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ONSOZ

Bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Balik¢ilik
Teknolojisi Miihendisligi Ana Bilim Dali’nda yiiriitilmiistiir. “Kahverengi alabaliklarin
baz1 bakteriyel balik hastaliklarina kars1 direncinin belirlenmesi” adli calisma KTU, Deniz
Bilimleri Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji Laboratuari’nda gergeklestirilmis olup, bu ¢alisma
TUBITAK tarafindan desteklenmis ve TUBITAK 2140595 nolu projenin is paketinin bir
pargasidir.

Diinyada ilk defa 1950°1i yillarda Amerika’nin Idaho eyaletinde, iilkemizde ise ilk
defa 1991 yilinda Denizli yoresinde ortaya ¢ikan Yersinia ruckeri, iilkemizde ve diinyada
genis bir yayilim gostermektedir. Y. ruckeri, yersiniosis hastaligina neden olmaktadir.
Listonella anguillarum gram negatif bakterilerden olusan bir bakteri tiiriidiir. Lactococcus
garvieae gram pozitif bir bakteri olup 0Ozellikle Uzak Dogu’da tuzlu su baliklarini
etkiledigi bilinen bir balik patojenidir. Bu arastirmayla kahverengi alabaliklarin Y. ruckeri,
L. anguillarum ve L. garvieae bakterilerine karsi direnci belirlenmistir.

Tez danigsmanligimi istlenerek bilgi ve desteklerini esirgemeyen degerli hocam
Saymn Prof. Dr. Ilhan ALTINOK’a tesekkiirlerimi bir bor¢ bilirim. Tez ¢alismamin
laboratuar calismalarinda benden yardimlarini esirgemeyen saym hocalarim Dog. Dr. Erol
CAPKIN’a, Ars. Gor. Rafet Cagri OZTURK’e ve Ars.Gor.Gokhan KALAYCIya
tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Biitiin hayatim boyunca benden maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen aileme de

tesekkiirlerimi borg bilirim.

Didem CETINDEMIR
Trabzon, 2016



TEZ ETIK BEYANNAMESI

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Kahverengi Alabaliklarin Baz1 Bakteriyel
Balik Hastaliklarina Karst Direnginin Belirlenmesi” baglikli bu c¢alismay1 bastan sona
kadar danismanim Prof. Dr. Ilhan ALTINOK un sorumlulugunda tamamladigimi, verileri
kendim topladigimi, analizleri ilgili laboratuarlarda yaptigimi, bagka kaynaklardan aldigim
bilgileri metinde ve kaynakg¢ada eksiksiz olarak gdsterdigimi, calisma siirecinde bilimsel
arastirma ve etik kurallara uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya c¢ikmasi

durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim. 13/06/2016

Didem CETINDEMIR
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Yiksek Lisans Tezi
OZET

KAHVERENGI ALABALIKLARIN BAZI BAKTERIYEL BALIK HASTALIKLARINA KARSI
DIRENCININ BELIRLENMESI

Didem CETINDEMIR

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Balikeilik Teknolojisi Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Ilhan ALTINOK
2016, 27 Sayfa

Bu arastirmada, kahverengi alabaliklardan Salmo t. labrax, Salmo t. caspius ve Salmo t.
abanticus ile bunlarin birbirleriyle ¢aprazlanmasindan elde edilen hibritlerin salmonidlerde yaygin
olarak goriilen Yersina ruckeri’nin sebep oldugu yersiniosis, Lactococcus garvieae nin Sebep
oldugu laktokokkosis ve Listonella anguillarum™un sebep oldugu vibriosise karsi direngleri
belirlenerek hangi grubun bu hastaliklara daha direncli ve hangilerinin daha hassas olduklar
belirlenmeye ¢alisilmistir. Calismada bakteri enfeksiyonunda her bir grup igin 180 adet balik
kullanilmustir. Bakterilerin LDso degerini belirlemek igin 1x10%°, 1x108 1x10°, 1x10%, 10° CFU
bakteri baliklarin karin bosluguna enjekte edilmistir. Enfekte edilen baliklar 30 giin boyunca
izlenmistir. Yersina ruckeri enfeksiyonunda LDs, degeri 1x10%%* - 1x10"*"* CFU/balik arasinda
degisirken, L. garvieae igin 1x10%® - 1x 108%°* CFU/balik arasinda ve Listonella anguillarum igin
LDsy degeri 1x10%™ - 1x10°*%* CFU/balik araliginda bulunmustur. Hastalik denemelerinde Y.
ruckeri, L. garvieae ve L. anguillarum enfeksiyonlarinda gruplar arasi Onemli istatistiksel
farkliliklar tespit edilmistir. Yersinia ruckeri’ye karst en dayanikli grup Salmo t. labrax x Salmo t.
labrax iken L. garvieae’ya kars1 S. t. labrax x S. t. abanticus ve L. anguillarum’a karsida S. t.
labrax x S. t. labrax ve S. t. caspius x S. t. abanticus gruplar1 bulunmustur. Yersinia ruckeri’ye
kars1 en hassas grup ise S. t. caspius x S. t. abanticus ve S. t. abanticus x S. t. abanticus, L.
garvieae’ya kars1 S. t. caspius x S. t. abanticus ve L. anguillarum’a karsida da S. t. caspius x S. t.
labrax ve S. t. abanticus x S. t. abanticus gruplart bulunmustur. Sonug¢ olarak, bazi hibritler
hastaliklara karsi ebeveynlerinden daha direngli olduklarindan yetistiricilikte kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Yersinia ruckeri, Lactococcus garvieae, Listonella anguillarum, Kahverengi
Alabalik, Hibrit, LDx,.
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Master Thesis

