’ lik formalin ile dezenfekte edilmis
9 adet beton havuzda yUritUlmtstir (Sekil 3.2. ve Sekil 3.3.). Arastirma sliresince
havuzlarda su sicaklig1 ortalama 26,2+0,799 °C, pH 7.2 ve ¢oziinmis oksijen miktar:
ise ortalama 5,4+0,449 mg/L olarak 6lctlmustir. Arastirma havuzlarinda fotoperiyot
uygulanmis (12 saat karanlik:12 saat aydinlik) havalandirma ise, hava taslari ile
saglanmustur.

Parazitolojik muayene amaciyla balik bireylerinde i¢ ve dig parazit taramalar:
yapiimistir. Bu amacla dncelikle hasta baliklarin viicut yuzeyleri ile solungaclar
incelenmistir. Solungaclar ile agiz igerisindeki parazitler toplanarak baliktan
uzaklastirilmis ve % 4'luk formol solisyonuna alinmistir (Baran ve ark., 1994;
Bullock, 1978; Collins, 1993). Bununla birlikte aym balik 6rneklerinin otopsileri
yapilarak karaciger, safra kesesi, bagirsak icerigi, hava kesesi ve bobrekleri incelenip
herhangi bir endoparazitin olup olmadig: arastirilmistir. Kan parazitlerinin varligini
arastrmak igin kalpten kan ornegi alinarak frotileri hazirlanmistir. Daha sonra bu
frotiler Cukurova Universitesi Su Uruinleri Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda

Giemsa boyama yontemi ile boyanmustir (Toparlak ve Tizer, 1994).
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Bakteriyel muaene icin tilapia baliklarinin karaciger, dalak ve bobrek gibi i
organlarindan Todd Hewitt Broth (THB) ve Brain Heart Infusion Agar (BHIA)
besiyerlerine ekimler yapilmustir. Besiyerleri 30 °C’ de 24-48 saat slre ile inkiibe
edilmistir. THB’de izole edilen bakterilerin saf kilturlerinin identifikasyonu igin
hareketlilik, Gram boyama ve Cizelge 4.3.’de goserilen diger rutin biyokimyasal
testler ile APl yontemi uygulanmustur.

Cizelge 3.1. Uygulama diizenegi

Havuz sayisi Balik sayisi Uygulama
(adet) (her havuz Uygulamatekrar: | zaman: (gin)
icin) (adet)
1. Uygulama 3 8 3 T
2. Uygulama 3 8 3 T
Kontrol 3 ) 3 T
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Sekil 3.2. Denemede kullamilan havuzlar (1)

Sekil 3.3. Denemede kullanilan havuzlar (2)

25



3. MATERYAL VE YONTEM Azime KUGCUKGUL

3.1.3. Uygulamada Kullanilan Bakteri (S. iniae ATCC-29178)

Arastirmada, israil’de bulunan Hebrew Universitesi, Klinik Mikrobiyoloji
BAlUmU' nden temin edilen Streptococcus iniae susu (katolog no: ATCC-29178)
kullanil mastur.

Bakterinin fenotipik Ozelliklerinin belirlenmesinde rutin yontemler her ne
kadar referans olarak kullamlmaktaysa da bes yerlerinin  hazirlams ve
inokulasyonunda standartdizasyon, laboratuvar calisammn gosterecegi duyarliliga
bagli oldugundan, her zaman olanakli olmamaktadir. Klasik yontem maliyet
acisindan avantgjli gibi gorinse de is guct yonunden olumsuzluklar icermektedir.
Besiyeri segiminde Ornegin tipi, miktar1 6nemlidir. Uygun besiyerinin segimi
anaerobik bakteriyolojinin basarisi icin 6nemlidir. Anaerob besi yerleri hemin ve
vitamin K gibi katki maddelerini icermelidir. Anaerob bakteriyoloji icin kullamlacak
ideal besiyeri oksijene maruziyeti sinrlandirilmis  olmalidir. Bu  nedenle
calismamizda mevcut susun gogaltiimasint saglamak igin, ticari olarak Uretilen Todd
Hewitt Broth ve Brain Heart Infusion Agar (BHIA) kullanilmigtir. Todd Hewitt
Broth ve arkasindan Brain Heart Infusion Agar (BHIA) a ekimleri yapilan bakteri,
30 °C’de 24 saat inkiibasyona birakil mistir. Kalttrtin korunmast amaciyla bu islemler
ayda bir kez tekrarlanmustir.

3.1.4. Stres Uygulamas

Sreptococcus iniae ile enfekte edilmis baliklara stres uygulanmis ve 10
dakika elle rahatsiz edilerek 7., 14. ve 21. gunlerde kan drnekleri alinmistir. Bu stres
faktord igin gerekli materyal olarak kiguk bir el kepgesi kullamilmustir (Kagukgul,
2003).

Deneysel infeksiyonu olusturmak icin  uygun infektif doz olarak
belirledigimiz 3.3x10° kob/ml’lik S. iniae, (ic tekrarli olacak sekilde her bir havuzda
8'li gruplar halinde bulunan 24 baliga 0,1 ml miktarda intraperitonel olarak (i.p.)
enjekte edilmistir, kontrol grubu icinde aym sayida Todd-Hewitt Broth kullamlmstir.
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Deney grubunu olusturan 24 balik ise S. iniae ile enfekte edildikten sonra 10
dakika el yardimiyla olusturulan strese maruz birakilmis, kontrol grubu olarak

belirlenen baliklar ise optimal kosullar altinda tutulmustur.

Sayi/ml=Koloni say1si x Seyreltme faktorii =3,3x 10° kob
Dilusyon tuplnden petriye aktarilan hacim (ml) = 330.000 adet/ml

Seyreltme faktorii = 1 = 0,1 ml enjeksiyonda = 33.000 adet bakteri
Seyreltme oran

Enjeksiyonu takiben 7, 14, 28. gunlerde kontrol ve enfekte balik gruplarindan
CRP analizi i¢in sodyum sitratli, SAA analizinde ise jelli diiz cam deney tiplerine
8er Ornek alnarak analizin tirine gore istenen akut faz yantlarina (C-resktif

protein, serum amiloid A, transferin ve fibrinojen) bakilmistir.

3.2. YOntem

3.2.1. S.iniae'nin Baliklara Uygulanmas

+ 4°C'de korunan Siniae stok kultiriinden alinan bakteri izolatlar1 Brain
Heart Infusion Agara ve hazir olarak temin edilmis olan % 5 koyun kanl1 besi yerine
aseptik kosullarda ekilerek 30 °C’de 24 saat inklibasyonu ile genclestirilmistir.
Genclestirilmis S iniae susu, 10 ml Todd-Hewitt Broth iceren tipe ekilerek 24 saat
sonra Ureyen bakterilerden alt kiltir elde edilmistir. Inkiibasyondan sonra, yiizeye
yayma yontemi ile bir mililitredeki canli bakteri sayisi tespit edilmistir (Atlas ve ark.,
1995; Temiz, 1994). Deneysel infeksiyonu olusturmak icin standarda dayali sayim
yontemine gore 10 g (ml) érnek alinarak 90 ml seyreltme ¢ozeltisinde homojenize
edilmis ve ardisik diltsyonlar yapilmistir. Seyreltme ¢Ozeltisi olarak THB
kullamilmgtir. DilGsyonlardan 0,1 ml alinarak spattille yayilmis 30 °C 24-48 saatlik
inkuibasyondan sonra karakteristik koloniler sayilmistir. En az 5 koloni segilip, balik
solungag ve derisi ile i¢ organlarindan alinan ornekler aseptik kosullar atinda
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ekimleri saglanarak identifikasyonlar: yapilmis ve S. iniae olduklar: dogrulanmustir.

