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ONSOz

Bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Balik¢ilik
Teknolojisi Miihendisligi Ana Bilim Dali’nda yiiriitiilmiistiir.“Yersiniosis hastaliindan
korunmanm yeni yolu: canli asr” adli bu calisma KTU, Deniz Bilimleri Fakiiltesi,
Molekiiler Biyoloji Laboratuari’nda gerceklestiriilmis ve TUBITAK 1100886 nolu
projeden elde edilen as1 kullanilmis ve ayni proje tarafindan desteklenmistir.

Diinyada ilk defa 1950’1i yillarda Amerika’nin Idaho eyaletinde Ulkemizde ise ilk
defa 1991 yilinda Denizli yoresinde ortaya ¢ikan Y. ruckeri, iilkemizde ve diinyada genis
bir yayilim gostermektedir. Y. ruckeri, yersiniosis hastaligina neden olmaktadir. Koruma
ve tedavi amaghh kullanilan antibiyotikler gibi kemoterapdtiklerin  uzun siireli
kullanimlarinda bakterilerin bu ilaglara kars: direng kazanmasi, kisa bir siire i¢in etkili
olmas1 ve maliyetinin yliksek olmast gibi sebepler bu ilaglarin kullanimini
smirlandirmaktadir. Bunun i¢in yersiniosis hastalifina kars1 daha etkin ve maliyeti diisiik
bir koruma yontemi olan as1 kullanimi tercih edilmelidir. Bu arastirmayla aroA ve aroC
mutant Yersinia ruckeri asisiin enjeksiyon, immersiyon ve yemle agilama yontemleri ile
etkinligi belirlenmistir.

Tez danigmanligimi iistlenerek bilgi ve desteklerini esirgemeyen degerli hocam
Saym Prof. Dr. Ilhan ALTINOK’a tesekkiirlerimi bir bor¢ bilirim. Tez calismamin
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tesekkiirlerimi bir borg bilirim.
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Yiksek Lisans Tezi

OZET

YERSINIOSIS HASTALIGINDAN KORUNMANIN YENI YOLU: CANLI ASI
Umit Caglar KAHRAMAN

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstittisi
Balik¢ilik Teknolojisi Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Prof.Dr. ilhan ALTINOK
2013, 48Sayfa

Bu ¢alismada, TUBITAK 1100886 nolu projeden elde edilen aroA ve aroC mutant
Yersinia ruckeri asisinin agilama yontemleri ile etkinliginin belirlenmesi amaglanmigtir.
As1 gokkusagi alabaliklarina enjeksiyon, immersiyon ve yemleme yontemleri ile
uygulanmustir. Enjeksiyon yontemi 1,1x10° CFU/0,1 ml mutant Y. ruckeri seklinde
intraperitonal yolla uygulanmis. immersiyon yontemi 3 ayr1 yogunluktaki (1,1x107, 10° ve
10°CFU)/ml mutant Y. ruckeri ile 1 saat banyo yaptirilarak uygulanmistrr. Yemleme
yontemi 1,1x10°, 10° ve 10°CFU mutant Y. ruckeri/gram pelet yem ile giinde 2 defa 5 giin
yemlenerek uygulanmistir. Ik asilamadan 21 giin sonra baliklara 1,1x10° CFU/balikwild
tip Y. ruckeri ip olarak verilmistir. Enfeksiyondan 30 giin sonra goreceli korunma orani
degerleri enjeksiyon yontemi icin %100, immersiyon yontemi i¢in %98 ve yemleme

yontemi i¢in %97,7 olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Yersinia ruckeri, gokkusagi alabaligi, asi, aroA ve aroC, RPS
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Master Thesis
SUMMARY
NEW PROTECTION WAY AGAINST YERSINIOSIS DISEASE: LIVE VACCINE
Umit Caglar KAHRAMAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Fisheries Technology Engineering Graduate Program
Supervisor: Prof.Dr. {lhan ALTINOK
2013, 48 pages

Effectiveness of aroA and aroC mutant Yersinia ruckeri vaccine developed by
TUBITAK Project (Project no: 1100886) was determined with different vaccination
methods. Fish were vaccinated by injection, immersion and oral with feed. Fish were
vaccinated with Yersinia ruckeri mutant Y. ruckeri (1,1 x10* CFU/0,1 ml) by intraperitonal
injection. The immersion vaccination was applied 3 different concentrations (1.1x10’, 10°
and 10°CFU/mI) of mutant Y. ruckeri with 1 hour bath. The oral vaccination was applied
1.1x10, 10° and 10°CFU mutant Y. ruckeri/gram feed for 5 days two times a day. After 21
days of post-vaccination, all fish were challenged with 1.1x10° CFU/fish wild type Y.
ruckeri by intraperitoneal injection. After 30 days of post-challenge relative percentage
survival value was calculated for injection, immersion and oral methods 100%, 98% and

97.7% respectively.

Key Words: Yersinia ruckeri, rainbow trout, vaccine, aroA and aroC, RPS
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Su drinleri yetistiriciligi, diinya besin gereksiniminin dnemli bir kismin1 kargilayan
temel bir endiistri olmakla birlikte Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan diinyada en
hizl1 biiyliyen gida sektorii olarak bildirilmistir. Su {iriinleri yetistiriciligi, diinya balik¢ilik
Uretiminin yaklasik %30'unu karsilamakta (Davenport vd., 2003) ve yilda %10'dan daha
fazla artarak buytimektedir.

Su iirlinleri yetistiriciligi kapsaminda; alabalik yetistiriciligi diinyanin birgok
iilkesinde genis ¢evresel kosullar altinda yapilmaktadir. Alabaliklar genel olarak Amerika
kokenli  [Gokkusagi  alabaligt  (Oncorhynchus  mykiss), Kaynak  alabaligi
(Salvelinusfontinalis), Kesikbogaz alabalik (Oncorhynchus clarki)] ve Avrupa kokenli
[Atlantik salmonu (Salmo salar), Alp alas1 (Salvelinus alpinus), Karadeniz alabaligi
(Salmo trutta labrax)]olmak tizere iki grupta toplanirlar (Emre ve Kiiriim, 1998).
Alabaliklar 0-25°C’de yasayabilen, minimum 5,5 mg/l doymus oksijen gereksinimi olan,
yumurta inkibasyonu igin 8-12°C ve optimum gelisme sicakligi olarak 15-16°C’deki su
ortamlarmi tercih eden tiirlerdir (Roberts ve Stepherd, 1997; Kayis, 2009). TUIK (2012),
verilerine gore Turkiye’de 100239 tonu ig¢sularda, 7697 tonu denizlerde olmak (zere
toplamda 107936 ton alabalik yetistiriciligi yapilmaktadir. Ulkemizde Dogu Karadeniz
Bolgesi’nde tiretimi yapilan alabalik tiirleri i¢erisinde en yaygin tiir gokkusagi alabaligidir.
Bunun yani sira dere alabaligi, kaynak alabaligi vedeniz alabaligi yetistiriciligi de
yapilmaktadir (Seven, 2004; Kayis, 2009).

Su tirlinleri yetistiriciliginde su kalitesi, uygun ¢evre sartlari, yem temini, pazarlama
ve ig giicli sorunlarmin yaninda, tiim diinyada oldugu gibi ililkemizde de tathh su ve
denizlerde yapilan kiiltiir balik¢iliginda ekonomik kayiplara neden olan en énemli sorun,
cesitli hastaliklarin varligidir (Toksen, 1999; Timur ve Timur, 2003).

Hastaliklarin meydana gelmesini 6nlemek balik hastaliklar1 ile miicadelede en
onemli husustur. Fakat bunun 6tesinde hastalik durumunda hastaligin dogru teshis edilmesi

ve ekonomik yonden en uygun tedavi yontemlerinin uygulanmasi kayiplar1 azaltici en



onemli etkendir. Dogru teshis ve tedavi balik hastaliklarinin yayilmasini 6nleyecek ve
sektoriin verimliligine katki saglayacaktir (Atesoglu, 1996).

Balik sagligini etkileyen faktorler patojenik olmayan ve patojenik etkenler olmak
tizere iki ana grupta toplanmaktadir. Baliklarda cesitli hastaliklara sebep olan beslenme ve
su kalitesinde meydana gelen olumsuzluklar patojenik olmayan hastaliklar grubunda yer
almaktadrr (Plumb, 1999). Yapici etkenlerden kaynaklanan hastaliklar1 patojenik
hastaliklar olarak adlandirilmis ve bu etkenler bakteriyel, fungal, paraziter ve viral olmak

Uzere dort ana grupta incelenmektedir (Roberts ve Stepherd, 1997).

1.2. Bakteriyel Bahk Hastahklan

Baliklarda patojenik olan bakterilerin, yogun balik yetistiriciligi yapilan isletmelerde
biiyiik ekonomik kayiplara neden oldugu bilinmektedir (Inglis vd., 1993; Austin ve Austin,
2007). Kiiltlir sartlarinda baliklarda hastalik meydana getiren bakteriler dogal ortamda
bulunan baliklardan izole edilebilmektedir. Ancak dogal ortamda bulunan baliklarin stres
kosullarindan uzak olmalar1 nedeniyle bu vakalarin nadiren Oliimle sonuglandigi
bilinmektedir (Toranzo vd., 2005).

Bakteriyel patojenlerin baliklarda meydana getirdigi i¢c ve dis klinik semptomlar
baligin yasi, tiirii ve hastaligin seyri ile (akut, kronik) degismektedir. Bunun yani sira
Pasteurella spp. gibi bazi bakteriyel patojenlerden kaynaklanan hastaliklarda higbir
semptom goriilmeden yliksek oranda Oliimler gozlemlendigi bildirilmistir (Toranzo vd.,
2005).

Yersiniosis  (Yersinia  ruckeri),  furunkulosis  (Aeromanas salmonicida),
edwardsiellosis (Ewardsiella spp.), vibriosis (Vibrio spp.), kolumnaris (Flavobacterium
columnare) ve bakteriyel bobrek hastaligi (Renibacterium salmoninarum) gibi bakteriyel
kdkenli hastaliklar tiim diinyada su tiriinleri yetistiriciligi yapan isletmelerde ciddi 6liimlere
sebep olan baglica hastaliklardandir (Lasee, 1995; Timur ve Timur, 2003).

Tiirkiye'de bakteriyel balik patojenleri ile ilgili yapilan caligmalarda, Yersinia
ruckeri, Vibrio spp., Flavobacterium spp., Aeromanas spp., Pseudomonas spp. ve son
yillarda ise streptokok enfeksiyonlar1 yaygin patojenik hastaliklar olarak rapor edilmistir
(Timur ve Timur, 1985; Kayis vd.,2009).



1.3. Bahklarda Bagisikhk

Baliklarm bagisiklik sistemi lizerine arastirma yapan bir¢ok bilim adami memeliler
ile baliklarin bagisiklik sisteminin birbirine benzedigini bildirmislerdir. Timus, bobrek ve
dalak baliklarin en 6nemli bagisiklik sistemi organlaridir.

Timus T hucrelerinin gelismesinin basladigi, solungaglarin dorsolateral bolgesinde
bulunan, genellikle bir ¢ift lobdan olusmus 6nemli bir lenfoid organdwr. Timus'un en
Oonemli goOrevi yabanci antijenlere karsi yanit verebilecek lenfositlerin c¢ogalmasini
saglamak, viicudun kendi antijenlerine karsi reaksiyon verebilecek lenfositleri ortadan
kaldirmak, antikor yanitina yardimci olmaktir. Biitiin baliklarda vertebranin iki yaninda
yerlesmis olan bébrek, 6n ve arka bobrek olmak iizere iki lob halinde gériilmektedir. On
bobrek onemli bir hematopoetik organdir ve yiiksek vertebratlardaki kemik iligi ile
morfolojik olarak benzerlik gdstermektedir. On bobrek, antikorlarm bol miktarda iiretildigi
yerdir. Dalak, kirmiz1 ve beyaz pulpa olarak ayrilmistir. Kirmizi pulpa, organin énemli bir
kismini tegkil etmekte ve makrofaj ile lenfosit hiicre populasyonunu kapsamaktadir (Ellis,
1981;Sakai, 1999; Magnadottir, 2006).

Genel olarak baliklarda immun cevap diger omurgalilarda oldugu gibi, spesifik
olmayan (dogal) ve spesifik (kazanilmig) immun sistemler olarak iki temel guruba
ayrilmaktadir (Iwama ve Nakanishi, 1996; Ellis, 1999).

1.3.1.Dogal Bagisikhik (Spesifik Olmayan Savunma)

Primer bagisiklik, dogustan savunma mekanizmalarina dayanir ve viicuda girebilecek
cok genig bir zarar verme mekanizmasina karsi non-spesifik olarak calisir.Bu savunma
mekanizmas1 (spesifik olmayan bagisiklik sistemi) fagositik hiicrelerin faaliyetini,
interferonlar1 ve viicutta ¢esitli dogal olarak olusan aglutinin, C-reaktive protein, lizozim
ve lizin gibi maddelerin etkisini icerir (Ellis, 1978; Busch, 1981; Pelczar vd., 1986; Trust,
1986; Janeway ve Travers, 1996).