SUMMARY

DETERMINATION OF BROWN TROUT RESISTANCE AGAINST SOME OF THE
BACTERIAL FISH DISEASES

Didem CETINDEMIR

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Fisheries Technology Engineering Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Ilhan ALTINOK
2016, 27 Pages

In this study, brown trout species such as Salmon t. labrax, Salmon t. caspius and Salmo t.
abanticus and their hybrids derived from the each other crossed were challenged with common
bacterial fish diseases agents found in salmonids. The aim of the study was to determine resistant
and susceptible brown trout species or their hybrids against yersiniosis caused Yersinia ruckeri,
lactococcosis caused by Lactococcus garvieae and vibriosis caused by Listonella anguillarum. In
the study, 180 fish were used for each group of each bacterial infections. To determine the LDsx, of
bacteria, 1x10%°, 1x10°, 1x10°, 1x10, 10° CFU of the bacteria were injected into the abdominal
cavity of the fish. The infected fish were observed for 30 days. LDs, values of Y. ruckeri exposed
fish were ranged between 1x10**** and 1x10™%"* CFU/fish, while they were ranged between
1x10°%7% and 10%%%' CFU/fish for L. garvieae and 1x10*'" and 1x10°*%® CFU/fish for L.
anguillarum. There were significant differences in terms of survival among challenged fish groups
for L. garvieae, L. anguillarum and Y. ruckeri. The most resistant species for Y. ruckeri, L.
garvieae and L. anguillarum were Salmo t. labrax x Salmo t. labrax, and S. t. caspius x S. t.
abanticus and S. t. labrax x S. t. labrax and S. t. caspius x S. t. abanticus, respectively. The most
susceptible species against Y. ruckeri were S. t. caspius x S. t. abanticus and S. t. abanticus x S. t.
abanticus, against L. anguillarum were S. t. caspius x S. t. labrax and S. t. abanticus x S. t.
abanticus and against L. garvieae were S. t. caspius x S. t. abanticus. In conclusion some of the
hybrid such as S. t. caspius X S. t. abanticus were more resistant than their parent to some diseases;
therefore, they can be used in aquaculture.

Key Words: Yersinia ruckeri, Lactococcus garvieae, Listonella anguillarum, Brown trout,
Hybrld, LDx.
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1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

Su {trilinleri yetistiriciligi, diinya besin gereksiniminin 6nemli bir kismimi karsilayan
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
tiretiminin yaklasik %30’unu karsilamakta (Davenport vd., 2003) ve her yil %10°’dan daha
fazla artarak biiyiimektedir.

Su {riinleri yetistiriciligini baglatan Cin’de 2001 yilinda toplam 34,21 milyon ton
tretim yapilmistir. Bu deger kiiresel lretimin yaklasik (48,41milyon ton) %70’ni
olusturmaktadir. Su frilinleri yetistiriciliginin liderligini ¢eken Cin’i, yine Uzakdogu
tilkeleri olan Hindistan, Endonezya, Japonya ve Tayland izlemektedir (FAO, 2004).

Diinyada yetistirilen balik, kabuklu ve yumusakgalarin tiir sayilari, baliklarda 151,
kabuklularda 39 ve yumusakgalarda ise 72 olmak {izere toplam 262 olarak bildirilmektedir
(Garibaldi, 1996). Ancak, yetistiricilik miktarlar1 dikkate alindiginda ilk 30 tiiriin tiretim
toplam1 (30,55 milyon ton) ve toplam yetistiriciligin %80,7’sini olusturmaktadir (FAO,
2004).