Optik  yogunlugun fotometrik olarak dlcilmesi homojen  hiicre
stispansiyonlarindan mumktin oldugundan uygulamamizda bu amagla turbidometrik
yontem kullanilmustir.  Bu  yontem monokromatik bir 1s1gin - bir  hiicre
siispansiyonundan gecerken ugradigi  yogunluk kaybimin  6lciimesi  (toplam
ekstinksiyon) esasina dayamir (Gurgin ve Halkman, 1990) Hicre yogunlugu
Olglilmesinde, toplam ekstinksiyon degerinin 6lglilmesine yarayan turbidometri icin
gerekli olan basit yapil1 spektrofotometre bu amagla kullanil mistir.

Standart egrinin hazirlanmasi amaciyla bakteri besiyerine asilanms, belirli
zaman araliklar: ile ekstinksiyonlar1 olgulmus, aymi anda kilttrel sayim yapilmus,
boylece cesitli ekstinksiyon degerlerine karsi gelen canli hiicre sayilar1 belirlenmis,
tim degerler milimetrik k&gida islendikten sonra ¢izilmistir. Standart egri ¢iziminde
istatistik hesaplamalar ile elde edilen regresyon dogrusu kullanilmistir. Sonuc olarak
belirlenen bakteri yogunlugunun 540 nm (Ass) dalga boyundaki absorbansi 10D
(optik dansite) olarak bulunmustur. Bir mililitredeki canli bakteri sayisi hesaplanmis
ve s6zl edilen doz deney baliklari icin hastalik olusturan doz olarak uygulamada
kullanmlmastir. Birinci ve ikinci grup baliklar bu dozda bakteri ile i.p. olarak, toplam
48 balik bireyine enjekte edilmistir.

3.2.2. Makroskobik ve Mikroskobik Muayene

Enfekte edilen baliklar deney slresince gozlenmis, gozlenen degisiklikler
gunlik olarak kaydedilmistir.

Mikroskopik inceleme igin deney baliklarinin i¢ organlarindan (beyin,
bobrek, dalak, solungag vb.) alinan 6rnekler ayri ayr1 aseptik kosullarda BHIA besi
yerine ekim yapilmustir. Besiyerleri 30 © C de 24-48 saat inktibe edilmistir.

Enfekte baliklarindaki izolasyon islemleri igin gram pozitif kok ayirici tamst
kullanilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Gram pozitif kok ayirici tamsi (Bilgehan, 1995).

Gram pozitif kok
aINcy fanisi

J

Streptokok aega | xmmam'> poaitf | | Stailokok

| Koyun kanliyapass)

E.iluthlllu ¥
| abemoliz || phemolz | | bemolizyok |
poritif
' %46,5 NaCl'de treme
_L oegati
FYR
poritif

Streptococcus spp. —DI Rapid D32 Strep sistemyle tor tayins
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3.2.3. S.iniae' nin APl Y 6ntemiyle identifikasyonu

API yontemiyle bakteri identifikasyonu Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji laboratuvarinda yapil mstir.

Izolasyon, hasta tilapia bireylerinin i¢c organlar: ve deri Uzerindeki lezyonlu
bolgelerinden steril pamuklu cubukla smear yontemiyle alinarak % 1 maya ekstrati
ve % 5 koyun kan ilave edilmis BHI agar (BHIA5SB) a ekilmesiyle yapilmistur.
Ekim yapilan besi yerleri 30°C’'de 72 saat inkube edilmistir. Primer izolasyondan
sonra tipik Streptococcus iniae kolonileri saflagtirmak igin bir kez, % 5 koyun kant
iceren agara pasgj edilmis, 30°C’de 24 saatlik pasgjdan sonra biyokimyasal testler
icin %1,5 NaCl ilave edilerek BHIAya ekilmistir.

Bakterinin tam otomatize Rapid D32 striplerine inokulasyonunda BHIA'ya
saf su yerine %1.5 NaCl iceren steril su kullanilmistir. Koloni homojenize edildikten
sonra McFarland No: 4 yogunlugunda standardize edilmistir. Stripler 25°C’de 72
saat suresince inkube edilip, Austin ve Austin (1999a) tarafindan belirtilen tabloya
gore tammlanmustir. Fenotipik olarak identifiye edilen bakteriler konfirmasyon igin
S iniae serotip O1'e karsi (ATCC-29178) tavsanda Uretilen antiserum ile lamda
aglutinasyona tabi tutulmustur. Antiserum ve aglutinasyon testi Toranzo ve ark.
(2987)’ nin belirttigi yontemle yapil mstur.

3.2.4. Kanin Biyokimyasal Analizleri

3.2.4.1 Plazma Analizleri

Knoph ve Thorud (1996) ile Val ve ark. (1998)' min yaptiklar1 ¢alismalarda
kullandiklar1 yontem takip edilmis, kan analizlerinin yapilmasi igin gerekli olan kan
ornegi, anal ylzgecinin hemen arkasinda bulunan kaudal venadan alinmistir. Kana
mukozal artiklarin karigmamasi amaciyla, bu venanin gevresi iyice kurulanip %
75'lik etil akolle temizlendikten sonra, 5 ml® lik 22 numarali igneli plastik
enjektorler kullamhilarak Orneklerin hemoliz olmamalari igin 0zen gosterilmistir.
Manuiplasyon stresini en az seviyeye distrmek igin, kan almaislemi en geg 45sn’ de

tamamlanmustur.
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Kan plazmasindaki bazi akut faz proteinlerinin analizleri igin, drnekler
analizin gesidine gore deney tuplerine alinmis ve sonraki iki saat igerisinde Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvarina soguk zincir altinda ulastirilarak
calismaya baglanmustir.

Fazla trombin varliginda, diltie olmus plazmanin pihtilasma zamam dogrudan
plazmadaki fibrinojen seviyesine baglidir. Trombin gu¢lu bir proteolitik enzimdir.
Trombin etkisi ile fibrinojen molektlt 6nce fibrinopeptid A ve — B’ye ayrilir; geriye
fibrin monomerleri kalir. Bu monomerler polimerize olup c¢ozinir ve fibrin
komplekslerini meydana getirir. Faktor X1, Ca™ ile birlikte fibrin polimerlerini
saglamlastirir ve ¢goziinmeyen fibrin olusturur (Kern, 2005; Kumar, 2000). Bu veriler
is1ginda calismamizda analiz edilen total fibrinojen konsantrasyonu igin, fibrin
zamanlayicisi (Pathteg, Marburg, Germany) kullamlarak Multifibren (14 X 2 ml kod.
no. OWZG 15) o6lcilmis ve Von Clauss pihtilasma metodu uygulanmistir. Kaolin
Suspansiyonu (kod. no. OQAB) fibrin zamanlayici amaciyla kullanilmistir. Alinan
kan ornekleri icin sodyum sitratli deney tupleri kullamlimis ve 2500 rpm devirde 15
dakika santrifdj edilip kan serumu ayrilmistir. Sitrath plazmadan, buyik miktardaki
trombini koagule etmek icin yararlanilmistir. Koagulasyon zamam Orneklerdeki
fibrinojen konsantrasyonuna bagli oldugundan kontrol plazmaN (kod. no. ORKE) ve
kontrol plazma P (kod. no. OUPZ) internal kontrol miktarlar: igin standartlar olarak
kullanmlmistir. Bu metot icin C.V. %1,8 olarak belirlenmistir.