Fiziksel olarak pullar ve deriler kimyasal olarak mukus, mikroorganizmanin viicuda
girisine kars1 bariyer olarak gorev yapmaktadirlar (Anderson, 1974; Ellis, 1999; Ellis,
2001).



1.3.2. Kazamlms Bagisikhk (Spesifik Savunma)

Kazanilmis bagisiklik sonradan kazanilan bir durumdur ve viicudun tepkime verme
yetenegine bagl olarak zarar verici spesifik partikiiler mikroorganizmalara karsi, serum
antikorlarmin (humoral bagisiklik) veya spesifik reaktive lenfosit (selliiller bagisiklik)
olugsmasidir (Ellis,1978; Busch, 1981; Janeway ve Travers,1996).

Kazanilmig bagisiklikta savunma mekanizmasinin merkezi lenfosittir. Lenfositler
kazanilmis bagisikligin, humoral bagisiklik, selliiler bagisiklik ve bellek gibi li¢ sathasmnin
basglatilmasindan ve yiriitiilmesinden sorumludur. Humoral cevap "Homolog veya
spesifikantijene karsi serum protein molekiillerinin sentezi amactyla uyarilmasi" olarak
tanimlanmaktadir. Bu serum protein molekiilleri (globulinler) antikorlar olarak
isimlendirilir. Bu nedenle canli patojenlerin aviriilentsuslari, dldiiriilmiis patojenler veya
bunlardan elde edilmis antijenler, konak¢mnin patojen tarafindan hasta edilmesini énlemek

icin kazanilmis bagigiklik olusturmak iizere kullanilmaktadir (Post, 1987).

1.3.2.1. Humoral Bagisikhk

Antijenin vicuda ilk kez girmesi halinde B veT lenfositleri birlikte reaksiyon
verirler. B lenfositler plazma hiicrelerine veya bellek hiicrelerine doniisiirler (Ellis, 1978;
Minbay, 1988). Plazma hiicreleri kendilerinin olugsmasini uyaran antijene karsi 6zel antikor
iiretirken bellek hiicrelerine ve daha sonra ayni antijenin ikinci kez viicuda girmesi halinde
plazma hiicrelerine doniisebilecek 0Ozellige sahip hiicrelerdir. T hiicreleri farkli bir
fonksiyona sahiptir. Baglangictaki T hiicreleri, yardimct hiicreler olarak isimlendirilirler.
Bu klon hiicreleri antijenin baglangi¢ stimulasyonu ile c¢ogalirlar. Uzun siire hayatta
kalabilen yardimci bellek hiicrelerine doniisiirler. Boylece ikinci bir uyarida T hiicrelerinin
sayis1 artar. Bunlar sayilar1 artan B bellek hiicreleri ile igbirligi yaparlar. Boylece ikinci
uyarida kandaki antikor iiretimi daha hizli gergeklesir ve birinci uyartya gore daha yliksek
konsantrasyona ulasir (Ellis, 1988a). Bellek hiicrelerinin hizli ve yiiksek seviyede
reaksiyon kabiliyeti nedeniyle patojen ve asilarin uygulanmasmi takiben dikkate deger

artan bir direng olusturur (Ellis, 1988a).



1.3.2.2.Selliiler Bagisikhik

Timustan koken alan T lenfositleri selliiler bagisikligin hiicrelerini olusturur. T
lenfosit populasyonu T yardimci klonlarinin yani sira seliiler bagisikliktan sorumlu
klonlara da sahiptir. Bagisikligin bu boliimii genis bir sahay1 i¢ine alir ve viicudu istila
eden mikroorganizmalar1 fagosite ederek sindirmek suretiyle viicudun spesifik olmayan
koruma mekanizmasini olusturan makrofajlarin teminini saglar (Ellis, 1988a).

Primer antijen stimulasyonunda T lenfosit klonlariseliiler bagisiklikta rol alan g¢esitli
farkli fonksiyonel hiicrelere doniisiir. Bunlar arasinda o6ldiiriicii hiicreler, baskilayict

hicreler ve lenfokin treten hiicreler bulunur (Ellis, 1988a).

1.3.3. Immunoglobulinler (Antikorlar)

Immunoglobulinler antijenik uyarimlar sonucu viicutta plazma hiicreleri tarafindan
sentezlenen ve homolog antijenle birleserek spesifik bir reaksiyon verebilen glikoprotein
karakterindeki molekiillerdir. Protein olmalar1 nedeniyle immunoglobulinler ¢ok iyi
antijenik 6zelliklere sahiptirler. Kendilerine kars1 antikor sentezini uyarirlar ve bunlarla da
reaksiyon verirler. Antikorlar ¢esitli maddelerle (izotop, enzim) konjuge edilerek serolojik
reaksiyonlarda (FAT, RIA, ELISA) basar1 ile kullanilmaktadir (Austin ve Austin, 1999;
Schill vd.,1989; Janeway ve Travers, 1996).

Teleost baliklarda ise bir sinif immunoglobulin kesin olarak identifiye edilmistir. Bu
immunoglobulin memelilerde makroglobulin veya IgM olarak isimlendirilen sinifa birgok
hususta benzerlik gosterir (Williamsve Hole, 1995). Baliklarda antikor serum, doku sivilari
ve sindirim Kkanali, deri ve solungaglardan salgilanan mukus i¢inde bulunmustur (Ellis,
1978). Baliklarin kanlarinda ¢esitli tipteki antikorlarin varligi saptanmistir. Bunlar arasinda
komplement, lizozim, properdin, hemolizin, presipitin noétralizan antikorlar1  ve

hemaglutininler sayilabilir (Ellis, 1978).



1.4.As1

Asilar; hastalik etkeni mikroorganizmalar ve onlarin antijen unsurlarindan
hazirlanmis olan, bir hayvana verildigi zaman hastalik meydana getirmeden bagisiklik
kazandiran maddelerdir (Ellis, 1988a).

Asilamanin ana amaci belirli bir hastaliga kars1 uzun siireli ve spesifik koruma
olusturmaktir. Omurgali bir hayvan enfeksiyona maruz kaldiginda hayatta kalanlar, daha
sonra ayni patojenle karsilastiginda o patojene karsi direng gostermektedir. Spesifik
bagisiklik olarak adlandirilan bu direng uzun siireli koruma saglamaktadir ve patojene
6zgudar (Ellis, 1988a).

Hastaliklarin koruma ve kontrolii ve ayn1 zamanda canlinin biiyiimesini desteklemek
amaciyla antibiyotik ve diger kimyasal maddelerin kullaniminda yogun artis
gOrilmektedir. Bu  yogun  antibiyotik  kullanimi,  antibiyotiklere  direngli
mikroorganizmalarin gelismesine, sucul ¢evreye ve insan sagligina zararli sonuglar ortaya
cikarabilmektedir (Barug vd., 2006).

Asilama son 20 yildir, su iriinleri yetistiriciliginde 6nemli bakteriyel patojenlere
kars1 engelleyici bir yontem olarak tespit edilmis, bu da balik ¢iftliklerinin gelismesine ve
carpict bigimde antibiyotik kullaniminin azalmasina neden olmustur (Sommersetvd.,2005;
Adams ve Thompson, 2006).

Balik asilari ticari olarak ilk kez Kuzey Amerika'da Y. ruckeri tarafindan olusturulan
yersiniosis hastaligina kars1 kullanilmistir. Daha sonra salmon balig1 deniz ¢iftliklerinde V.
anguillarium ve daha az oranda da V. ordalli tarafindan olusturulan vibriosis’e karsi
asilama caligmalarinda basar1 elde edildigi bildirilmistir. Bu gibi calismalar ekonomik
acidan karli olan diger deniz iiriinlerinde de agilamaya yonelik ilginin artmasina ve mevcut

basarili seviyeye gelinmesini saglamistir (Toranzo vd., 1997; Gudding vd., 1999).

1.4.1. As1 Tipleri
1.4.1.1. inaktif (Olii) Asilar
Bu agilar, biiyilk oranda iiretilmis patojenlerin formalin gibi bazi kimyasallarin

uygulanmasi ile patojenin inaktive edilmis halidir. Bu inaktif olmus organizma bu

islemden sonra yapis1 ve sekli degismediginden dolay1 canli patojenin sahip oldugu orijinal



antijenik 6zelliklerini korur. Sadece konak i¢inde hastalik etme, biiyiime ve tireme 6zelligi
yok edilir. inaktif edilmis asida kontrol edilmesi gereken en 6nemli konu bakterinin
tamamen Oldiiglinden emin olunmasidir (Neary vd., 2008). Bagisikligi gelistirmede
kullanilan aktif olmayan mikroorganizmalarin viicutta ¢ok hizli sekilde yok edilmesi,
bagisiklik yanitini yeterince uzun siire uyaramamalarina neden olur. Bu nedenle aktif
olmayan asilarin etkinligini arttirmak amaciyla, viicutta daha uzun siire kalmalarini
saglayacak ve immiinolojik bellegi uyaracak sekilde verilmeleri gerekir. Bu amagla
kullanilan maddelere adjuvant denir. Genelde adjuvant, antijenin ortadan kaldirilmasini

yavaslatir ve bagisiklik tepkisini arttirir (Neary vd., 2008).

1.4.1.2.Canh (Ateniie) Asilar

Bu asilar, patojenin canli olarak verilmesinden dolayi, dogal enfeksiyon sonucu
ortaya c¢ikacak bagisiklik cevabi olustururlar. Mikroorganizmalarin hastalik yapan
ozelliginin teknik veya biyolojik yontemlerle yok edilmesi ile canli as1 zayiflatilir, fakat ag1
gorevi gorecek antijenik 6zelligi korunur (Ellis, 2001; Neary vd., 2008). Bir¢ok arastirmact
tarafindan deneysel olarak test edilmis bazi canli asilarin hastaliklara karsi koruyucu
bagisiklik olusturduklart bildirilmistir (Daily vd., 2001; Lan vd., 2007). Bu koruma
uygulanan inaktif asilar ile karsilastirilabilir diizeydedir. Canli, zayiflatilmig asilar su
iriinleri yetistiriciliginde potansiyel olarak pek ¢ok avantaja sahiptir. Canli as1 ile asilama
gercekte zayiflatilmig bir mikroorganizma ile yapilan bir enfeksiyondur ve antijenin
astlanmig balik popiilasyonu i¢inde devamliligini saglar. Bu sayede bagisiklik cevabi daha
uzun ve gucli olur (Marsden vd., 1998; Neary vd., 2008).

1.4.1.3.DNA Teknolojisine Dayah Asilar

DNA kullanarak genetik bagisiklik kazandirma, as1 gelistirmede en yeni
yaklagimlardandir. Bu teknoloji, belli plasmid kodlu proteinler ve aritilmis plasmid
DNA’nin iskelet ve kas hiicrelerine enjeksiyonu teknigine dayanwr. Baliklarda,
glikoproteinler ya da nucleocapsid proteini sifreleyen genleri igeren plasmid DNA
enjeksiyonu, salmonid rhabdovirsleri, VHS (Viral Haemorrhagic Septicaemia) ve IHN



(Infectious Haematopoietic Necrosis) hastaliklarinda, gokkusagi alabaliginda koruyucu
etki gostermistir (Guddig vd., 1999;Lorenzen vd., 2002;Neary vd., 2008).

1.4.2. Asilama Metotlar

Baliklarda asilama yontemleri; immersiyon, oral ve enjeksiyon olarak 3 ana metot
altinda toplanmistir (Ellis, 1988a; Guddingvd., 1999;Vinitnantharat, 2001).

Baliklar ¢esitli faktorlerden dolay1 degisik agilama yontemleriyle asilanmaktadir. Bu
faktorler arasinda balik biiytikliikleri, ortam sartlari, balik tiirleri ve farkli hastaliklara karst
asilama sayilabilir. Temel agilama yontemleri, immersiyon, enjeksiyon ve yeme katilarak
verilen oral yolla yapilmaktadir. Tablo 1’de 6zetlendigi gibi bunlarin birbirlerine gore

avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir (Ellis, 1988a; Joosten, 1997; Midtlyng, 1997).

Tablo 1. Baliklarin immiinizasyonunda kullanilan yontemlerin karsilastirilmasi(Kav ve
Erganis, 2007).

Immersiyon Oral Enjeksiyon
Uygulama Kolay Cok kolay Orta
Stres Az Yok Orta
Iscilik Diisiik Yok Cok
Etki Iyi Orta Cok iyi
Etki siiresi 3-12 ay 2-4 ay 12-24 ay

1.4.2.1.immersiyon ile Asilama

Iki sekilde yapilir; banyo ya da daldirma. Banyo asilamada, balik daha diisiik
yogunluktaki asida daha uzun bir siire, genellikle bir veya birkag¢ saat astya maruz birakilir.
Daldirarak, asilamada ise balik, yiiksek yogunlukta hazirlanmis as1 soliisyonunda
(genellikle 1 as1, 9 su) ¢ok kisa bir siire, genellikle 30 saniye daldirilir. Daldirarak asilama,
baligin daha hizli bir sekilde asilanmasindan dolayr daha fazla kullanilir. Daldirarak
asilama genellikle 1-5 gramlik yavru baliklar1 asilamak i¢in kullanilir (Neary vd., 2008).