Tiirkiye, su iriinlerine elverisli liretim sahalar1 yoniinden kiiglimsenmeyecek bir
potansiyele ve kapasiteye sahiptir. Ulkemizin sahip oldugu kiyt uzunlugu 8333 km’dir. S6z
konusu kiyilar Akdeniz, Ege, Marmara ve Karadeniz bolgelerini kapsamakta olup,
birbirlerinden farkli ekolojik 6zellikler gostermektedir. Tiim denizlerimizden yapilan su
tiriinleri tiretimi 2014 yilinda denizlerde ve i¢ sularda olmak {izere toplamda 537,345 ton
olarak belirlenmistir (TUIK ).

Su tdriinleri yetistiriciligi yapilan tiirlerden biri olan kahverengi alabaliklar (Salmo
trutta) ozellikle dogal olarak Orta ve Bati Avrupa dag akarsularinda yasar ve kirmizili
benekleri belirgindir. Alabaliklar 0-25°C’de yasayabilen, minimum 5,5 mg/l doymus
oksijen gereksinimi olan optimum gelisme sicaklif1 olarak 15-16°C’deki su ortamlarini
tercih eden tiirlerdir (Roberts ve Stepherd,1997; Kayis, 2009).

Su dirtinleri sektoriinde karsilasilan en 6nemli sorunlardan birisi de hastaliklardir.
Yersiniosis ve vibriosis bakteriyel kokenli hastaliklar olup, su iriinleri yetistiriciligi yapan

isletmelerde ciddi Oliimlere sebep olmaktadirlar (Lasee, 1995; Timur ve Timur, 2003).



Hastaliklar1 6nlemede bilingsiz olarak kullanilan ilaglar hem ekonomik kayiplara ve hem
de cevre kirliligine neden olmaktadir. Bu nedenle hastaliklar1 6nlemede 6ldiiriicii dozun
bilinmesi, tedavide etkili olarak olumsuz etkileri azalmaktadir. Bu ¢alismada, Yersinia
ruckeri, Listonella (Vibrio) anguillarum ve Lactococcus garvieae bakterilerinin farkli
dozlarina kars1 Salmo trutta labrax, Salmo t. caspius, Salmo t. abanticus ve bunlarin
birbirleriyle caprazlanmasindan elde edilen hibritlerin gostermis oldugu hayatta kalma

oranlar1 arastirilmistir.

1.2. Kahverengi Alabaliklar

Kahverengi alabaliklar, paleoarktik bolgenin dogasinda en fazla bulunan tatli su
baliklaridir. Dogal olarak ¢ok farkli ve uzak formlart Avrupa, Orta Asya, Bati Asya ve
Kuzey Afrika’nin bir kisminda gozlenir. Diinyanin bircok bolgesine gotiiriilerek asilama
yapilmistir. Giliniimiizde Afrika’nin ¢ogu kisminda sahil alanlari, goller ve nehirlerde
bulunur. Kahverengi alabaliklar diger Salmonidlere nazaran daha fazla giivenli alanlar
sectiklerinden yakalanmalar1 olduk¢a zordur. Kahverengi alabaliklar su sicakliginin 12-
19°C arasinda oldugu golleri ve soguk ve temiz yerleri tercih ederler. Bu baliklarin iireme
sezonu Eyliil ayindan Aralik aymin sonuna kadar devam eder(Tabak vd., 2001).

Kahverengi alabaliklar (Salmo trutta spp.)’in giiniimiizde Avrupa’da bes iilkede
ticari olarak ve Avrupa disinda 24 iilkede baliklandirma, rekreasyon ve yetistiricilik amagh
olarak tiretim ve kiiltiir caligmalar1 yapilmaktadir. Kahverengi veya yerli alabalik (Salmo
trutta) Tiirkiye sularinin dogal ihtiyofaunasinin {yeleridir. Kahverengi alabaliklar
morfolojik ve meristik 6zelliklere dayanilarak ¢esitli alt tlirlere tanimlanmistir. Renk, form,
beneklenme ve smoltlasma durumuna gore farkli goriinlimlerde olmakla birlikte ayn1 havza
icerisinde farkli formlarda bireyler orneklenebilir. Adapte olduklar1 ortam veya cografi
bolgeye gore dere alasi, denizalasi, golalasi gibi ekotipleri mevcuttur. Bunlar; Karadeniz
Alabalig1 (Salmo trutta labrax), kafkas alabaligi (Salmo trutta caspius) ve Abant alabaligi
(Salmo trutta abanticus), Anadolu alabalig: (S. t. macrostigma), Hazar alasi (S. t. caspius)

ve S. t. platycephalus seklinde siralanabilir (Turan vd., 2009).