Transferin, Randox (Kat. no: TF 7197) ile saglanan immunoturbidimetrik
immiin teknik kullanilarak Roche/Hitachi 902 cihazi ile 6l¢llmistir. Bu metot, insan
transferini  (siderofilin) icin spesifik olan buffer (tampon)’li antikor ile insan
transferini iceren bir drnegin reaksiyonuna bagli olup Turbid solisyonu ile
sonuclanan bu absorbans (66 nm), o©rnekteki transferin konsantrasyonu icin
orantilandirilmistir.  Standartlarin absorbansindan standart bir egri olusumu ile,
ornekteki transferin konsantrasyonu belirlenmistir. Randox spesifik protein distk
(katalog no. PS1657) ve yuksek (Kat. no: PS1658) kontrol, kontrol miktari igin
kullanlmstur.

Plazma Serum Amiloid A ve C-reaktif protein tayini icin, tam otomatik BN 1
nefelometre sistem (Dade Behring, Milan, Italy)’inde gelismis partikil nefelometrik
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immun teknigi kullanilmistir (Ledue ve ark., 1998). iki tetkikte zarf seklinde hticre
partiktlli iceren ve kovalent olarak koagule olan spesifik antikorlu immin bir
reaksiyon ile gerceklestirilmistir. Olciim icin Cobas Integra otoanalizori
kullanmlmistir. SAA igin varyasyon katsayist %3,3- 5 (uzanti i¢inde)’ ten % 3,1-6,9
(uzant1 arasinda)’ e dek siralanmustir. Referans limiti ise 6,8 mg/L’ dir.

3.2.4.2. istatistiki Analizler

Baslangicta tim degiskenlere normal dagilima uygunluk testi yapilarak
parametrik test 6lcitlerine uyumu degerlendirilmistir. Buna gore verilerimiz iki grup
halinde incelenmistir. Birinci grupta yer alan deneme baliklarina uygulanan stres
faktorleri icin parametrik yontemlerle analiz yapilmustir, diger grubu ise uygulama
sonrast CRP, SAA, Transferin ve Fibrinojen olusturmus ve non-parametrik
yontemler uygulanarak analizleri yapilmistir. Non-parametrik yontem olarak T testi
(Independent samples = T test) ve parametrik yontem olarak DUNCAN Coklu Aralik
Testi  (Duncan  Multiple Range Test)  kullamlmustir.  Ortalamalarin
karsilastirilmasinda non-parametrik veriler de Mann-Whitney testi, parametrik
veriler icin Student’s t testi kullamlmustir. Uygulamalar sonucunda, olusan
farkliliklar icin 6nem dizeyleri belirlenmistir (P<0,05; P>0,05). SO6zu edilen tim
istatistiksel analizler igcin SPSS 10,0 Paket programindan yararlamlmistir
(Anonymous, 1993; Hayran ve Ozdemir, 1995).
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4. BULGULARVE TARTISMA

4.1. Bulgular

Caismanin gergeklestirildigi havuzlardan elde edilen pH, ¢cozinmUs oksijen ve
sicaklik degerleri Cizelge 4.1." de verilmistir.

Cizelge 4.1. Havuzlardan elde edilen ortalama pH, ¢Ozinmis oksijen ve sicaklik

degerleri
Parametre Uygulama 1 Uygulama 2 Kontrol
pH 7,58+0,18 7,50+0,13 7,45+0,19
Cozinmus oksjen (mg/l) 5,40+0,44 5,42+0,38 5,44+0,45
Sicaklik (°C) 26,2+0,79 26,3+0,79 26,2+0,77

Kontrol ve enfekte gruplara ait tilgpia bireyleri Streptococcus iniae ile deneysel
yolla enfekte edilmis ve enfekte doz olarak 3.3x10° kob/ml kullanilmistir. Ayni dozda S
iniae enjekte edilen balik gruplarina akut bir stres faktorii uygulanarak diger deney
grubu olusturulmustur. Elde edilen verilere ait 6lum ylzdeleri gunlik olarak
kaydedilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Uygulama boyunca baliklarda gorulen 6lum yiizdes

Giin Ol | Olim
Doz 1. 2. 3. 4. 7. 14. 21. | sayist | (%)
(3.3x10°)

LUyg. 0/24 | 0/24 | 124 | 2124 | 1/24 | 0/24 024 (4124 | 17
2. Uyg. 024 | 124 | 124 | 124 | 2124 | 0/24 024 (524 | 21
Kontrol 0/24 | 0/24 | 0/24 | 0/24 | 0/24 | 0/24 0/24 | 0/24 0
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4.1.1. Makroskobik ve Mikroskobik Muayene

S iniae ile enfekte olmus balik gruplarinda 24-48 saat icerisinde renk
koyulasmasi, balik hareketlerinde dizensizlik ve yavaslama, havuz kenarlarinda
harekets z durmatarzinda belirtilerin ortaya ¢iktigi gozlenmistir.

Deneysel olarak enfekte edilen baliklarda yapilan mikroskobik muayenede, i¢
organlarda hemorgji, deride hiperemi ve lezyonlar, beyinde kanlanma, viicut boslugunda
kanli sivi birikimi gortlmustar (Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4.).

Bakteri verilmesini takiben ilk hafta icinde 6nemsenmeyecek diizeyde oltmler
gozlenmistir. Fakat 2. ve 3. hafta icinde bakteri verilen balik gruplarinda 6lim olmadig:

gorulmustr. Deney stresince kontrol grubu olarak ayrilan baliklarda 61Um ol mamustir.

Sekil 4.1. Deneysel enfeksiyon sonucu tilapiada organlarda izlenen siskinlikler
ve inflamasyonik olusumlar (orijinal)
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Sekil 4.2. Deneysel enfeksiyon sonrasi tilapia arda gdzlenen kanli sivi birikimi
ve sismis dalak (orijinal)

Sekil 4.3.Deneysel enfeksiyon sonrasi tilapia kuyruk bolgesi lezyonlar: (orijinal)
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Sekil 4.4. Deneysel enfeksiyon sonrasi tilapiaderi lezyonlar: (hiperemi) (orijinal)

41.2. Enfekte Bahklarindan izole Edilen Streptococcus iniae'nin Fenotipik

Karakterleri

Grup B streptokoklar katalaz negatif, faklltatif anaerob, gram pozitif
diplokoklardir. Koyun kanli agarda 3-4 mm buyukligiinde gri-beyaz renkli koloniler
yapmaktadirlar (Soyletir ve Over, 2002). Genellikle Beta hemolitiktirler (Spellerberg,
2002). Gunumizde B grubuna 6zgul antijenik yapilari belirlemek Uzere indirek
immunfloresans, zit yonli  imminelektroforez, |ateks aglitinasyon, stafilokokal
koaglitinasyon, ELISA ve API gibi teknikler kullanimaktadir. En sik olarak API testi
kullanilmistir (Holt ve ark., 1994).

Caismamizda mevcut bakterinin koloni morfolojisi, saf kilttr olusturma ve
gram boyama tekniginin kullaniimasiyla (Bilgehan, 2002) (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6);
hareket muayenesi, asil1 damla yontemiyle; oksidaz testi, test stripine (Merck) koloninin
surdlmesiyle; katalaz testi, lama bir damla %3’lUk H,O, ile koloninin karistirilmasiyla
yapilmustir. izole edilen Streptococcus iniae tiiriiniin tuza gereksinimleri ve toleranslar
%6,5 NaCl tuz iceren peptonlu sudabelirlenmistir.