Ayrica, hiperosmatik infiltrasyon yontemi uygulamasiyla, baliklar antijene maruz
kalmadan hemen dnce yogun sodyum klorit ¢ozeltisine kisa bir siire daldirilarak, antijenin
deri, lateral ¢izgi ve solungaclardan gecisini kolaylastirmak amaglanmaktadir (Navot vd.,
2004).

Sprey yontemiyle ise daldirma i¢in hazirlanmig antijen soliisyonu baliklarin
viicuduna spreylenir, bu yontemde antijene maruz kalma siiresi yeterli olmasi durumunda

daldirma yontemi ile ayn1 sekilde bagisiklik cevabi verir (Neary vd., 2008).

1.4.2.2.0ral Asilama

Bu yontemde, 6zel yontemlerle (antijen koruyucu tasiyicilar) hazirlanan as1
antijenlerinin midenin zararli etkilerinden korunarak bagirsaga ulagmasi ve emilmesi
saglanir (Quentel ve Vigneulle, 1997; Kav ve Erganis, 2007).Oral agilama metotlar1 agilara
gore degisebilir. Yenebilir yag veya jelatin gibi yapistirict madde kullanilarak asi tozu yem
lizerine, eger as1 sivi formda ise besine sprey olarak uygulanrr ya da yem fabrikada
yapilirken yemin i¢ine ilavesi seklinde olur. Baliklarin biomasi hesap edilir ve as1 besin ile

karistirilarak talimatlara gore baliklar agilanir (Neary vd., 2008).

1.4.2.3.Enjeksiyon ile Asilama

Enjeksiyonla asilama i¢in baliklarin stresini azaltmak ve islemi kolaylagtirmak icin
anesteziye tabi tutularak yapilmaktadwr. Agsilar baliklara genellikle multidozsiringalar

kullanilarak karin i¢i (intraperitonal) olarak enjekte edilir (Ellis, 1997; Yazici, 2004).

1.5.Yersiniosis (Enterik Kizi1l Ag1z) Hastahg

Yersiniosis Enterobactericea familyasmin bir iiyesi olan Yersinia ruckeri tarafindan
olusturulan septisemi ile seyreden ve Ozellikle yavru doneminde onemli kayiplara neden
olan alabaliklarin bulagic1 bakteriyel bir hastaligidir (Carson ve Wilson, 2002).

Bu hastalik Pembe agiz, Hagerman Kizilagiz, salmonlarm kanli lekesi ve kirmizi
bogaz hastalig1 olarak da bilinir (Busch ve Ling, 1975; Desbordes, 1986; Horne ve Barnes,
1999).
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1.5.1. Etiyoloji

Gram negatif enterik bir bakteri olan Yersinia ruckeri, genel olarak 0,5 x 1,5 - 2 um
boyutunda, hafif kivrik, gomak seklinde, 7 — 8 peritirikflagellaya sahip hareketli, tek tek
yada kisa zincirler olusturan kokobasil yada basil formlarinda olabilir (Ross vd., 1966;
Busch,1982). Yersinia ruckeri, 9°C’deki inklibasyonda flagellalar mevcut olmasmna ragmen
hareketsiz, 18-27°C’de aktif hareket gosterirken, 35°C’de inklbe edildiginde ise flagella
olmadigindan tamamen hareketlerini kaybederler (O’Leary vd., 1979; Busch, 1982; Davies
ve Frerichs, 1989).

Yersinia ruckeri Brain Heart Infusion Agar (BHIA), Tryptic Soy Agar (TSA) ve %5
kan ilave edilmis TSA gibi genel ortamlar tizerinde b6brekten kolayca izole edilmektedir.
Ayrica etken, dalak, karaciger ve bagirsaktan izole edilebilir (Busch, 1982; Austin ve
Austin, 1987). TSA besiyerinde 20-25°C'de 48 saat inkube edilen kiltdrlerin kolonileri 1-
2mm ¢apinda, yuvarlak, kenarlar1 diiz, hafif konveks, kabarik goriinimde, beyazdan krem
rengine kadar degisen renklerde, yar1 seffaf koloniler vermektedir. Ancak Y. ruckeri 48
saat ve daha uzun siire inkiibe edildiginde ise flamentdz hiicre olusturmaktadir (Busch,
1982). Y. ruckeri 9-37°C gibi genis sicaklik araliklarinda iireyebilmekte ise de optimum
sicakligi 20-25°C'dir (Altun, 2001).

Yersinia ruckeri izolatlari; gram negatif, hareketli, katalaz pozitif, oksidaz negatif,
O/F glikoz ortaminda fermantatif ve nitritleri nitratlara indirgemesi 6zellikleri ile enterik
bakterilerin  karakteristik 6zelligine sahiptir. Metil kirmizisy, sitrat  kullanim,
ornitindekarboksilaztestleri pozitif, H,S Uretimi, sitokrom oksidaz, indol Uretimi, Ureaz,
glikozdan gaz uretimi testlerinin ise negatif reaksiyon verdigi, voges proskauer (VP),
hareketlilik, lizindekarboksilaz, jelatin hidrolizi testlerinin suslar arasinda farklilik
gosterdigi bildirilmistir. Yersinia ruckeri, Yersinia cinsinin diger tiirlerinden jelatin ve
dekarboksilaz1 eritmesi ile farkliik gostermektedir. Karbonhidrat fermantasyon
testlerinden; maltoz, dekstroz, trehaloz, mannitol, mannoz ve galaktozu fermentte ettigi,
laktoz, sakaroz, arabinoz, salisin, adonitol, sorbitol ve ramnozu ise fermente edemedigi
bildirilmistir (Sanders ve Fryer, 1988; Holt vd., 1994).

Shotts-Waltman (SW) besi yerlerinde Yersinia ruckeri kolonileri yesil renkli olup bir
hidroliz zonu ile ¢gevrilmis durumdadir. Enterik bakterilerden Edwardsiella’nimn iki tiirii de

bu vasatta yesil koloniler olustururlar fakat her iki tirde de bir hidroliz zonu gérilmez. Bu
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ortamda Aeromonas hydrophila ve Enterobacter sari renkli koloniler olusturur ve bu
kolonilerin etrafinda hidroliz zonu bulunur veya bulunmayabilir (Kubilay, 1997).

Mikroorganizmanin 6 serotipi (I, II, IIT, IV, V, VI) belirlenmistir. Enfekte baliklardan
en sik izole edilen ve en yliksek viriilense sahip Serotip I susu (Hagerman susu) Amerika
basta olmak iizere diinyanin pek ¢ok bolgesinde genis bir cografik dagilim gostermektedir
(Rucker, 1966; Stevenson ve Airdrie, 1984). Serotip II (Bigcreek) susu; ilk olarak pasifik
salmonlarinda saptanmistir. Bu sus Serotip I susundan daha az viriilense olup, gokkusagi
alabaliklar1 diginda, diger salmonid grubu baliklar ile ringa (Coregonus artedi) gibi farkli
balik tiirlerinden de izole edilmistir (Bullock vd.,1981). Bu susun Amerika disinda Kanada
ve bazi Avrupa iilkelerinden de izole edildigine dair bilgiler bulunmaktadir (Davies ve
Frerichs, 1989). Ayrica Bigcreek susunun sorbitolu fermente etme 6zelligi gosterdigi tespit
edilmistir (Busch, 1982). Serotip III (Avustralya susu) ise Avustralya'da gokkusagi
alabaliklarindan izole edilen ve aviriilent oldugu diisiiniilen bu susun, Norveg'te de izole
edildigi bildirilmistir (Busch, 1982; Willumsen, 1989).

Yersinia ruckeri’nin diger suslarindan Serotip IV’ Un L-arabinos, D-ksiloz, L-
rhamnoz'dan asit iirettigi, Serotip V in ise sorbitolu fermente etmedigi ve viriilensinin diger

serotiplere gore daha diisiik oldugu saptanmstir (Austin vd., 2003).

1.5.2. Epizootiyoloji

Etken basta gokkusagi alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss) olmak uzere (Rucker,
1966; Ross vd., 1966), alp alasi (Salvelinus alphinus) atlantik salmonu (Salmo salar),
kaynak alabaligi (Salvelinus fontinalis), kahverengi alabalik (Salmo trutta), kesikbogaz
(Salmo clarki), koho salmon (Oncorhynchus kisutch), sokeye salmon (Oncorhynchus
nerka) (Petrie vd.,1996; Austin ve Cross, 1998; Hietala vd., 1995) gibi salmon grubu
baliklar ile kedi balig1 (Ictalurus punctatus) (Danley vd., 1999), japon balig1 (Carassius
auratus) (Mcardle ve Martin, 1985), sazan baligi(Cyprinus carpio) (Berc vd., 1999), yilan
baligi(Anguilla anguilla), mersin baligi(Acipenser baeri) (Vuilaume vd., 1987) ve deniz
levreginde de (Dicentrarcus labrax) (Valtonen vd., 1992) izole edilmistir. Ayrica Yersinia
ruckeri'nin su samuru, marti, kerkenez, hindi (Rintamaki vd., 1986; Willumsen, 1989), fare
gibi degisik hayvan tiirleri i¢in de patojen oldugu (Ribelin veMigaki, 1975) ve insan
safrasinda da bulundugu ifade edilmistir (Balows vd.,1991).
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Hastalikta epidemilerin siddeti, baligin yasma ve su sicakligma bagli olarak
degismektedir. Su 1sismin ylikselmeye basladigi ilkbahar-yaz aylarinda ve geng baliklarda
hastalik perakut ve akut formlarda, su 1sisinin diigmeye basladig1 sonbahar aylarinda ise
daha ¢ok kronik formda seyretmekte ve 6liimler daha az olmaktadir (Frerichs ve Collins,
1984; Good vd.,2001). Akut epizootilerdemortalite %60-70 oraninda seyretmektedir.
Hastaligin kronik formunda Oliimlerin daha az meydana gelmesine karsin, asiri stres
kosullarinin etkisi ile biiyiik kayiplarin da goriildiigii bildirilmistir (Waltman ve Shotts,
1984; Rodgers, 1991).

Yersiniosis, gokkusagi alabaliklarinda en ¢ok 7,5 cm ve daha kii¢iik boydaki baliklar1
etkilemektedir. Daha biiyiik baliklarda (12,5 cm boyutunda) hastalik yavaslayarak kronik
bir seyir gostermektedir. Yersiniosis, 15-18°C su sicakliginda en yiiksek seviyeye
cikarken, 10°C ve daha altindaki sicakliklarda ise baliklarda klinik belirtiler goriilmez.
Stres sartlar1 altindaki baliklar ciddi salginlara daha duyarl hale gelirler (Austin ve Austin,
1987; Horne ve Barnes, 1999).

Hastaligm olusumunda etkili su sicakligmin 15-20°C (Rodgers,1992; Danley vd.,
1999), pH'nin ise 6,5-7,5 arasinda degistigi saptanmistir (Amend vd.,1983). Epidemilerin
daha ¢ok 15°C de meydana geldigi, 20°C’lerdeki sicakliklarda ise kayiplarin daha fazla
oldugu (Ewing vd.,1978; Busch, 1982), 8-12°C’lerde de hastahgin olustugu, fakat
mortalitenin daha az oldugu goriilmiistiir (Roberts, 1983; Rodgers, 1992).

Genel olarak hastaligin inkiibasyon siiresi 13-15°C arasinda 5-10 gin kadar
olabilecegi belirtilmistir. Enfeksiyon popiilasyonda ilk defa goriiliiyor ise, 15°C su
sicakligindaki inkiibasyon siiresinin 5-7 giin oldugu bildirilmistir. Eger daha 6nceden
popiilasyonda Yersiniosis goriilmiis ve kronik enfeksiyon mevcutsa, stres sartlar1 altinda 3-
5 giin i¢inde hastalik yiiksek bir mortalite ile sonuclanabilir (Busch, 1982; Arda vd., 2005).

Yersiniosis, klinik olarak hastalik belirtisi gostermeyen baliklarda sudaki metabolik
artiklarin (amonyak gibi), su sicakliginin artisina bagl olarak oksijen seviyesindeki diisiis,
baliklarin asir1 stoklanmasi ve miidahale islemlerinin neden oldugu strese bagli olarak
tekrar ortaya ¢ikabilmektedir (Austin ve Austin,1999). Baligin ¢ok sayida patojene maruz
kalmasindan sonra alinan mikroorganizma sayisina bagli olarak genellikle salgin hastalik
5-19 giin sonra baglayip 30-60 giin siirecegini bildirmislerdir (Austin ve Austin, 1987).

Busch ve Ling (1975), popiilasyondaasemptomatik hastalik tagiyan baliklarin
varliginda yersiniosis'in donemsel olarak ortaya cikabilecegini ileri slirmiistiir. Hastalig1

atlatan baliklarda, portorliiglin 100 gilinden fazla siireyle devam ettigini ve stres sartlari
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altinda Y. ruckeri'yi digkilariyla etrafa yaydiklarini saptamislardir. Y. ruckeri normal olarak
sedimentte 4 ay ve suda ise iki ay canli kalabilmektedir (Austin ve Austin, 1987; Romalde
vd.,1994).