36



1. GIRIS Azime KUCUKGUL

Katalaz deneyinde, hemolizlerinin gorulebilmes igin koyun kanli agara pasa
yapilmistir.  Alfa hemolitik olanlar ve hemoliz yapmayanlar sUpheli olarak
degerlendirilmistir. Katalaz negatif bu bakteriler Bile Eskulin Agara ekilip 35-37 °C'de
inklbe edilmistir. % 40 safral1 ortamda Ureyerek eskulini hidrolize eden ve besiyerinde
siyah pigmentasyon olusturan bakteriler Bile Eskulin pozitif kabul edilip % 6,5 luk
NaCl’de ureyip Uremedikleri kontrol edilmistir (Cizelge 4.3.). Bunun igin % 6,5'luk
NaCl icine yeni pasaj yapilmus kiiltirlerden ekim yapilarak 35-37 °C’de 3 saat siireyle
inkibe edilmistir. 3 saat sonunda % 6,5’ luk NaCl’den koyun kanli agara pasaj yapilarak
35-37 °C’ de 18-24 saat inkiibe edilmek Uizere etiive kaldinlmistir. Bu pasgjlarda Gram
pozitif kok Uremes Uzerine bakterilerin % 6,5'luk NaCl deneyi pozitif kabul edilmis,
ardindan tir ayrnmu igin Rapid ID32 Strep-mini Api sistemi kullanilmistir - (Becton,

Dickinson and Company).

Cizelge 4.3. izole edilen Sreptococcus susunun fenotipik karekterleri.

Morfolojik ve Biyokimyasal Karekterler Nil tilapia
Hucre morfolojisi Kuresd
Gram boyama +
Hareket +
Kok(K)-Basil(B) K
Katalaz -
Hemoliz Beta
% 10 °C’de Ureme +
%6,5 NaCl’ de treme +
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4.1.3. Enfekte Baliklarin Biyokimyasal K arakterleri

41.3.1. APl Testi

Streptococcus sp. olarak belirledigimiz bu bakterinin tir tayini Rapid ID32 Strep
sistemi-mini API yontemi ile (Bio-Merieux) yapilmistir. Bakteriyel hastaliklarin
teshisinde patojenin ¢abuk ve dogru identifikasyonu énemlidir. Bu sistem streptokok ve
benzeri bakteri identifikasyonu icin adapte edilmis 32 testlik mini asimilasyon
testlerinden olusmaktadir. Sistem dort saatlik slire sonunda identifikasyon saglamustir.
Sistemin ¢alismasi kit (stispenson medium, 32 kuyucuktan olusan strip, densitometre,
dispenser, steril dispenser ucu ve VPA, VPB, FB, NIN ayiraglan) ile saglanmustr.

Mini API cihaz1 (Bio Merieux) ise okuyucu sistem olarak gorev yapmis ve
calisma prensibine gore islemsel sira izlenmistir. Koyun kanli agara yapilmis 18-24
saatlik taze kilturlerden slspansiyon besi yeri icine 4 Mc Farland yogunlugunda
inokulum hazirlanmugtir. Stripteki her kuyucuga otomatik dispenser ile 55 mclt’lik
inokulum dagitilmistir. 35-37 °C yerine 24 °C’de 72 saat slireyle inkiibe edilip, bu stire
sonunda ilgili ayiraclar damlatilmistir. 5 dakika sonra mini APl cihazinda otomatik
olarak okunmus ve sonug olarak bakterinin ttrt teshis edilmistir (Colorni ve ark., 2002).

Deniz ve tatl su baliklarimn bakteriyel patojenlerinin identifikasyonunda mini
API sistemi bir ¢cok arastirmact tarafindan kullamlmustir (Baudin-Laurencin, 1981,
MacDonell ve ark., 1982; Kent, 1982; Maugeri ve ark., 1983, Romalde ve Toranzo,
1991, Bioscave ark., 1993; Grisez ve ark., 1991; Kronvall ve Hagelberg, 2002).

izole edilen Streptococcus tirlerinin tam otomatize Rapid ID 32 strep
identifikasyon sistemi ile yapilan biyokimyasal 6zellikleri Cizelge 4.4.de gosterilmistir.
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Sekil 4.5. BHIA’ a yapilan ekim sonucu kolonilerden ainan 6rneklerin 1s1k
mikroskobu atindaki gorinimai (orijinal)

Sekil 4.6. BHIA Uzerinde Streptococcus iniae kolonilerinin gorinima (orijinal)
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Cizelge 4.4. izole edilen Srreptococcus iniae tiriinin tam otomatize Rapid 1D32 Strep
sistemi-mini API identifikasyon sistemi ile yapilan biyokimyasal 6zellikleri

Biyokimyasal karakterler Streptococcusiniae
Piruvat +

H.S ND

Eskulin hidrolizis ND
Hippurat -

V oges-Proskauer -

Arjinin Dihidrolaz (ADH) +

Sekerden asit Uretimi

Arabinoz -

Glukoz +
Laktoz -

Mannitol +
Ramnoz -
Sdisin -

Sorbitol -
Trehaloz +

Oksidaz -
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Azime KUCUKGUL

4.1.4. Uygulama Sonundaki Verilerinin Plazma Degerleri

Birinci ve ikinci gruptaki deney baliklar 3.3x10° kob/ml dozda bakteri ile

enfekte edilmis ve 3 haftalik deney siiresince her hafta sonunda ayr1 ayri alinan kan

ornekleri baz: akut faz proteinleri yoniinden degerlendirilmistir.

Deney siiresince elde edilen verilere ait ortalamalar ve standart hatalar

Duncan Coklu aralik testi ile belirlenmis ve Cizelge 4. 5. de gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Tilapidardaiki grubun karsilastirmal1 sonuclar

% (Bakteri infek.) ikinci (Bakteri +  Stres)
Grup Grup
Ornekleme o* 7 14 | 21 o* 7 14 | 21
zaman (gun)
CRP (mg/dl) 2,97 3,06 307 |312| 297 314 |3,08]| 3,18
SAA (mg/dl) 2,82 2,92 300 |302| 282 302 |[309]| 303
Tf (d/) 0,78 0,60 0,75 |087| 0,78 062 |0,78| 0,88
Fb (g/l) 138 132 57 42 138 102 55 38

*: Kontrol grubu

41.4.1. C-reaktif Protein (CRP)

Uygulamanin birinci haftasinda, S. iniae ile enfekte edilen ilk grup ve ikinci
grup baliklarinda ortalama CRP seviyeleri 3,06 ve 3,14 mg/dL (kontrol grubu 2,97

mg/dL) olarak belirlenmistir. Ikinci hafta sonunda plazma CRP seviyeleri kontrol

gurubu ile karsilastirilmis ve dnemli bir azalma kaydedilmistir (P<0.05). Son haftada

ise (28. guin sonu) CRP seviyelerinde artiglar izlenmistir (3,13 ve 3,18 mg/dL) (Sekil

4.7)
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Sekil 4.7. Siniae ile enfekte ve stres uygulanmis (elle muamele) S. iniae ile
enfekte gruplann  iceren tilagpilarda  C-reaktif  protein
seviyelerindeki degisimler

4.1.4.2. Serum Amiloid A (SAA)

Caismanin ilk haftasinda birinci ve ikinci gruplarda izlenen ortalama SAA
degerleri 2,92 ve 3,07 mg/dL (kontrol grubu 2,82 mg/dL) olarak kaydedilmistir.
Ikinci hafta sonunda, iki grupta da kandaki SAA konsantrasyonu kontrol grubu ile
karsilastirilmis ve daha yiksek seviyeler belirlenmistir fakat Ggtinct hafta ilk grupta
SAA miktarlarinda azalmalar (3,05 mg/dl) diger gruptaise artislar izlenmistir (3,04
mg/dl) (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. S.iniae ile enfekte ve stres uygulanmis (elle muamele) S. iniaeile
enfekte gruplari iceren tilgpilarda serum amiloid A
seviyelerindeki degisimler

4.1.4.3. Transferin (TT)

Ilk hafta sonunda, Transferin degerleri kontrol 0,59 ve 0,62 d/L olarak
bulunmustur. Denemenin ikinci haftasinda elde edilen verilere gore bakteri ile
enfekte edilen grupta CRP ve SAA degerleri birbirine yakin olarak bulunmus fakat
kontrol grubu ile Kkarsilastinldiklarinda daha yiksek seviyelerde olduklar
saptanmistir. Diger deney grubu icin (bakteri+stres) degerler benzerlik gosterirken
deney silresinin son asamasinda (3. hafta) sozu edilen tim degerler kontrol
grubundan oldukca yuksek seviyeler icermislerdir. Yalniz negatif akut faz proteini
olarak bilinen transferin degerlerinde kontrol grubundan distk seviyeler izlenmistir
(Sekil 4.9.).
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Sekil 4. 9. Siniae ile enfekte ve stres icerikli (elle muamele) S. iniae ile
enfekte gruplar iceren tilapilarda transferin seviyelerindeki
degisimler

4.1.4.4. Fibrinojen (Fb)

Ik grupta birinci hafta sonunda, fibrinojen degerleri (138 g/L) 132 g/L
olarak bulunmustur (Cizelge 4.5.). Takip eden siireler sonunda (14. ve 21. gun)
degerlerde devam eden dususler izlenmistir (sirasiyla 57 ve 42 g/l). Denemenin ilk
grubunda elde edilen verilere gore bakteri enfekte edilen grupta ilk hafta
Onemsenmeyecek bir dists gozlenmis (P>0.05) fakat ikinci ve Uglincli haftalarda
ciddi dusUsler belirlenmistir (P<0.05). Diger deney baliklari igin (bakteri+stres)
degerler benzerlik gosterirken deney siresinin son asamasinda (3. hafta) sozi edilen
tuim degerler kontrol grubundan oldukcadiistk seviyeler icermislerdir. (Sekil 4.10.).
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4.2 Tartisma

Caismamizda, tilapia bireyleri Streptococcus iniae ile deneysel yolla enfekte
edilerek kan plazmasindaki bazi akut faz proteinleri incelenmistir. Arastirmada
kullamilan baliklara 3.3x10° kob/ml igeren Streptococcus iniae intraperitonea (i.p.)
olarak 0.1 ml dozunda enjekte edilerek infeksiyon grubu olusturulmustur. Ayni
sayida S. iniae enjekte edilen balik gruplarina akut bir stres faktorinin ilavesi ile
diger deney grubu olusturulmustur. Son grup deney baliklar1 kontrol grubu olarak
incelenip en uygun (optimum) kosullar altinda tutulmustur. Enfekte ve kontrol grubu
baliklarin kuyruk venasindan alinan kan ornekleri, infeksiyonun O, 7, 14 ve 21.
gunlerinde bazi AFPleri; CRP, SAA, transferin ve fibringjen yontnden
incelenmistir.

Arastirmada ele alinan konular, sirasiyla yurt ici ve yurt disinda yapilmis
arastirmalar ile birlikte degerlendirilerek asagida verildigi gibi tartisilmistir.

4.2.1. Deneysel Olusturulan Streptococcus iniae Infeksiyonu

Streptokokal hastaliklarin  siklikla goridlmemesine ragmen  goruldigi
durumlarda balik ciftliklerinde toplu 6limlere neden oldugu bilinmektedir. Balik
populasyonlarinda stres, sekonder bir etki olarak ortaya ¢ikmakta ve infeksiyoz
hastalik salginlarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle yilksek su sicakliklari,
yogun stok, hasat islemleri, baliklar Uzerinde yapilan manipilasyonlar, yiksek
amonyak ve nitrit dizeyleri, uygun olmayan su kalitesi vb. gibi stres kosullari,
streptokokal salginlar ile birleserek yetistiricilik sistemlerinde hastaligin virulansim
arttirmaktadir.

Bircok Streptokok turt baliklar icin patojeniktir. Sucul ortamlarda da dogal
olarak bulunmaktadir, hatta bazi citfliklerde endemik bir hastalik nedeni
olabilmektedir. Bu tirlerin belirlenmesi icin spesifik kaynaklar maalesef yeterli
degildir. Balik populasyonlarinda Streptokok infeksiyonlar: balik tirtine bagli olarak
degismekle birlikte agir kayiplara neden olabilmektedir. Clnkl Streptokok etkenleri
ilk olarak beyni etkileyip enfekte baliklarin kendi etrafinda donme (spinning) gibi
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anormal davraniglar gostermesine neden olmaktadir (Ferguson ve ark., 1994). Diger
klinik belirtiler vicut renginde kararma, tek ya da cift tarafli eksoftalmus, korneada
matlik, gz icinde veya etrafinda, operkulumda, ylizgec diplerinde, anal bolgede ya
da bedenin herhangi bir yerinde kanamalar, viicut ylzeyinde Ulserasyonlar, karinda
siskinlik, zayiflik ve ylzmede dengesizlik gibi hastalik belirtileri ile karakterize
edilmektedir. Ancak bircok durumda, belirtiler daha ortaya ¢ikmadan baliklarda artan
oranlarda 6lum gorulebilmektedir (Weinstein ve ark., 1997; Shoemaker ve Klesius,
1997). Karin boslugunda kanl: bir sivi, dalakta buyime ve kizariklik, kalp, karaciger
ve bobrekte degisik lezyonlar, karacigerde solgunluk, bagirsaklarda yang, i¢
organlarda siklikla karsilasilan bulgulardir (Sarthan, 2005; Akhlaghi ve Mahjor,
2004; Chang ve ark., 2002; Donmez, 2002; Y anong ve Francis-Floyd, 2002; Eldar
ve Ghittino, 1999; Al-Harbi 1994; Austin ve Austin, 1993; Kitao, 1993; Ceschia ve
ark., 1992; Boomker ve ark., 1979).

Mevcut verilerden gram pozitif olarak bildigimiz S. iniae hem baliklar
hemde insanlar1 enfekte etme 6zelliginde (zoonoz) olan bir bakteridir. S. iniae 1994
yilinda, tilapia hibridlerindeki bir salgindan hastalik ajam olarak bildirilen bir
etkendir (Eldar ve ark., 1994), 1991 yilinda ise Teksas (ABD), Ottova ve Kanada
da insan enfeksiyon vakalarinin meydana geldigi rapor edilmistir, ancak iki durumda
daenfeksiyonun kaynagi tam olarak saptanamamistir (MMWR, 1996).