1.5.3. Hastah@in Belirtileri

Yersiniosis hastaliginda 6zellikle enfeksiyonun baslangi¢c durumunda baliklar diger
akut bakteriyemi yapan hastaliklardan furunkulosis (Aeromonas salmonicida), aeromonad
septisemi (Aeromonas hydrophila) ve vibriosis (Vibrio anguillarium) gibi diger
hastaliklara benzer semptomlar gosterir (Busch, 1982).Enfeksiyonda klinik olarak;
anoraksi, letarji, lokomotorataksi (Giorgetti vd.,1985, Furones vd.,1993) ile su yiziine
yakin kisimlarda diizensiz ve zayif yiizmelerin (Roberts, 1983; Frerichs vd.,1985)
goriildiigii saptanmistir. Uzun sliren anoraksi sonucu baliklarda zayiflama ve yer yer deride
depigmentasyonun olustugu goézlenmistir (Giorgetti vd.,1985; Noga vd.,1998). Go6zde,
iriste ve okiiler kavitede kanamalarm goriildiigi, daha c¢ok tek tarafli, hastaligin
ilerlemesiyle her iki gbdzde de ekzoftalmusun sekillendigi, kornea boyunca olusan
yirtilmalarin ise goz rupturlart ile sonuglandigi bildirilmistir (Ewing vd.,1978; Busch,
1982).

Hastaligin akut, subakut ve kronik olmak iizere 3 formu bulunmaktadir. Akut
formlar, ¢cok az ya da hi¢ eksternal belirtiler gostermeksizin hizla gelisir. Seyrek olarak
baliklarin ylizge¢ diplerinde, agzinda, operkiil ve aniis etrafinda eritemler gorulir (Post,
1987). Akut formunda baliklar genellikle istahsiz ve halsizdir (HorneveBarnes, 1999).
Internal olarak, pankreas ve yag dokusunun yiizeyinde, bagirsak, periton, gonadlar, yiizme
kesesi ve diger organlarda petesial hemorajiler gorilir. Normale gore bobrek ve dalak
biraz daha biiylimiis, sismis, yumusamis ve karaciger ise solgundur. Kas dokularda
petesiler olabilir. Sindirim sistemi eritemik ve kanli mukusla doludur (Post, 1987; Austin

ve Austin, 1999).
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1.5.4. Hastahgin Teshisi

Mikroorganizmalarin morfolojik, biyokimyasal, fizyolojik, serolojik ve molekiiler
ozelliklerinin incelenmesiyle bakteriyolojik hastaliklarin teshisi yapilabilmektedir (Horne
ve Barnes, 1999).

Y. ruckeri enfeksiyonunun teshisi doku Orneklerinden bakteri izolasyonu ve
identifikasyonunu gerektirmekte, bobrek, dalak ve goz arkasini igeren bolgelerden alinan
bakteriyel kiiltiirlerle teshis yapilabilmektedir (Carson ve Wilson, 2002).

Yersiniosis; gram negatif septisemilerle benzer semptomlar gdstermesi nedeniyle,
klinik ve otopsi bulgularina bakilarak kesin teshis yapilmamaktadir. Kesin teshis; hasta
balik popiilasyonundan tipik semptom gosteren baliklarin organlarindan genel besi
yerlerine yapilan ekimlerle, 20-25°C'de 48 saat inkiibasyonu takiben siipheli suslarin
izolasyonu ve bakterinin fenotipik ve serolojik o6zelliklerinin tespitiyle yapilmaktadir.
Etken hasta baliklarin bobrek, karaciger ve dalak gibi organlarindan Brain Heart Infusion
Agar (BHIA), Tryptic Soy Agar (TSA) gibi rutin bakteriyolojik ortamlarda aerobik
sartlarda izole edilebilmektedir (Ross vd., 1966; Austin ve Austin, 1993).

Shotts-Waltman (SW) 06zel besi yerinde Tween 80'i hidrolize eden ve sukrozu
fermente etmeyen bakterinin, yesil renkte bir koloni olusturdugu ve 3-4 mm biiyiikliigiinde
etraflarinda meydana getirdikleri zon ile ayni klinik ve makroskobik bulgular1 gdsteren
Aeromonas hydrophila ve Edwardsiella tarda gibi diger hastalik etkenlerinden kolayca
ayrildig1 bildirilmistir (Waltman ve Shotts, 1984). Ribose Ornithine Desoxycholate Agar
(ROD), Yersinia ruckeri suslarinin izolasyonlarinda sukroz fermentasyonu ile Tween 80'in
hidrolizinin 6nemli olmadigt ve besi yerinde suslarin soluk sar1 renkli koloniler
olusturdugu ortaya konulmustur. Bu besi yerinin bagirsak ve su Orneklerinden etkenin
izolasyonunda 6nemli oldugu, fakat Yersinia ruckeri'nin bazi suslarinin izolasyonlarinda
yetersiz kaldig1 belirlenmistir (Rodgers, 1992).

Bakterinin identifikasyonu i¢in geleneksel metotlar kullanilmakla birlikte, API 20E
gibi laboratuarminikitleri de basarili bir sekilde sonu¢ vermektedir. Ancak, tiirlerin kesin
tanis1 gerekirse, ilave testlerin yapilmasi gerekmektedir. Ciinkii Hafnia alvei gibi yakin
akraba tiirler bu sekilde ayirt edilebilmektedir (Horne veBarnes, 1999).

Ayrica hastaligin tanisinda klasik bakteriyolojik yontemler diginda, FAT (floresan
antikor teknigi), ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), PCR (Polimeraz zincir
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reaksiyonu), Immunperoksidaz ve mikroagliitinasyon gibi teknikler de kullanilmaktadir
(Post, 1987; Altinok vd., 2001; Altun vd., 2010).

1.5.5. Hastahgin Tedavisi

Yersiniosis'in tedavisi kemoterapatik ilaclarla yapilmaktadir. Ancak tedaviden
istenilen sonucun alinabilmesi i¢in antibiyogram testinin sonuglarma gore ila¢ kullanimina
gidilmelidir. Hastaliginin tedavisinde; sulfamerazin ve oksitetrasiklin, metilen mavisi ve
oksitetrasiklin, bazi siilfanamidler, tiamulin, flumequin, nalidiksik asit, gentamisin,
eritromisin, oksolinik asit gibi antimikrobiyal bilesikler kullanilmistir. Sulfamerazin igeren
ilagh yemler 200 mg/kg balik agirligma/3 giin siire ile bunu takiben 3 giin daha 50 mg/kg
balik agirlik hesabiyla oksitetrasiklin ilave edilmis yemler verilmesiyle basarili sonuglar
alinabilecegi bildirilmistir (Ross vd., 1966; Rodgers, 1991; Austin ve Austin, 1993;
Kubilay, 1997; Altun, 2001). Sulfanamidlerden; sulfadimetoksin ve ormetoprim
karisiminin 50 mg/kg balik agirligina/giinliik doz/5 giin siireyle, sulfadiazin ve trimetoprim
kombinasyonu ise 1 mg/kg balik agirligina/giinliik doz /14 giin siire ile basaril1 bir sekilde
kullanilmistir. Yine sulfamerazin 66 mg/kg balik/glinliik doz/5 giin veya siilfametazin 200
mg/kg balik/giinliik doz/5 giin siire ile verilebilir. Ayrica; oksolinik asit, 10 mg/kg balik
agirhigma/gilinlik doz/10 gilin siire ile kullanildiginda hastaliga karsi etkili oldugu ifade
edilmistir (Austin ve Austin, 1993).

Sudaki etkeni yok etmek icin bazi amonyum bilesiklerinden yararlanilabilir.
Tedavide kullanilan ilaglarin kesinlikle Onerilen giin sayis1 kadar kullanilmas: gereklidir
aksi halde direngli bakteriler gelisebilir (Cengizler, 2000).

Y. ruckeri bir¢ok antibiyotige karsi duyarli olmasina ragmen, ¢esitli antimikrobiyal
etkenlere karsi direng kazandigi rapor edilmistir (Tobback, 2009). Post (1987), hem
stilfamerazin hem de oksitetrasiklininterapotik diizeylerine karst Amerika'daki bazi

izolatlarin tiimiiniin diren¢ kazandigini vurgulamistir.
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1.5.6. Koruma ve Kontrol

Balik yetistiriciligi yapilan isletmelerde enfeksiyonlarin ¢ikmamasi i¢in bitun genel
koruma Onlemleri alinmalidir. Olumsuz tiim kosullar diizeltilmeli ve minimal diizeyde
tutulmalidir. Yersiniosisden korunmada en etkili yol isletmelere hastaliklarin girmesini
engelleyecek tedbirlerin (uygun yetistiricilik kosullarinin saglanmasi, enfekte olmus
baliklarin karantinaya alinmasi, uygun yemleme ve yemlerin kullanilmasi, patojen etken ile
duyarli konake1 arasindaki iligkinin kesilmesi) alinmasidir. Ayrica hastaliktan 6nce spesifik
bagisiklik olusmasmma olanak veren asilar uygulanmalidir. Bunun i¢in 3 g agirhigin
tizerindeki baliklar banyo tarzinda 30 saniye siireyle asilanabilirler. Bu sekilde yaklasik 6-
12 ay bir koruma saglanabilir (Ellis, 1988b).

Mikroorganizmalar gozlenmis yumurtalarin yiizeyinde de bulunabileceginden bunlar
iyot igceren preparatlarla dezenfekte edilmelidir. Gerektigi hallerde baliklarin yemlerine
koruyucu amagla antibiyotikler ve vitaminler katilabilir. Kizilagiz hastaliginin kontroliinde
de en etkili ve hizli yontemin asilama oldugu belirtilmistir. Bu amagla 1960'lardan beri
calismalar yapilmis ve Tryptic Soy Broth (TSB)’da iiretilen tiim bakteriyel kiiltlirlerin
formol ile inaktivasyonu sonucu olusturulan ve oral, enjeksiyon ve immersiyon yoluyla
uygulanabilen asilar gelistirilmistir. 1976'da Amerikan Tarim Bolimii ticari bir ERM agis1
icin lisans vermistir (Tebbit vd., 1981).

1.6. Onceki Calismalar

Yersiniosis hastaliginin kontroliinde de en etkili ve hizli yontem baliklar1 agilamaktir.
Bu amagla 1960'lardan beri caligmalar yapilmaya baslanmistir. Yersiniosis hastaligina
karst ilk as1 denemeleri Ross ve Klontz (1965) tarafindan yapilmistir. Bu as1 fenolle
oldiiriilmiis bakteriden hazirlanan ve yeme katilan (10 kg yeme 15 ml Y. ruckeri) oral bir
preparasyondur. Gokkusagi alabaliklar1 ilk 2 hafta boyunca haftada 5 giin, ¢alismanin
devaminda da hafta da 1 kez bu yemle beslenmistir. 70 giin sonra baliklarda %90 koruma
gosterdigi ve bu korumanm 408 giin siirdiigli bildirilmistir.Baliklarda kullanilan ilk
agilardan birisi olan yersiniosis asisina diinyada ki ilk lisans1976 yilinda Amerika’da
verilmistir (Tebbit vd., 1981).

Johnson vd. (1982a), degisik biiyiikliikteki gokkusag alabaliklarini inaktif Y. ruckeri

ile asilamistir. Asilarin koruma seviyelerinin 1,8 gramlik baliklarda 170 giin sonra, 3,2
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gramlik baliklarda ise 210 giin sonra belirgin olarak diistiigli belirlenmistir. Baliklarda ilk
asilama agirligr 4,3 g oldugunda ise asmin sagladigi korumanin en az 300 giin siirdigi
belirtilmistir. Bu nedenle gokkusagi alabaliklarini agilamada optimum minimum biiyiikliik
4 gram olarak belirlenmistir. Ayrica Johnson ve Amend (1983a), yaptiklar1 bir ¢alismada
1:10 ve 1:20 oraninda diliie edilmis inaktif Y. ruckeri soliisyonlarini 20 saniye siireyle
banyo ve 2-5 saniye siireyle piiskiirtme yoluyla uygulamis ve olusan bagisikligt
karsilagtirmistir. Asisiz kontrol gruplarinda mortalite %53 ile %66 arasinda bulunurken
asili gruplarda ise mortalite %15 olmustur. Banyo ile piiskiirtme yonteminin etkinligi
karsilagtirildiginda, deneysel enfeksiyon sonucu olugan mortalite oranlar1 arasinda 6nemli
bir fark olmadig: bildirilmistir.

Johnson ve Amend (1983b), yaptiklar1 bir diger ¢aligmada enjeksiyon ve banyo
yontemlerini karsilagtirmig, 1:10 oraninda diliie edilen bakterinin intraperitonal olarak
verilmesinin, 1:10 ve 1:20 diliisyonda 20 saniye banyo yoluyla yapilan asilamaya gore
daha iyi bir koruma olusturdugunu bildirmistir.

Diinyada tiretilen yersiniosis asilar1 Y. ruckeri Tip I'den hazirlanmis olup Tip I'e kars1
gelisen immunitenin Tip II ve III enfeksiyonlarma karsi da korudugu belirlenmistir (Busch,
1982; Ellis, 1988b). Ticari asilarin saha uygulamalarmda basarili oldugunu bildirmistir
(Tebbit vd., 1981). Fakat Ellis (1988b), ileride bilinmeyen serotiplerden dolay1r meydana
gelebilecek enfeksiyonlarda bu asilarin koruma saglayamayabilecegini belirtmistir.