Baliklar Uzerinde hastaliga neden olan ve siklikla daha Onceden de
literatUrlerde kaynak olarak kullanilmis birgok bakteri bulunmaktadir. Bu bakterilerin
baliklar Uzerindeki virllanslari ve buna bagli olarak etki alanlarida degisiklik
gostermektedir. Tatl su baliklarinda en yaygin bakteriyel patojen olarak Aeromonas
hydrophila yer amaktadir. Firsat¢t bir patojen olan bu bakteri balik ciftliklerinde
optimal kosullarin bozuldugu durumlarda hemen ortaya gikabilmektedir. Diger bir
bakteriyel patojen olarak bilinen Streptococcus iniae, tam olarak firsatgibir patojen
degildir, ancak diger cevresel bakterilerdem daha hizli bir sekilde etkileyebilen
onemli bir balik patojeni olup, salginlara ve agir kayiplara neden olabilmektedir (
Shoemaker ve ark., 2000; Fuller ve ark., 2001). Ferguson ve ark. (1994), zebra balik
(Danio rerio)’ larim yiksek dozda streptokokkus konsantrasyonlarina maruz
birakmislar enfeksiyondan sonraki 2—4 giin i¢inde % 100 mortalite saptamiglardir.
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Sonug olarak fazla ortaya cikmasa da c¢iktigi kosullarda balik ciftliklerinde
ekonomik olarak ciddi kayiplara neden olan ve Ozellikle tilapia baliklar1 Uzerinde
etkili olan Streptokokal hastaliklar tlkemiz agisindan gok onemlidir. Ozellikle
Cukurova Bolges’ nde tilapia yetistiriciligi, cevresel faktdrlerin uygunlugu ve
verimlilik agisindan elverisli oldugu icin giderek artan bir grafik gostermektedir. Bu
sebeple ¢alismamizda tilapia baliklart kullamlmis ve etken olarakta Streptococcus
iniae bakteri turl segilmistir.

Deneysel (test grubu) baliklar igin segilen bakteri konsantrasyonu banyo
tarzinda, intramiskiler (kas ici) ya da intraperitonea (periton boslugu= karin zari)
yolla verildiklerinde baliklar1 enfekte edebilmektedirler. Hangi yolla enfekte
edilecegine dogru karar verilmelidir. Bircok arastirici dogal yolla veya deneysel
olarak enfekte edilmis baliklardaki hastaligin akut ve subakut formlar1 arasindaki
farklar, baliklar: farkl: yollarla enfekte ederek saptamislardir. Buna gore arastiricilar,
bakteriyi banyo tarzinda ve intraperitoneal olarak uyguladiklari zaman, ilk 48 saat
icinde mortalitelerin ylksek oldugu akut formu tespit etmislerdir (Boomker ve ark.,
1979; Minami ve ark., 1979). Ancak ora yolla yapilan enfeksiyon modelinde ise
hastalik belirtilerinin  dereceli olarak gorildigi subakut formun sekillendigi
bildirilmistir (Foo ve ark., 1985).

Balik enfeksiyondan korunmak igin patojenin girisini takip eden siire icinde
hizl1 bir sekilde dogal mukozal imminite sistemini devreye sokar. Ozellikle
intramuskuler ya da intraselomik olarak patojen vicuda verildiginde bu etkilesim
daha hizl1 olmakta ve hastaligin ortaya ¢ikisi ve virlans: baskilanmaktadir.

Bu nedenlerden dolay1 calismamizda intraperitoneal yol tercih edilmistir.
CUnkU periton icine verdigimiz S. iniae direk i¢ organlara nifuz etmis ve istenilen
amaca ulasmamizi saglamstir.

Calismamizda iki hedef amaclanmustir. ilk bolumde Tilapialar Gizerinde S.
iniae’ nin (hastalandirici doz) etkileri incelenirken; diger boliminde S. iniae'ye ilave
olarak akut bir stresor (elle manipllasyon) uygulayarak kan plazmasinda normal
sartlarda da mevcut olan akut faz proteinlerindeki degisimler gozlenmis ve

tartisil migtir.
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Russo ve ark. (2006) S. iniae ile hastalik modeli olusturmus ve bu amagla
belirli bir zaman araliginda, daha dnceden sayisi belirlenmis baliklar: 6ldirmek icin
gereksinim duyulan lethal bakteri dozunu (LD50) hesaplayarak, deney grubuna
uygulamuglardir. Y apilan bircok arastirmadaise, hedef bakteri CFU (koloni olusturan
birim) dozu olarak secilmis ve 14 gunltk stre icinde baliklarin %70’ ini 6ldiren doz
lethal doz olarak belirtilmistir. (Kimura ve Kusuda, 1979; Nordmo ve Ramstad,
1997; Perera ve ark., 1997; Sako, 1998). Bromage ve Owens (2002), barramundi
(Lates calcarifer) baliklarini deneysel olarak S. iniae ile enfekte etmis ve ¢ok disik
bakteriyel sayilarda bile morbidite (populasyonda hastaliga tutulanlarin sayisi) ve
mortalite oranlarini belirlemislerdir.

Bizim calismamizda ise deney baliklanimiz Uzerinde 3.3x10° CFU/ m
miktarinda bakteri uygulanmis ve bu dozun lethal doz olarak degil, ancak hastalik
olusturucu konsantrasyona sahip doz oldugu saptanmistir. Buna gore enfeksiyondan
sonraki ilk bir hafta icinde birinci deney grubunda %17, digerinde ise %21 mortaite
orant gozlenmistir (Cizelge 4.2.).

Arastirmamiz kapsaminda S. iniae ile enfekte edilen baliklarda eksternal
bulgular olarak, deri ve kuyruk yizgecinde hiperemik lezyonlar (Sekil 4.3., Sekil
44.), baik hareketlerinde aktivite dusukligl (letarji), havuz koselerinde ve dip
kissmlarinda hareketsiz durma, deride koyulasma gozlenirken, internal bulgular
olarak ise, bagirsaklarda sar1 ser6z sivi birikimi, dalakta buyumeler gorulmuistdr.
(Sekil 4.1., Sekil 4.2.)

Yetistiriciligi yapilan tilapialar Gizerinde deneysel olarak enfekte edilen yada
dogd S iniae infeksiyonlarinin etkilerini arastirmak igin bircok c¢alisma
bulunmaktadir (Bowser ve ark., 1998; Perera ve ark., 1998; Plumb, 1994; Roberts,
2001; El-Bouhy, 2002). S iniae ile enfekte olmus Olmek Uzere olan tilapia
bireylerinde vicut ytizeyinde (Bowser ve ark., 1998), agiz ve operkiler etrafinda,
ylzgeg ile aniis tabaninda dermal hemorgjiler (deri Uzerinde kan odaklari) (Pererave
ark., 1998) bildirilmistir. Ayn1 zamanda, Perera ve ark. (1998), yaptiklar ¢calismada
oryantasyon (uyum) kaybi, korneal opasite, ekzoftamus ve goz bicim bozuklugu
saptamuglardir.
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Bu arastiricilar daha 6nceki verileri incelemis ve S. iniae’ye maruz birakilan
baliklar Uzerinde deri ve gbz lezyonlarina rastlamamuslardir. Fakat koyulasmis deri
pigmentleri, dip kissmda ylzme, ani atlamalar ve disusler, istah kaybi gibi bulgular:
dahafazlagodzlemlemislerdir.

Evans ve ark. (2000), Hibrid cizgili levrek ve tilapialar Uzerinde S. iniae’ nin
etkilerini incelemek amaciyla, yiksek ve dusik koloni konsantrasyonlarinda bakteri
kullanmiglardir. Bunun yaninda bu baliklarin burun deliklerinden verilmek suretiyle
ikinci kez S. iniae inokule etmislerdir. Elde ettikleri sonuclara gore, daha distik doz
uyguladiklar1 baliklarda 6nemsenmeyecek derecede 6lim oram saptamalarina
ragmen hastalik semptomlarinin meydana geldigini bildirilmislerdir. Ayrica goz
inokulasyonundan sonraiki balik tiriinde de hastalik belirtilerine rastlamanmuslardir.

Shoemaker ve ark. 2000, Streptococcus iniae ile deneysel enfekte ettikleri
tilapialarda, doza bagli olarak dnemli mortaliteler bildirmislerken, Perera ve ark.
1997 yilinda yaptiklart benzer calismada mortaliteler gozleyemediklerini ve
enfeksiyondan 4 gin sonra S. inia€’'yi izole edemediklerini belirtmiglerdir.
Sonuglarda gozlenen bu farklar, arastirmacilarin uyguladiklar: balik tirleri ve buna
bagli olarak cevre kosullarindaki degisiklik ve farkli enfeksiyon dozlarindan
olusabilmektedir.

Bu bulgular S. iniae enfeksiyonlarindan elde edilenlerle aym olarak kabul
edilmektedir. Buna ilaveten hastaliga dair fakli bulgular dogal veya deneysel yollarla
olusturulan S. iniaeye ve enfeksiyon rotaarina gore cesitlenebilmektedir.
Calismamizda elde ettigimiz eksternal ve internal bulgularin bazilar1 daha 6nce
bildirilen literatirlerle benzerlikler gostersede enfeksiyonun etki mekanizmas: ve
sirelerindeki  degisikliklerin  uygulanan  bakteri  dozundan kaynaklandigi
distntlmektedir.

4.2.2. Deney Gruplarinda izlenen Akut Faz Yamtlari

Inflamasyon, homeostazisin devam etmesi igin viicuda giren patojene verilen
bir ceveptir. Akut faz proteinleri inflamasyon ya da doku hasarinin nonspesifik
kompanentleri (inflamasyon, otoimmuin hastalik vb.) olup ya potansiyel bir patojen

50



4. BULGULAR VE TARTISMA Azime KUCUKGUL

ile micadele etmek veya vicudu korumak icin hasar gérmis olan dokudan salinan
sitokinlerle akut faz proteinlerine verilen yanit boyunca karaciger tarafindan Uretilen
proteinlerdir. (Kushner ve ark., 1981; Dinarello, 1983; 1989; Blackburn, 1994; Gruys
ve ark., 1994; Ingenbleek ve Young, 1994). Bunlar bakteriyel, viral gibi yabanci
maddelerin konaga girisi ile serum seviyelerinde oldukca fazla yiksek degerlere
ulasmaktadhr. Ornegin insanlarda doku hasar1 ve inflamasyon durumlarinda CRP ve
SAA 2448 saat icinde 1000 kat kadar artabilmesine ragmen, fibrinojen, seroplazmin
gibi AFP'leri ise daha hafif bir artis  (%60-70) gostermektedir (Laurell, 1985;
Thompson ve ark. 1992). Bunun tam tersi etki gosteren transferin negatif akut faz
proteini olup inflamasyon boyunca hafif distsler ile kendini ele vermektedir.
Ozellikle CRP baliklarda da tammlanmis ve major AFP olarak literatiirlerde yer
almaktadir (Karsten and Rice, 2004; Hoole ve ark., 2003).

CRP; fosfokolin ve galaktoz iceren polisakkaritler gibi bakteri, mantar ve
parazitlerin yuzeylerinde de siklikla mevcut olan gesitli ligandlart tammakta, bunlar
vasitasiyla komplementi aktive etmektedir (Pepys ve Baltz, 1983). CRP,
infalamasyonun olustugu yerde in vivo olarak lokalize olup IL-6 ve TNF-afa
sentezini  stimile ederek seviyelerinde artiglarla patojenin  aktivitesini  bloke
etmektedir (Plotnikoff ve ark., 2006). CRP' nin klinik belirtisi hem insanlar hem
baliklar hemde diger hayvan gruplar icin infeksiybz ve inflamator hastaliklarin
teshisi igin diagnostiktir. Ancak inflamasyon boyunca verilen yamt tirler arasinda
farklilik gosterebilmektedir. Insanlarda tanimlanan ilk ve major akut faz proteini olan
CRP, tedaviye verilen yant, hastaligin seyri ve inflamator lezyonlarin olusumu
hakkinda gerekli veriyi saglamada oldukga énemlidir. Patojen kaynakli hastaliklar,
travmatik olusumlar gibi birgok durumda dolasimdaki konsantrasyonlarinda artislar
gostermektedir (Pepys and Batz, 1983). Bunun yaninda diger akut faz
proteinlerinden olan SAA, fibrinojen, haptoglobulin (hp) gibi proteinler inflamasyon
yamti boyunca konsantrasyonlarinda daha dusik seviyelerle kendilerini
gostermektedirler (Laurell, 1985).

CRP, SAA; insan, kopek, balik ve gevis getiren hayvanlarin serum
konsantrasyonlarinda ¢ok yuksek degerlere ulasirken, kedi ve koyun gibi canlilarda
dahadisuk dizeyde seyredebilir (Conner et al. 1988a; Conner et a. 1988b; Eckersall
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et al. 1996; Mcintyre ve ark., 1997).

Eckersall ve ark. (1996), deneysel amacli yaptiklart uygulamalarda terebentin
(neft yag1) uyaramina karst AFY'im belirlemiglerdir. Buna goére Hp ve CRP
degerlerinin konsantrasyonlarinda 24 iginde artislar, 48 saat iginde ise pik seviyeler
gozlemlemigler, 6 glin sonunda normal degerlere dustuklerini saptamislardir. Bu
calismada alfal-glikoprotein (AGP) degerlerinde degisimler bildirilmemistir. Bunun
tam tersine domuzlar tizerinde galisan Itoh ve ark. (1993), meningitis ya da pndmoni
gibi infeksiyoz hastaliklarda AGP nin daha énemli AFP ni oldugunu bildirmiglerdir.
Calismalarda izlenen bu farklarin infeksiyoz ve inflamator uyarimi arasindaki bir
farktan kaynaklandigi distinilmektedir.

Calismamizda iki deney grubu olusturulmustur. ilk gruba sadece belirlenen
dozda S. iniae verilmis, diger gruba ise bakteri enjeksiyonunu takiben 15 dakikalik
siire zarfinda akut bir stres faktori (elle rahatsizlik) uygulanmstir.

Baliklar 4 hafta gbzlem altinda tutulmus ve yemlenmelerine devam edilmistir.
Her hafta sonunda alinan kan érnekleri CRP, SAA, transferin ve fibrinojen yontinden
analiz edilmis, gruplar istatistiksel olarak T-testi yardimiyla karsilastirilmistir. Elde
edilen sonuclar asagidaki gibi tartisilmistir.