Erdal (1989) tarafindan yapilan arastirmada, 20-30 g agirhgmdaki Salmo salar'lar1 6
farkli Y. ruckeri serotipi ile asilamustir. Serotip I ve II'den hazirlanan kombine as1 LDsg
dozu ile baliklara IP yolla verildiginde baliklarda Serotipl'e (Hagerman) kars1 %79 koruma
saglarken, Norveg'ten izole edilen Serotipl'e kars1 %71, Serotip II'ye karst %93, Serotip
IIT'e kars1 %98 koruma saglamstir.

Baliklarda furunkulosis asilarmin gelisimiyle beraber daha iyi koruma saglamak
amaciyla adjuvantli asilarin  gelistirilmesine ihtiyag duyulmustur. Salmonidlerde
aliminyumlu adjuvantlarin tek enjeksiyonu kisa etkili olsa da iyi bir koruma saglamustir.
Furunkulosis’e kars1 yagh adjuvantlarmalum ve glukandan daha uzun siiren koruma
sagladigr bildirilmistir. Yagh adjuvantlar giliniimiizde ticari asilarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Fakat bu adjuvantlarin genellikle enjeksiyon bolgesinde hafiften
siddetliye kadar degisebilen lokal reaksiyonlara, granulomlara neden oldugu bildirilmistir.
Ozellikle yag bazli adjuvantlarin en siddetli reaksiyonlara neden oldugu ve bilyiime orani

ve son iiriiniin kalitesini etkiledigi bildirilmistir (Gudding vd., 1999).
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Zeytun (1999), iki farkli yersiniosis asismnin Goreceli Korunma Oranlart (RPS)
acisindan etkinlikleri arastirilmis. 1litre as/ 9 litre su oraninda asilar immersiyon ydntemi
ile uygulanmistir. Bagisiklik olusumu icin 34 giin beklendikten sonra 10°CFU/mI Y.
ruckeri ile eprlivasyon yapilmistir. Sonug¢ olarak her iki asmminda Goreceli Korunma
Oranlar1 (RPS) % 84 olarak esit ¢ikmis.

Altun (2001), serotip I ve serotip Il 6zellikte olan iki Y. ruckeri izolatindan ti¢ farkli
deneysel as1 hazirlamistir. Deneysel asilarin gokkusagi alabaliklarina (immersiyon ve
enjeksiyon yontemleriyle) uygulanmasi sonucunda, serotip I'den hazirlanmig olan asinin
istenilen diizeyde koruma saglayamadigini (serotip farkliliklarmin 6nemli oldugunu) tespit
etmistir. Serotip I ve II'nin kombinasyonundan hazirlanan aginin ise diger asilardan daha
yiiksek koruma sagladigini saptamustir.

Demirtag (2006), gokkusagi alabaliklarinda yersiniosis hastaligma karsi Y. ruckeri
serotip | ve sahadan izole edilen Y. ruckeri suslarindan hazirlanan asilarin baliklarin
bagisiklik sistemini nasil etkiledikleri karsilastirmali olarak incelemistir. Arastirmada
ulkemizden izole edilen Y. ruckeri ve Danimarka’dan izole edilen referans Y. ruckeri
suslarindan hazirlanan asilarla baliklar oral, immersiyon ve enjeksiyon yontemiyle
astlanmistir. Asilarin etkinliklerinin degerlendirilmesi i¢in oral yontemle asilanan baliklara
70. glin, immersiyon yontemi ile asilanan baliklarda 28. ve 75. giinler, enjeksiyon yontemi
ile agilanan baliklarda 45. ve 105. giinler epriivasyona maruz birakilmistir. Caligma
sonucunda saha suslarindan hazirlanan agilarin (her ii¢ asilama yonteminde de) daha iyi
koruma sagladigi tespit edilmistir. Uygulanan polivalan (karma) asilarinda monovalan
asilar kadar iyi bir koruma sagladigi gozlenmistir.

Deshmukh vd. (2012), gbkkusagi alabaliklar ticari olarak satilan Y. ruckeri biotype 1
(AquaVac® ERM) veya biyotip 1 ve 2 karigimi (AquaVac® RELERAT™) agilarla 30 saniye
daldirma yontemiyle agilamislardir. Asilama isleminden sonra balikla 4, 6 ve 8 ay sonra
veya her ikisini iceren asilarla asilamadan sonra, Y. ruckeri serotip O1, biyotip 2 (10%la
10" CFU/balik) ile intraperitoneal olarak enjekte etmislerdir. Baliklardaki yasama oranlari
AquaVac® ERM ile agilanan baliklarda 4 ve 6 ay sonra yasama orani %40 civarmda iken
AquaVac® RELERA ile asilanan baliklarda bu oran %60 civarmda bulunmustur.

Strem vd. (2013), yersiniosiz hastaligina karsi iginde Y. ruckeri biyotip 1 ve 2 esit
miktarda i¢cin bulunduran deneysel asi1 ile ticari “state of the art” asinin etkileri
karsilagtirilmigtir. Aragtirmada daldirma ve banyo yontemleri kullanilmistir. Baliklar 1:10

oraninda diliie edilmis as1 soliisyonuyla 30 saniye siireyle daldirma ve 5 dakika banyo
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yontemiyle asilanmistir. ki ay sonra tiim gruplar Y. ruckeri biyotip2 ile banyo yontemi
uygulanarak epriivasyon yapilmistir. Epriivasyon verilerine gore ne ticari “state of the art”
as1 ne de deneysel agilarmin yeterli koruma saglamadigmi bildirmistir.

Yersinia ruckeri’ye karst ilk as1 denemeleri bagladiginda inaktif asilarinyiliksek
oranda koruma sagladigi rapor edilirken son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda inaktif
asilarin sagladigi korumanin disiikk oldugu goriilmektedir. Korumanin diismesinin
nedenlerinden bir taneside bakterilerin siirekli ekolojik sartlardan dolayr mutasyona

ugrayarak yapisal degisikliklere gidiyor olmasi gosterilebilir.

1.7. Cahismanin Amaci ve Gerekcesi

TUIK (2012) verilerine gore yilda 107936 ton alabalik yetistiriciligi yapilmakta olan
iilkemizde yersiniosis alabalik isletmelerinde 6nemli kayiplara neden olmaktadir. Ayrica,
yersiniosis hastaligimnin biitiin salmonidlerde ve kedi baligi, japon baligi, mersin balig1 gibi
salmonid olamayan baliklarda da hastalik meydana getirdigi ve biiyliik ekonomik kayiplara
sebep oldugu bilinmektedir.

Patojenik balik hastaliklarindan korunma ve tedavisinde antibiyotik gibi
kemoterapotikler kullanilmakta, ancak bu kemoterapdtiklerin kaslarda birikmesi, karaciger
basta olmak (izere deri ve bagirsak gibi organlari tahrip etmesi, uzun siireli kullanimlarda
bakterilerin bu ilaglara karsi direng kazanmasi, immun sistemi baskilamasi, kisa bir siire
icin etkili olmasi, biitiin enfeksiyonlara karsi kullanilamamasi ve maliyetinin yiiksek
olmasi bu ilaglarin kullanimmi smirlandirmaktadir. Bu nedenlerden dolay: antibiyotik gibi
kemoterapotiklerin  hastaliklara karst korunmada kullanimmin azaltilmasi ve as1
kullanimina kars1 olan ilginin artirilmasi amaglanmaktadir.

Bu arastirmada TUBITAK 1100886 nolu projeden elde edilen aroA ve aroC mutant
Yersinia ruckeri asisimin enjeksiyon, immersiyon ve yemle agilama yontemleri uygulanarak

etkinligi belirlenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1.Materyal
2.1.1. As1

Calismada kullanilan Yersiniosis asis1 1100886 nolu TUBITAK projesinden elde
edilmis olup, as1 olarak kullanilan Y. ruckeri canli ve aroA ve aroC mutanttir. aroA ve aroC
mutant Y. ruckeri igerisinde 6zel katki maddeleri olan BHI sivi besi yerinde 28°C’de bir
gece ¢ogaltildiktan sonra 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Sonra PBS ile peletler

yikanmig ve mutant bakteriler as1 icin hazir hale getirilmistir.

2.2.Metot
2.2.1.aroA ve aroC Mutant Y. ruckeri’nin Viriilanshginin Belirlenmesi

Mutasyona ugratilmamis wild-tip Y. ruckeri RBO708 ile bu bakterinin mutasyona
ugratilmis formu arasinda viriilanslik farki olusup olusmadigi asagidaki sekilde
belirlenmistir. Yaklasik 10 g agirligindaki gokkusagi alabaliklar1 250 litrelik ii¢ kapali
devre sistemine almmis ve iki hafta burada tutularak laboratuvar sartlarina aligmalar1
saglanmistir. Adaptasyon siiresince ve sonrasinda viicut agirliklarinin %3’i kadar giinde
iki defa yemlenmistir. Enjeksiyon yapmadan once baliklar 50 mg/L MS222 ile
bayiltilmigtir. Baliklarin yiizde ellisini 6ldiiren dozun (LDsp) bulunmasi i¢in, baliklar
24gruba ayrilmis ve akarsu sistemine sahip her bir akvaryuma (40L) 10’ar balik
stoklanmigtir. Bu amacla, wild tip Y. ruckeri RBO708 ve aroA ve aroC mutant Y. ruckeri de
BHI’a inokiile edilmis ve 22°C’de ki 80 X g’de ¢alisan ¢alkalamali inkiibatorde 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda bakteriler ayr1 ayr1 4000 X g’de 5 dakika santrifiij
edilmis, peletler fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) ile yikanmistir. Y. ruckeri RB0708 ile as1
olarak kullanilacak aroA ve aroC mutant Y. ruckeri PBS ile 1x107, 1x10° 1x10*, 1x10°,
1x10°, 1x10" ve 1x10°CFU oraninda ayr1 ayri seyreltildikten sonra baliklara

intraperitonealenjeksiyon yontemiyle 100 pl soliisyon enjekte edilmistir. Diger bir grup
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olan 10 kontrol baliga ise sadece 100 pul PBS enjekte edilmistir. Denemeler iki tekerriir
olarak yapilmustir.

Enfeksiyondan sonra baliklar 21 giin siireyle her giin gézlemlenmis ve 61miis baliklar
akvaryumlardan hemen alinarak bakteriyolojik yonden incelenmistir. Deney siiresince
suyun sicakligr 16,1+£1,2°C olarak Olglilmiistiir. Bu islem 3 paralel halinde yapilmistir.

Deneme sonunda canlilarin yizde ellisini 6lduren doz (LDsp) degeri belirlenmistir.

2.2.2.aroA ve aroC Mutant Bakterilerin Persistansimin Belirlenmesi

Persistansin belirlenmesi i¢in ise 60 baligm her birine yukarda belirlenen LDso degeri
(2,3x10%) CFU/balik Y. ruckeri RB0708 olacak sekilde 100 nl PBS soliisyonu IP olarak
enjekte edilmistir. Ayni iglem 60 balikla aroA ve aroC mutant Y. ruckeri igin
(1,1x10°CFU) tekrarlanmis ve kontrol grubundaki 60 baliga ise sadece 100 pl PBS enjekte
edilmistir. 24 saat araliklarla her bir gruptan 3’er baligin karaciger, dalak ve bobreginden
TSA’ya ekim yapilmis ve 22°C de 48 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Boylece aroA ve
aroC mutant Y. ruckeri ile wild tip Y. ruckeri RB0708’nin baliklarin hangi organlarinda ne

kadar siireyle kaldiklar1 tespit edilmistir. Bu iglem 2 paralel halinde yapilmistir.

2.2.3. aroA ve aroC Mutant Bakterilerin Fenotipik ve Genetik Olarak
Belirlenmesi

Mutasyona ugratilan Y. ruckeri ile mutasyona ugratilmamis (wild-type) Y. ruckeri
fenotipik ve genetik olarak karsilagtirilmistir. Bu baglamda Gram boyama, sitokrom
oksidaz, katalaz, R-galaktosidaz, arjinin dihidrolaz, lizin dekarboksilaz, ornitin
dekarboksilaz, sitrat kullanimi, H,S Uretimi, Ureaz, triptofan deaminaz, indol Gretimi, voges
proskauer, jelatinaz, eskulin, glikoz, mannitol, inositol, sorbitol, ramnoz, sakkaroz,
amigdalin, metil kirmizisi, xyloz, motilite, oksidasyon-fermantasyon ve arabinoz testleri

yapilmustir.
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2.2.4. aroA ve aroC Mutant Bakterilerin Istikrarhhg ya da Geriye Déniisiim
Olasihigimin Belirlenmesi

Delesyonla aroA ve aroC mutant yapilan bakterilerin istikrarliliginin ne kadar devam
ettigini belirlemek igin aroA ve aroC mutant Y. ruckeri’nin 30 defa BHI broth da pasaji
yapilmistir. Bu baglamda, 24 saat inkiibe edilmis mutant bakterilerin bulundugu tiipten 50
ul alinarak yeni 2 ml’lik BHI broth tiipiine aktarilmigtir. Her bes pasaj sonunda her bir
replikadan 500 pl almarak 1,5 ml’lik santrifiij tliplerine aktarilip kaynatma yontemiyle
DNA elde edilmistir. Kisaca kaynatma yontemi 6zetlenecek olursa, inkiibasyon sonunda
brottan 0,5 mL alinarak 1,5 ml’lik santrifiij tiipiine aktarilmistir. 5000 X g’de 3 dakika
santrifiij edilmis, tstteki sivi dokiilmiis ve peletler 0,5 ml saf suda ¢oziilerek 10 dakika su
icerisinde kaynatilmistir. Ornek sogutulduktan sonra 16000 X g’de 5 dakika santrifij
edilmis ve istte kalan sivi kisim PZR’de kullanilmagtir.

Elde edilen Grlnler jelde yurutdldiklerinde aroA ve aroC mutant bakterilerde bu gen

bdlgesi olmayacagindan wild-tiple kiyaslandiginda daha kisa PZR iiriinii olugsmustur.

2.25. PZR ile Mutant Dogrulama aroA ve aroC Mutant Bakterilerin
Genotipik Olarak Belirlenmesi

Her bir PZR reaksiyonu 25 pl.’den olusmustur. Her bir reaksiyonda 12,5 uL 2X PZR
master mix (Qiagen), 1,0 pL primer karigimi, 9,5 pL saf su ve kaynatma yontemiyle elde
edilen DNA’dan 2 pL eklenmistir. Reaksiyon toplamda 30 donglide tamamlanmis olup
donguller 95°C’de 30 saniye denaturasyon, 45°C’de 1 dakika tutunma ve 72°C’de 3 dakika
uzama seklinde gerceklesmistir. Reaksiyon ilk dongiliye baslamadan once 95°C’de 5
dakika ve son dongiiden sonrada 72°C de 10 dakika bekletilmistir. Primer olarak da
mutasyonda kullanilan en digtaki primerler (SpFO1 ve 3pRO1) kullanilmistir. Elde edilen

urtinler %1°lik agarozda yiiriitiildiikten sonra goriintiilenmistir (Sekil 1).
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2.2.6.Baliklarin Asilanmasi ve As1 Uygulama Yonteminin Etkinliginin Y. ruckeri
Asist Icin Belirlenmesi

Elde edilen mutant Y. ruckeri’nin alabaliklarda yersiniosis hastaliklarina karsi
koruma saglayip saglamadigini belirlemek i¢in laboratuvar sartlarina adapte edilmistir.
5,241 g agirhgindaki baliklar mutant Y. ruckeri ile asilanmistir. Bu amagla mutant
bakteriler BHI brotta ¢ogaltilmis, santrifiij edilmis, PBS ile yikandiktan sonra PBS ile
seyreltilmigtir.

2.2.6.1. Enjeksiyon Yontemi ile Asilama

Enjeksiyon yonteminde baliklar ii¢ gruba ayrilmis her bir grupta dort adet 40 litrelik
akvaryum kullanilmis ve her bir akvaryuma da 10 balikk (5,21 g) stoklanmustir.
Gruplardan birisi negatif kontrol bir digeri de pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Enjeksiyon yapilmadan once baliklar 50mg/L. MS222 ile bayiltilmistir. Negatif gruptaki
baliklara hi¢bir miidahale edilmezken, pozitif gruptaki baliklara sadece 100 pl PBS ip
olarak enjekte edilmistir. Diger gruptaki baliklara ise 1,1x10* CFU/0,1 ml mutant Y.

ruckeri ip olarak verilmistir.

2.2.6.2. immersiyon Yontemi ile Asilama

Immersiyon yonteminde de baliklar (¢ gruba ayrilmis her bir grupta ii¢ adet 40
litrelik akvaryum kullanilmis ve her bir akvaryuma da 10 balik (5,2£1 g) stoklanmustir.
Gruplardan birisi negatif kontrol bir digeri de pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Negatif
gruptaki baliklara hi¢bir miidahale edilmezken, pozitif gruptaki baliklara sadece 100 ml
PBS eklenmistir. Deneyler akarsu sistemine sahip akvaryumlarda yapilmistir. Deneme
sirasinda akvaryumlara gelen sular kapatilmig ve su seviyesi de 15 L’ye diisiiriildiikten
sonra akvaryumlara 3 ayr1 yogunluktaki (1,1x107, 10° ve 10°CFU/mI) mutant Y. ruckeri ile

1 saat banyo yaptirilmistir. Deneme sonunda akvaryumlarin sular1 tekrar agilmistir.
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2.2.6.3.Yemleme Yontemi ile Asilama

Yemleme yonteminde ise yine baliklar {i¢ gruba ayrilmis her bir grupta {i¢ adet 500
litrelik fiberglas tank kullanilmis ve her bir tanka da 50 balik (5,2+1 g)stoklanmustir.
Negatif gruptaki baliklar normal pelet yemle yemlenirken, pozitif gruptaki baliklar ise
ekstradan 50 ml/kg yem olacak sekilde balik yagi katilmis pelet yemle beslenmistir.
Deneme grubundaki baliklar ise 3 adet tanka sirastyla 1,1x10’, 10° ve 10°CFU mutant Y.
ruckeri/gram pelet yem ile giinde 2 defa doyana kadar 5 giin yemlenmistir. Bakteriler yeme
50 ml/kg yem olacak sekilde balik yag1 ile katilmistir.

Baliklarin bagigiklik sisteminin gelismesi i¢in 3 hafta beklenmis ve sonra negatif
kontrol haricindeki diger gruplardaki baliklara 1,1x10° CFU/balik wild tip Y. ruckeri ip
olarak verilmistir. Olen baliklar kaydedilmis ve dliimler oldugunda baliklardan Tryptic soy
agara ekim yapimis ve Olim sebebi yukarda agiklanan biyokimyasal testlerle
belirlenmistir. Ayrica izole edilen bakterinin Y. ruckeri olup olmadigi bakterinin
DNA’sinin kaynatma yontemiyle izole edilerek PZR ile dogrulanmistir (Altinok vd.,
2001). Baliklar wild tip Y. ruckeri ile enfekte edildikten sonra 30 giin kontrol altinda
tutulmustur. Deneme siiresince suyun sicakligi 19+1°C olarak ol¢iilmiistiir. Baliklar viicut
agirhigmin %3 kadar yemle gilinde iki defa yemlenmistir.

Asilarin sagladigi goreceli korunma orani (RPS) asagidaki formiil ile hesaplanmustir.

RPS = [1-(As1l1 baliklardaki mortalite (%)/Kontrol grubundaki mortalite (%))] X 100

2.2.7. Kullanilan Asinin Koruma Siiresinin Belirlenmesi

Yaklasik bir yil 6nce mutant Y. ruckeri ile asilanan baliklar (n=150) ile negatif
kontrol grubu (n=150) ve pozitif kontrol grubu (n=150) baliklar akarsuya sahip 500 litrelik
tanklarda ayri ayri tutulmustur. Bu baliklar bir yilin sonunda negatif kontrol haricindeki
diger gruplardaki baliklara (210+15 g) 1,1x10°CFU/balik wild tip Y. ruckeri ip olarak
verilmis ve mutant agilarin ne kadar slireyle koruma sagladigi da tespit edilmistir. Balik
oliimleri onuncu giinden sonra durmus ve deneme 45 giin devam etmistir. Deney stresince
suyun sicakligi 18+£2°C civarinda Sl¢iilmiistiir. Baliklar viicut agirhiginin %3 i kadar yemle

giinde iki defa yemlenmistir.
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2.2.8. lstatistik

Mutant Y. ruckeri ile wild tip Y. ruckeri’nin baliklilar {izerine olan LDsy degerleri
probit analiz yontemiyle (SPSS 2002, SPSS Chicago, IL, USA) hesaplanmistir. Asilanan
baliklarda ve kontrol baliklarinda goriilen 6liimler ya da asinin sagladigi koruma Kaplan—
Meier yasama ve 6lim zamani analizi testi ile analiz edilmistir. Gruplar arasinda énemli
fark gortildiigiinde ortalamalar Cox—Mantel testi (Statistica, Statsoft, Tulsa, OK, USA) ile

analiz edilmistir.



3. BULGULAR

3.1.Deneme Cahsmalar: Bulgulan

aroA ve aroC mutant Y. ruckeri’nin viriilansliginin belirlenmesi denemelerinde
yiiksek as1 konsantrasyonundaki baliklar ilk 3 giin igerisinde Olmiistiir. En fazla 6lim
1x10®CFU konsantrasyonunda olurken 1x10°CFU konsantrasyonunda hi¢ balik 6lmemistir.
Mutant Y. ruckeri’nin LDsy degeri 1x10'CFU(5,6x10° — 1,6x10” CFU giiven araligmda)
bulunmusken wild tip Y. ruckeri’nin LDsg degeri 2,3x10%larak bulunmustur. Baliklar wild
tip Y. ruckeri ile enfekte edildikten sonra 6liimler ikinci giin baslamigve on ikinci giine
kadar devam etmistir.

Persistansin belirlenmesi ¢aligmalarinda ise ilk 3 giin baliklarm karaciger, dalak ve
bobreginden mutant Y. ruckeri izole edilebilirken Gguncti ginden sonra izole
edilememistir. Diger taraftan wild tip Y. ruckeri RB0708 baliklarini¢ organlarindan 15 giin
stireyle izole edilmistir.

Izole edilen bakteriler fenotipik olarak tanimlandig1 gibi PZR ilede teyit edilmistir.
Mutantile wild-tip Y. ruckeri arasinda herhangi bir biyokimyasal farklilik bulunamamustir.
aroA ve aroC mutant bakterilerin istikrarliligi ya da geriye doniisiim olasiligmin
arastirtlmasi sonucunda mutant bakterilerin eski hali olan wild-tip’e doniismedikleri
belirlenmistir. Bakterilerin spesifik gen bdlgelerinin PZR ile ¢ogaltilmas: sonucunda elde
edilen PZR urunleri jelde yuratuldiklerinde aroA ve aroC mutant Y. ruckeri’de bu gen
bolgesi olmayacagindan wild-tiple kiyaslandiginda daha kisa PZR iirlini olugmustur.
Bagka bir deyisle, aroA ve aroC genlerinde mutasyon oldugunda 2100 baz ¢ifti (bp)
uzunlukta fragment olusurken mutasyon olmayanlarda ise 3300 bp uzunlugunda bantlar

olusmustur (Sekil 1).
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Sekill. aroA (A) ve aroC (C) geninin 5pF01 ve 3pR01 primerleri kullanilarak
yapilan amplifikasyonun inverted gorintisu. A ve C deki 3300 baz
ciftlik fragmentler mutant olmayan bakterileri gosterirken MA ve MC
deki 2100 baz ¢iftlik fragmentlerde mutasyonun oldugunu
gostermektedir

Daha sonra mutasyonun gercekte olup olmadigini belirlemek i¢in sekans primerleri
kullanilarak bakterilerin 200 baz c¢iftlik kism1 ¢ogaltilmig (Sekil 2) ve sekans edilmistir.
Sekans sonucunda 200 bazlik fragment delete olan olusturan bakterilerde mutasyon

olustugunu gdstermektedir.
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Sekil2. aroA (A) ve aroC (C) geninin sekans primerleri kullanilarak yapilan
amplifikasyonun inverted goriintiisii. Ilk siitunda 1 kilobazlik marker
bulunmaktadir. 2, 3 ve 4, 5, 6 ve 10. siitunlarda 200 bazlik amplifikasyon (aroA
ve aroC mutant) olusurken, 7, 8 ve 9. siitunlarda mutasyon (1600 baz ¢ifti)
olugmamistir

Yemle asilanan baliklarda sadece 5. giin 1,1x10" CFU Y. ruckeri ile enfekte edilen 1
balik ve 1,1x10° CFU Y. ruckeri ile enfekte edilen iki balik dlmiistiir. Kontrol grubunda
goriilen 8liim oram1 ise %90 olarak gerceklesmistir. Immersiyon ile asilanan baliklarda ise
sadece 6. giinde en yiiksek bakteri konsantrasyonunda 2 balik Olmistiir. Enjeksiyon
yontemi ile asilandiktan sonra wild tip Y. ruckeri ile enfekte edilen baliklarda hi¢ 6liim

goriilmemistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Alabaliklarda asinin sagladigi yasama oranmi (Kaplan-Meier). Baliklar

immersiyon, enjeksiyon ve yeme karistirilan Yersinia ruckeri asisi ile
asilandiktan 3 hafta sonra wild tip Y. ruckeri ile enfekte edildi. Altinci
giinden sonra baliklarda 6liim goriilmedi

Pozitif kontrol grubundaki 6liimler ikinci giin baslamis ve 5. giine kadar devam

etmistir. Diger grupdaki Oliimler ise besinci ve altinci giinlerde olmustur. Deneme

sonucunda; aroA ve aroC mutant Y. ruckeri ile enjeksiyon, immersiyon ve yemleme
yontemleri ile asilanan baliklardaki RPS degeri sirasiyla %100, %98 ve %97,7 olarak

bulunmustur. Farkli yogunluktaki Y. ruckeri ile immersiyon ve yemleme yodntemiyle

asilanan baliklarda ki yasama oranlar1 arasinda herhangi bir fark bulunamamastir.