Arastirmamizin ilk béliminde S. iniae ile infeksiyondan hemen sonra CRP
ve SAA seviyeleri kontrol grubu ile karsilastinldiklarinda yikselme egilimi
gostermisler ve bu stireg 21 giin boyunca 6nemsenmeyecek derecede devam etmistir
(P>0.05). Fakat diger grupta (enfekte ve akut stres) ilk hafta CRP ve SAA degerleri
nerdeyse 1,5 kat artmustir. Ikinci hafta (14. gin) kontrol grubuna kiyasla yiiksek
olmakla birlikte CRP de azalma SAA’ daise bir miktar artis kaydedilmistir. 3. hafta
CRP artis gozlenirken SAA seviyelerinde disme egilimi gozlenmistir (Tablo 1).
Transferin seviyeleri ise ilk hafta her iki grupta icinde azalmalara neden olmus fakat
izleyen haftada kontrol seviyelerine ulasmislardir (Sekil 4.9.). Fibrinojen
degerlerinde enfeksiyonu izleyen tim deneysel doénem icinde her iki grupta distsler
kaydedilmistir (Sekil 4. 10.).

Hepatositlerdeki intraselller streptokokozun Onemi, mevcut literattrlerde
yeterli olarak agiklanmasa da, karaciger patojenlerin integral bir elementi olan
intraselller bir bolmede cogalan bircok bakteriyel patojenlerin Greme yeri olarak
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bildirilmistir (Stevens, 1995). Herhangi bir patojen konaga girdigi andan itibaren
seviyelerini giderek arttiran, insanlar kadar baliklar iginde 6nemli olan, akut faz
proteinlerinin de orijini yine karacigerdir. Karaciger tarafindan Uretilen bu proteinler
farkli sitokinler tarafindan uyarilmakta ve bir¢ok balikta doku zarar i¢ organlarda
sislik ve kanlanma gibi bulgular ortaya c¢ikmaktadir (Bayne ve ark., 2001).
Calismamizda gozlemledigimiz i¢ organlarda meydana gelen dokusal degisiklerle bu
arastiricilarin belirttikleri bulgular paralellik gostermektedir.

Bayne ve Gerwick (2001), memelilerde akut faz proteinleri olarak bilinen
proteinlerden CRP, serum amiloid P (SAP) ve bircok komplement sistemin
komponentlerini  kemikli ve kikirdakli baliklardan, transferin ve trombin gibi
proteinleri de kemikli baliklar Gzerinde yaptiklar: ¢alismada bildirmislerdir. Fakat bu
arastincilar sadece CRP seviyelerinde artislara rastlamiglardir. Bu ¢alismada plazma
akut faz protein miktarlardan yalniz CRP nin biitin gruplarda kontrol grubuna oranla
yuksek ¢ikmasina ragmen arastirma bulgularimiza uygun sekilde kontrol grubu ile
aralarindaistatistiksel olarak bir fark olmadigi gorulmistdr.

Baliklar arasinda plazma protein profillerinde belirlenen bireysel farklarin,
genetik farkliliklar ve partikiler bir antijene daha evvel maruz birakilip
birakilmadigina bagli olarak degisim gosterdigi bilinmektedir. Calismamizdaki
farkliliklarin bu nedenden kaynaklandig: distnulmektedir.

Villarroel ve ark. (2008), gokkusag: alabaligim (O. mykiss) Flavobacterium
psychrophilum ile deneysel olarak enfekte etmisler ve enfeksiyon sonrasi kan
plazmasinda, tUm omurgalilarda maor akut faz proteinlerinden ve doga
immunitenin efektori olan SAA’nin seviyelerindeki degisimleri izlemislerdir. Elde
ettikleri verilere gore, enfeksiyon sonrasinda SAA seviyelerinin kontrol grubuna
nazaran ¢ok yiksek seviyelere ulastigini bildirmiglerdir. Bu arastiricilarin bulgular
calismamizda elde ettigimiz verilerle paraellik gostermektedir. Fakat ¢alismamizda
enfeksiyon sonrast SAA miktarinin, plazmadaki degerlerinin ¢ok yuksek olmadigi
saptanmustir. Bu sonuglar gostermektedir ki, balik turleri ve uygulanan biyolojik
etken fakli olmasina ragmen, infeksiyon sonrasi akut faz proteinlerinin en buyik
belirteglerinden biri olan Serum amiloid A'min izledigi seyir ve etkileri aym
olabilmekte ve genel olarak artma egilimi gostermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yurdumuzda 1970'li yillarda gokkusagi alabaligi ile baslayan kuiltdr
balikcilig1 son yillarda denizlerde yapilan gipura ve levrek yetistiriciligi ile gok genis
boyutlar kazanmistir (Alpbaz 1990). Yurdumuzda kdltir balik¢iligin gelismesine
paralel olarak bu isletmelerde bakteriyel (Baran v e ark., 1994, Timur 1991, Diler ve
Kubilay 1996, Timur and Timur, 1985), viral (Timur 1991) ve paraziter hastaliklar
da dunyamin diger tlkelerinde oldugu gibi yurdumuzda da son yillarda blyik 6nem
kazanmistir. Streptococcus, Enterecoccus, Lactococcus gibi gram pozitif hareketsiz
koklarin klasifikasyonlarinda halen bazi guclukler oldugu bildirilmektedir. (Austin
ve Austin, 1999; Chen ve ark., 2001)

Patojenler baliklarin vicuduna girdiginde selliler ve humoral non-sfesifik
savunma mekanizmalar: devreye girmektedir. Komplement ve lizozim gibi birgok
¢cOzulebilir faktor ile birlikte bu savunmanim olusmasina yardimci olan en énemli
hiicreler fagositlerdir, bunun yaninda baliklar tzerinde énemli olan diger ¢ozulebilir
faktorler ise plazma akut faz protein (AFP) miktarlarinda gozlenen degisimlerdir.
AFP, enfeksiyonu takiben ilk artan komplement sistemin vazgegilmez
komponenetleri olarak bilinmektedir. Bir kismu infeksiyona bagl1 olarak artarken bir
kismu ters olarak etki gosterebilmektedir. Baliklarin  non-spesifik  savunma
mekanizmalarimin ¢ogu ¢ozuilebilir faktorlerdir ki bunlarda AFP olarak bildirilmistir.
En hizl artan parametre C-resktif protein ve Serum amiloid A degerleridir ki stres
durumlarinda opsonizasyon bir faktor olarak rol oynamaktadirlar. infeksiyonun
siddetine bagli olarak 100 kata kadar artislar gosterebilmektedir ve bu artis
infeksiyonun ilk glintinden itibaren izlenmektedir. Transferin ise baliklarda koruyucu
bir rol Ustlenmekte olup infeksiyonun siddetine ters olarak etki gosterip degerleri
infeksiyonu takiben hizla azalmaktadir.

Balik hastaliklarina gerek yurdumuzda gerekse yurt dis1 yayinlarinda yer alan
mevcut literatirlerde oldukca fazla yer verilmisken, AFPlerinin  balik
hastaliklarindaki rolti Uzerinde yeterince yaygin olmadig: yapilan incelemelerimiz
neticesinde saptanmis olup bu konu Gzerine durma geregi hissedilmistir ve 6zellikle
biyolojik bir etkene maruz kalma durumlarinda hemen seviyelerinde artislar seklinde
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kendini belli eden AFPleri erken teshis amaciyla belirlemek ve yetistiricilik
unitelerindeki  bakteriyel salgin durumlarinda agir kayiplari en aza indirgemek
acisindan da g6z ardi edilemeyecek kadar dnemli bir konudur.

Sonug olarak, akut faz proteinlerinin islevleri ile etkilesimlerinin bilinmesi,
akut faz yamtimi baslatan, siresini ve siddetini etkileyen faktorlerin anlasiimasi,
infeksiydz ve inflamatuvar hastaliklarin tamsi ile tedavisinde de 6nemli bir adim
olusturmaktadr.
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