Bir y1l dnce asilanmis baliklarda hi¢ 6liim goriilmezken pozitif kontrol grubundaki

baliklarda 6liim oram1 %80 olmustur. Dolayisiyla asilanan baliklarin RPS degeri %100

olarak hesaplanmustur.



4. TARTISMA

Akuakiltir dunyanin bir¢ok iilkesinde son yillarda ¢ok hizli gelisen bir endiistri
haline gelmistir. Bir¢cok iilkede tathh su veya deniz baliklarinin entansif yetistiriciligi
yapilmaktadir. Ulkemizde de, su iiriinleri yetistiriciligi sektorii son yillarda biiyiik asamalar
kat etmistir (Aydin vd., 2005). Kiiltiir balik¢iligi nedeniyle ¢ok sayida baligin bir arada ve
yakin temas halinde bulunmasi, dogada (dere, gol, golet, deniz, vs) serbest yasayanlara
oranla, daha fazla hastaligin ortaya g¢ikmasina neden olmaktadir. Baliklarin iginde
yasadiklar1 ortamin (tuzlu su, aci su, tath su) sinirli olan besleyici, fiziksel, kimyasal,
biyotik ve abiyotik yasam kosullarinin olumsuz yonde degismesi bunlarin kisa siire iginde
diizelmemesi ve devam etmesi bulagict olmayan hastaliklarin olusumuna ve bu durumun
baliklarin bagisiklik durumlarini negatif yonde etkilediginden de bulasict olan hastaliklarin
olusumuna neden olmaktadir.

Kiiltiir balik¢iliginda hastalik olustuktan sonra onu tedavi etmek ¢ok zor olup, uzun
ve yorucu bir calismayr gerektirmektedir. Baliklarda herhangi bir nedenden dolay:
meydana gelen ve dnemli ekonomik kayiplar olusturan enfeksiyonlara kars: hem koruyucu
hem de tedavi edici amagli stlfonamidler, tetrasiklinler ve nitrofuranlar gibi cesitli
kemoterap6tik maddeler uzun zamandan beri kullanilmaktadir. Ancak kemoterapétiklerin
onemli yan etkilerinin olmasi, baliklarda 6zellikle bobrek ve karaciger basta olmak (izere
bagirsak ve deri gibi organlari tahrip etmesi, kaslarda birikmesi, uzun siireli kullanimlarda
bakterilerin bu ilaclara karsi direng kazanmasi ve havuzlarda dibe ¢okerek sediment
olusturmasi, immun sistemi baskilamasi, kisa bir siire i¢in etkili olmasi, biitiin
enfeksiyonlara karsi kullanilamamasi bu ilaglarin kullanimini smirlandirmaktadir (Yonar,
2008). Bu baglamda kullanilan antibiyotiklerin azaltilmasi daha ¢evreci ve ekonomik olan,
baliklar1 uzun siire hastaliklardan koruyan asilarin gelistirilmesi gerekmektedir. Balik
yetistiriciligi alaninda gelismis iilkelerde antibiyotik yerine asilama yapilmaktadir. Ornegin
Norveg¢’te as1t uygulamalarinin gelistirilmesinden sonra, ilag kullaniminin 47 ton aktif
maddeden 1 tona distigl bildirilmistir (Gudding vd., 1999).

Yersiniosis hastaligina karsi ilk as1 denemeleri Ross ve Klontz (1965) tarafindan
yapilmistir. Bu as1 fenolle 6ldiiriilmiis bakteriden hazirlanan ve yeme katilan (10 kg yeme

15 ml Yersinia ruckeri) oral bir preparasyondur. Gokkusagi alabaliklari ilk 2 hafta boyunca
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haftada 5 giin, ¢alismanmn devaminda da hafta da 1 kez bu yemle beslenmistir. 70 giin
sonra baliklarda %90 koruma gosterdigi ve bu korumanin 408 giin siirdiigii bildirilmistir.
Gravningen vd. (1998), yaptiklar: bir ¢aligmada Y. ruckeri serotype 1 bakterisini %1’lik
formalinle inaktive ederek hazirladigi asiy1, gokkusagi alabaliklarinda oral yontemi ile
uygulamustir. 9°C su sicakliginda oral yontemi ile baliklar asilanmistir. Asilamadan 8 hafta
sonra 12°C su sicakhiginda baliklar wild tip Y. ruckeri ile i.p. olarak epriivasyon
yapilmistir. Epriivasyondan 4 hafta sonra RPS degerleri %10 ile %90 arasinda degismistir.
Yapilan bu caligmada ise yemle asilama yontemindeki RPS degeri %97,7 olarak
bulunurken banyo yontemi ile asilamada bu deger %98 olarak bulunmustur. Iki ¢alisma
arasindaki RPS degeri farkinin su sicakligindan ve asi tiplerinden (inaktive as1)
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Su sicakligi ile baliklardaki bagisikligin gelisimi dogru
orantilidir. Gokkusagi alabaliklarmda su sicakhiginin  bagisiklik {izerine etkilerini
incelendiginde bagisikligin 18°C su sicakliginda 5 giinde, 10°C’de 10 giinde gelismektedir
(Johnson vd.,1982b). Canli ateniie asilar antijenin asilanmig balik popiilasyonu iginde
devamliligini saglar. Bu sayede bagisiklik cevabi daha giiclii ve uzun olur, basit dagitim ve
balik i¢inde gogalmalar1 ve ayrica diisiik doz gereksinimleri nedeniyle de bazi ekonomik
avantajlara da sahiptir (Marsden vd., 1998; Gudding vd., 1999; Neary vd., 2008).

Baliklar1 asilamak i¢in farkli yontemler kullanilmaktadir. Johnson ve Amend
(1983a), yaptiklar1 bir ¢aligmada inaktif Y. ruckeri soliisyonlarini 20 saniye siireyle banyo
ve 2-5 saniye siireyle piiskiirtme yoluyla uygulamis ve olusan bagisikligi karsilastirmustir.
Asisiz kontrol gruplarinda mortalite %53 ile %66 arasinda bulunurken asili gruplarda ise
mortalite %15 olmustur. Banyo ile piiskiirtme yonteminin etkinligi karsilastirildiginda,
deneysel enfeksiyon sonucu olugan mortalite oranlar1 arasinda énemli bir fark olmadigi
bildirilmistir. Zeytun (1999), iki farkli yersiniosis agisinin Goreceli Korunma Orani (RPS)
acisindan etkinlikleri aragtirilmig. 1llitre asy 9 litre su oraninda asilar 15+1°C su
sicakliginda 4,2g agirhigindaki gokkusagi alabaliklarina immersiyon yOntemi ile
uygulanmustir. Bagisiklik olusumu i¢in 34 giin beklendikten sonra 10°CFU/mI Y. ruckeri
ile epriivasyon yapilmistir. Sonug olarak her iki asininda RPS % 84 olarak esit ¢ikmistir.
Skov vd. (2012), yaptiklari bir calismada Y. ruckeri biotype 1 (AquaVac® ERM)
bakterisini, 15+2°C su sicakliginda 5,3-12,8g agirhigindaki gokkusagi alabaliklarinda
immersiyon yontemi ile uygulamustir. ilk asilamadan 6 hafta sonra 2,3 x 10° CFU/mL
civarmdaki Y. ruckeri serovar I (sus 392/2003) bakterisi ile banyo yontemiyle epriivasyon

yapilmistir. Epriivasyondan 28 giin sonra RPS degerleri %85 olarak bulunmustur. Raida ve
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Buchmann (2008a), yaptiklar1 bir calismada farkli sicakliklarda (5, 15 ve 25°C) 4-6g
agirhigindaki gokkusagi alabaliklarini Yersinia ruckeri‘ye karsi banyo yontemi ile
astlamistir. As1 olarak Y. ruckeri (serotipe 1) bakterin (Pharmag AS, Norway)’i 1:10
diliisyonla 10 dakika uygulamustir. Asilamadan 4 ay ve 8 ay sonra i.p 5x10° CFU/balik ve
banyo yéntemiyle 1x10" CFU/mL epriivasyon yapilmus ve optimum 15°C’de RPS degerleri
%75-77 arasinda bulunmustur. Yapilan bu ¢alismada epriivasyon denemeleri sirasinda su
sicakligmim 19°C olmasina ragmen immersiyon asilama yontemindeki RPS degeri %98
olarak bulunmustur. Calismada da ayni agirliktaki balik kullanilmasina ragmen ve bu
caligmada su sicakliginin yiiksek olmasina karsin, aroA ve aroC mutant Y. ruckeri asismin
yiiksek koruma saglamasinin nedeni bu asmin canli olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
sicaklik alabaliklarin yasayabilecegi iist sinir olarak bilinmektedir ve bu sicaklikta saglanan
yiiksek koruma aginin yersiniosise karsi gii¢lii koruma sagladiginin kanitidir.

Balik biiyiikliigi ile baliklardaki bagigikligin dogru orantili olarak gelismektedir.
Bruno ve Munro (1989) 2g ve 4g atlantik salmonlarinda lisansli bir yersiniosis agisi
(Aquaculture Vaccines Saffron Walden, UK) ile yaptiklar1 asilama sonucunda 4gramlik
baliklarda RPS %87-90 ve 2 gramlik baliklarda ise RPS %65-76 olarak bulunmustur.
Austin vd. (2003), yaptiklar1 bir ¢aligmada Y. ruckeri ticari a1 (Aquaculture Vaccines),
inaktive Y. ruckeri EX5 izolatindan hazirlanmis asi, ticari as1 ve inaktive EXS5 karigiminda
hazirlanmis asilari, 15°C su sicakliginda 10g agrh@mdaki gokkusagi alabaliklarinda
immersiyon yontemi ile uygulamustir. Ik asilamadan 28 giin sonra Y. ruckeri T1 ve Y.
ruckeri YR1 bakterileri (5x10° hiicre/ mL) ip. olarak epriivasyon yapilmistir.
Eprivasyondan 14 gun sonra RPS degerleri ticari as1 igin %47(Y. ruckeri T1) %95 (Y.
ruckeri YR1), Y. ruckeri EX5 igin %76 (Y. ruckeri T1) %58 (Y. ruckeri YR1), ticari ve
inaktive EXS5 karigimi i¢in %56 (Y. ruckeri T1) %97 (Y. ruckeri YR1) olarak bulunmustur.
Bu ¢aligmada kullanilan baliklarin Austin vd. (2003)’nin yapmis oldugu ¢alismadan kiguk
olmasina ragmen ve su sicakligmin onlarmkinden yiiksek olmasina ragmen aroA ve aroC
mutant Y. ruckeri asisinin yiiksek koruma saglamasimin nedeni bu aginin canli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Canli asilar normal wild tip Y. ruckeri’den hi¢ farkli olmayip sadece
mutant asilarin ¢ogalma yetenekleri yok edildiginden g¢ogalamamaktadir ve en fazla
baliklarda 3 giin kalabildiginden baliklardaki bagisiklik sistemide bu zaman zarfinda
gelismektedir.

Deshmukh wvd. (2012), 15+1°Csu sicakliginda 5g agirhgindaki gokkusagi
alabaliklarini ticari olarak satilan Y. ruckeri biotype 1 (AquaVac® ERM) veya biyotip 1 ve
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2 karigimi (AquaVac® RELERAT™) agilarla 30 saniye daldirma yontemiyle asilamislardir.
Asilama isleminden sonra balikla 4, 6 ve 8 ay sonra veya her ikisini iceren asilarla
astlamadan sonra, Y. ruckeri serotip O1, biyotip 2 (10° ila 10" CFU/balik) ile
intraperitoneal olarak enjekte etmislerdir. Baliklardaki yasama oranlar1 AquaVac® ERM ile
asilanan baliklarda 4 ve 6 ay sonra yasama orani %40 civarinda iken AquaVac® RELERA
ile asilanan baliklarda bu oran %60 civarinda bulunmustur. Yapilan bu calismada ise
baliklar asilandiktan bir yil sonra Y. ruckeri ile enfekte edildiginde baliklardaki RPS degeri
%100 olarak bulunmustur. Bu deger daha once yapilan tiim ¢aligmalardan daha yiiksek
bulunmustur. Diger ¢alismalarla bu ¢aligma arasindaki RPS degeri farkinin as1 tiplerinden
(inaktive as1 —canl as1) kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Johnson ve Amend (1983b), yaptiklar1 bir diger ¢alismada enjeksiyon ve banyo
yontemlerini karsilagtirmig, 1:10 oraninda diliie edilen bakterinin intraperitonal olarak
verilmesinin, 1:10 ve 1:20 diliisyonda 20 saniye banyo yoluyla yapilan asilamaya gore
daha iyi bir koruma olusturdugunu bildirmistir. Erdal (1989) tarafindan yapilan
arastrmada, 20-30 g agirhigindaki Salmo salarlar1 6 farkli Y. ruckeri serotipi ile
astlamistir. Serotip I ve II'den hazirlanan kombine as1 LDsp dozu ile baliklara intraperitonal
yolla verildiginde baliklarda Serotipl'e (Hagerman) karsi %79 koruma saglarken,
Norveg'ten izole edilen Serotipl'e kars1 %71, Serotipll'ye kars1 %93, SerotipIll'e kars1 %98
koruma saglamistir. Raida ve Buchmann (2008b), yaptiklari bir ¢alismada Y. ruckeri
serovar | bakterisini, 13°C su sicakhfmda 4-6g agrrhgmdaki gokkusag: alabaliklarmna
enjeksiyon yontemi ile uygulamistir. Enjeksiyon yOntemini 5x10° (CFU/balik) olarak
uygulanmustir. Ik asilamadan 35 giin sonra 5x10° CFU/balik seklinde i.p. olarak
eprilvasyon yapilmistir. Epriivasyondan 28 giin sonraki RPS degerler %79 olarak
bulunmustur. Chettri vd (2013), yaptiklar1 bir calismada Y. ruckeri biyotip 1 ve 2 karigimi
(AquaVac® RELERA™) asii 12-13°C su sicakhiginda 6,3-7,8g agirhgindaki gokkusag
alabaliklarinda immersiyon, enjeksiyon ve banyo yontemleri ile uygulamustir. ilk
asilamadan 3, 5 ve 7 ay sonra 8,5x10° CFU/balik, 10,6)(106 CFU/balik ve 1x10® CFU/balik
seklinde i.p. olarak ii¢ epriivasyon yapilmistir. RPS degerleri immersiyon yontemi icin
%19-52 arasinda, enjeksiyon yontemi i¢in %61-98 arasinda ve banyo yontemi igin %9
olarak bulunmustur. Scott vd. (2013), yaptiklar1 bir calismada formalinle inaktive edilmis
Y. ruckeri biyotip 1,non-motile Y. ruckeri biyotip 1 ve Y. ruckeri biyotip 2 izolatindan
hazirlanmig asilar, 12+1°C su sicakliginda 5-6g agirhigindaki gokkusagi alabaliklarina i.p.
enjeksiyon yontemi ile uygulamustir. i.p. enjeksiyon yontemi asilar1 5x10° CFU/ balik
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olarak uygulanmustrr. ilk asilamadan 28 giin sonra Y. ruckeri biyotip 1YR1
(9x10°CFU/balik), Y. ruckeri biyotip 2 R1 (4,5x10°CFU/balik) bakterileri ile i.p. olarak
epriivasyon yapilmistir. Epriivasyondan 14 giin sonra RPS degerleri Y. ruckeri biyotip 1
icin %62 (Y. ruckeri YR1) %23 (Y. ruckeri R1), non-motile Y. ruckeri biyotip 1 icin %41
(Y. ruckeri YR1) -%4 (Y. ruckeri R1) ve Y. ruckeri biyotip 2 igin %94 (Y. ruckeri YR1)
%42 (Y. ruckeri R1) olarak bulunmustur. Demirtas (2006), gokkusagi alabaliklarinda
yersiniosis hastaligina karsi Y. ruckeri serotip | ve sahadan izole edilen Y. ruckeri
suslarindan hazirlanan asilarin  baliklarin  bagigiklik  sistemini nasil etkiledigini
karsilastirmali olarak incelemistir. Arastirmada hazirlanan asilar 12°C su sicakliginda 6-
10g agirhigindaki baliklara oral, immersiyon ve enjeksiyon yontemleriyle uygulanmistir.
Calisma sonucunda enjeksiyon asilama yapilan gruplarda koruma diger gruplara gére daha
yiikksek bulunmustur. Enjeksiyon agilamada 45. giinde elde edilen RPS degerleri 77-89
arasinda olup bu degerler 105. giinde 87-97 RPS’ye ¢ikmistir. Immersiyon asilamada 28.
giinde elde edilen RPS degerleri 59-75 arasinda olup 75. giinde 79-85 RPS’ye ¢ikmis ve
enjeksiyon asilamaya gore daha diisiik bulunmustur. Oral agilamalarda ise 70. giinde elde
edilen RPS degerleri 55-72 arasinda elde edilmistir. Yapmis oldugumuz caligmada
enjeksiyon, immersiyon ve yemle asilama yontemlerindeki RPS degeri swrasiyla %100,
%98 ve %97,7 olarak bulunmustur. iki calisma arasindaki RPS degerleri farkinmn su
sicakliginin bagisiklik iizerine etkisinden veasi tiplerinden (inaktive asi) kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Yapilan bu g¢alismada ise as1 uygulama yontemlerinden enjeksiyon,
immersiyon ve yemle oral asilamadan daha iyi olmasina ragmen her 3 agilama yontemi ile
elde edilen RPS sonuclar1 diger calismalardan daha yiiksektir. Bunun sebebi kullanilan
asmin canli olmasidan kaynaklanmis olabilir.

Temprano vd. (2005), yaptiklar1 bir ¢aligmada Y. ruckeri 21102 O1 bakterisinden
hazirlanmis aroA mutant asi, 16°C su sicakhiginda 17-25g agirlhigindaki gokkusagi
alabaliklarinda intraperitonal enjeksiyon yontemi ile uygulanmistir. Asilama denemesinden
once aroA mutant Y. ruckeri asismin ve epriivasyonda kullanilacak Y. ruckeri 21202
bakterisinin virlilansliginin belirlenmesi i¢in denemeler yapilmistir. Bu denemelerde Y.
ruckeri 21202 bakterisi ve aroA mutant Y. ruckeri asis1 10® -10® CFU oraninda ayr1 ayri
seyreltildikten sonra 16°C su sicakliginda 17-25g agrrhigindaki baliklara intraperitoneal
enjeksiyon yontemiyle 100 pl soliisyon enjekte edilmistir. Enfeksiyondan 7 giin sonra
LDso degerleri aroA mutant Y. ruckeri asisi icin 5,18x10" CFU bulunmusken wild tip Y.
ruckeri 21202’nin LDso degeri 3,16x10” olarak bulunmustur. As1 10°, 10°, 10" CFU/0,1 ml



35

olarak uygulamistir. ilk asilamadan 4 hafta sonra Y. ruckeri 21202 bakterisiyle 7x10° CFU
ve 5x10° CFU ip. olarak epriivasyon yapilmustir. Epriivasyondan 21 giin sonra RPS
degerleri 10° CFU icin %87,5(7x10° CFU) %85 (5x10° CFU), 10° CFU icin %87,5(7x10°
CFU) %85 (5x10° CFU), 10’ CFU igin %93,75(7x10° CFU) %90 (5x10° CFU) olarak
bulunmustur. Yapmis oldugumuz ¢aligmada enjeksiyon asilama yontemindeki RPS degeri
%100 olarak bulunmustur. Iki ¢aliyma arasindaki RPS degeri farkmin su sicakligmin
bagisiklik {izerine etkisinden, asilama i¢in verilen dozlarin yiiksek olmasindan (10°, 10°,
10’ CFU) ve epriivasyon icin verilen dozun vyiiksek olmasindan (5x10° CFU)
kaynaklandig: diistiniilmektedir. Bu ¢aligmada elde edilen asinin LDsy degeri Temprano
vd. (2005)’in yapmis oldugu denemelerle ayni bulunmustur, Fakat bu ¢alismadaki RPS
degeri daha yiiksek bulunmustur. Bunun nedeni Y ruckeri’nin hem aroA ve hem de aroC

genlerinin delete edilmesinden kaynaklanmis olabilir.



5. SONUCLAR

Tirkiye’de 100.239 tonu icsularda, 7697 tonu denizlerde olmak (zere toplamda
107.936 ton alabalik yetistiriciligi yapilmaktadir (TUIK, 2012).Yetistiriciligi yapilan bu
azimsanamayacak sayidaki alabaligin en biiylikk problemlerinden biri patojenik
hastaliklardir. Yiiksek stok yogunlugu, smirli olan besleyici, fiziksel, kimyasal, biyotik ve
abiyotikoptimal yasam kosullarinin olumsuz yonde ve uzun sureli degismesi, 6zellikle,
birgok patojenik hastaligin ¢ikmasinaneden olmaktadir. Bu patojenik hastaliklarin tedavisi
zor ve maliyetli olmaktadir. Patojenik hastaliklardan hem koruyucu hem de tedavi edici
olarak antibiyotikler gibi kemoterapdtikler uzun zamanda beri kullanilmaktadir. Bu
kemoterapotiklerin kaslarda birikmesi, karaciger basta olmak zere deri ve bagirsak gibi
organlar1 tahrip etmesi, uzun siireli kullanimlarda bakterilerin bu ilaglara karsi direng
kazanmasi, immun sistemi baskilamasi, kisa bir siire igin etkili olmasi, biitiin
enfeksiyonlara kars1 kullanilamamasi ve maliyetinin yiiksek olamasit bu ilaglarin
kullanimini siirlandirmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 asilamaya karsi olan ilgi giderek
artmistir.

Bu ¢alismada aroA ve aroC mutant Yersinia ruckeri asismin enjeksiyon, immersiyon
ve yemle agilama yontemleri uygulanmasi sonucu elde edilen goreceli korunma oranlart
(RPS) karsilastirilmistir. Elde edilen RPS sonuglar1 asagidaki gibi 6zetlenmistir.

1. Asmin yapilan enfeksiyondan 21 giin sonra LDs degeri 1x10" CFU (5,6x10° —
1,6x10" CFU giiven arahginda) bulunmustur.

2. Asilarin etkinligini 6lgmek i¢in yapilacak enfeksiyon c¢alismasinda kullanilacak
wild-tip Y. ruckeri RB0708 bakterisinin LDsp degeri 2,3x10* olarak bulunmustur.

3. Kullanilan ii¢ asilama yonteminden elde edilen en biiyiik RPS degeri enjeksiyon
yontemi ile agilamadan elde edilmistir.

4. Enjeksiyon yontemi ile asilamada enfeksiyondan 30 giin sonra elde edilen RPS
degeri %100 olarak bulunmustur.

5. Immersiyon ydntemi ile asilamada enfeksiyondan 30 giin sonra elde edilen RPS
degeri % 98 olarak bulunmustur.

6. Yemleme yontemi ile asilamada enfeksiyondan 30 giin sonra elde edilen RPS

degeri %97,7 olarak bulunmustur.
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7. Kullanilan asidan yiiksek ve uzun siireli bir koruma elde edilmistir. Ozellikle ilk
asilanan baliklarmm 1 yil sonra enfeksiyonu sonucunda kontrol grubunda %80
mortalite olmasma ragmen asili baliklarda hi¢ mortalite goriilmedigi tespit
edilmistir. Dolayistyla asilanan baliklarin RPS degeri %100 olarak hesaplanmustir.

8. Sonuc olarak, bu calismada kullanilan ve TUBITAK projesinden elde edilen
mutant yersiniosis asisi, baliklarda giivenle kullanilabilir ve baliklar yersiniosis

hastaligindan tamamen korunabilecegi tespit edilmistir.



6. ONERILER

Hizla gelisgmekte olan su iirlinleri yetistiriciligi sektoriinde liretimi smirlandiran ve
ekonomik anlamda darbe vuran 6nemli sorunlardan biri tedavisi zor ve maliyetli olan
patojenik balik hastaliklaridir. Dinyada ilk defa 1950°li yillarda Amerika’nin Idaho
eyaletinde iilkemizde ilk defa 1991 yilinda Denizli yo6resinde ortaya ¢ikan Y. ruckeri,
tilkemizde ve diinyada genis bir yayilim gostermektedir. Y. ruckeri, yersiniosis hastaligima
neden olmaktadir. Yersiniosis hastaligma karsi etkin korunmaya yonelik bu ¢aligma 6nemli
sonuclar1 ortaya koymaktadir.

Bu sonuclar temelinde su drtnleri sektortindeki bilingli Ureticilere, konu ile
ilgilenecek arastirmacilara ve sektorle ilgili yasal diizenlemelere katki saglayabilecek
Oneriler soyle siralanabilir;

1. Yetistiriciler dncelikle balik hastaliklar1 konusunda iyi bir egitimden gegirilmeli,
hastaliklarin bulagma yollar1, hijyenin bulagsmadaki 6nemi ve hastaliklardan korunma ve
kontrolleri konusunda bilgilendirilmelidirler.

2. Bu caligmada aroA ve aroC mutant Yersinia ruckeri asismin enjeksiyon,
immersiyon ve yemle asilama yontemlerinin etkinlikleri konusunda bilgi verilmistir.
Uretim asamasinda siklikla karsilasilan diger balik patojenleri icinde benzer ¢alismalar
yapilmalidir.

3. Balik hastaliklarinin koruma ve tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin kaslarda
birikmesi, karaciger basta olmak Uzere deri ve bagirsak gibi organlari tahrip etmesi, uzun
siireli kullanimlarda bakterilerin bu ilaglara karsi diren¢ kazanmasi, immun sistemi
baskilamasi, kisa bir siire i¢in etkili olmasi, biitiin enfeksiyonlara kars1 kullanilamamasi ve
maliyetinin yliksek olmasi bu ilaglarin kullanimini smirlandirmaktadir. Bu nedenlerden

dolay1 hastaliklardan korunmak i¢in asilar uygulanmalidir.
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