1.2.1. Salmo t. labrax

Akarsularin kaynaga yakin yerlerinde bulunurlar. Cinsi olgunluk yaslar1 3-4 ve 40-50
cm’ye ulagabilirler. Hizli akan sularda olmalari nedeniyle diger gruplara gore viicut boyutu
daha kiigiiktiir. Salmo trutta labrax’in, Anadolu’nun Kuzey ve Kuzey-Dogu Bolgesindeki
akarsularla, Karadeniz’e dokiilen nehirlerde yasadigi bildirilmektedir (Geldiay ve Balik,
1996). Salmo trutta labrax irkinin ii¢ ekotipinde de renk yoniinden farkliliklar goriiliir.
Deniz ekotipi deniz ve tatli su arasinda go¢ edici bir ekotip oldugundan, geng yavrularla
ergin bireyler arasinda morfolojik bakimdan farklar mevcuttur. Bu ekotipin gen¢ yavrulari
tath sularda iken viicutlarinin yan taraflarinda siyah benekler ve kirmiz1 lekeler tasirken,
denize dondiiklerinde bu renk ve desenlerini kaybederek glimiis beyazi bir renge doniisiir
(Svetovidov, 1984). Gol ve dere ekotiplerinde yavru ve erginler arasinda belirgin bir renk
ve desen farki goriilmemektedir. Ozellikle dere ekotipinde yavrularda c¢ok daha
karakteristik olan kirmizi benekler, biiyilidiikleri zamanda ayni kalmakta ve hayatlari

boyunca kaybolmamaktadir (Svetovidov, 1984; Celikkale, 1994).

1.2.2. Salmo t. caspius

Aras alabaligi, Hazar alabaligi ve Kafkas alabaligi olarak adlandirilan Salmo trutta
caspius, Hazar Denizi kokenli olup, iilkemizde Kura-Aras, Susuz akarsular1 ve Cildir Golii
civarinda yasamaktadir. Aras alabaliginin viicut rengi diger tiirlere nazaran ¢ok daha koyu
renkli olup, diizensiz ve farkli sekilli kirmizi benekler tim viicudu sarmistir. Kirmizi
beneklerin etrafi ¢ok ince beyazimsi haleyle cevrilidir. Solunga¢ kapaginin 6n tarafi
tizerinde bir adet belirgin iri siyah ve birkac ufak benek bulunmaktadir. Bu baliklar uygun
sartlar1 bulduklarinda 50 kg’a kadar cikabilmektedirler. Baliklar anadrom olmalarina
ragmen ililkemiz sularinda bulunanlar denizlere ulasamadiklarindan, tiim yasamlarii tath
suda gecirirler. Hazar Denizi’'nde yasayan bu baliklar yumurtlamak icin tatli suya go¢
etmektedirler. Baliklarin yumurtalar1 sicaklifa karsi ¢ok hassas olmasina ragmen ergin

bireyler 29°C’ye kadar yasayabilmektedir (URL 1; Tamarin vd., 1989).



1.2.3. Salmo t. abanticus

Ulkemizde sadece Abant golii, Yedigoller ve g¢evresindeki kaynaklarda yasayan
endemik bir formdur (Emre ve Kiiriim, 1998). Genel o0zellikleri bakimindan dere
alabaligina benzeyen, dere alabaliginin Abant gdliinde izole olmus bir varyetesidir
(Celikkale, 1994). Abant alabaligi endemik oldugu bolgede, dogal yumurtlamasi yaninda
Cevre ve Orman Bakanligina bagli alabalik iiretme istasyonlarinda yapay tiretimi de
yapilmakta olup dogal popiilasyon desteklenmektedir.

Viicut yanlardan basiktir. Beden {iizerinde kahverengi halkalarla ¢evrilmis ve acik
sar1 zemin lizerinde diizensiz dagilmis siyah benekler vardir. Alt ve iist ¢eneler genellikle
birbirine esit durumdadir. Erkeklerde alt c¢ene ©ne dogru c¢ikintili bir goriiniim
alabilmektedir. Yan ¢izgi iizerinde 110 adet pul bulunur. Sirt yiizgeci IV 9-11, anal
yiizgeci ise III 7-8 seklinde 151n yapisina sahiptir. Omur sayis1 59, pilorik kese sayisi ise,
38-40’tir. Yaklasik 1 kg canli agirhigima ulasabilmektedir. Cinsel olgunluk yas1 3’tiir.
Endemik oldugu bdlgede dogal yumurtlamasi yaninda yapay iiretimi de yapilip dogal
poplilasyon desteklenmektedir (Emre ve Kiiriim, 1998).

1.3. Bakteriyel Balik Hastaliklar:

Baliklarda patojenik olan bakterilerin, yogun balik yetistiriciligi yapilan isletmelerde
biiylik ekonomik kayiplara neden oldugu bilinmektedir (Inglis vd., 1993; Austin ve Austin,
2007). Kiiltlir sartlarinda baliklarda hastalik meydana getiren bakteriler dogal ortamda
bulunan baliklarin stres kosullarindan uzak olmalari nedeniyle bu vakalarin nadiren 6liimle
sonuglandig bilinmektedir (Toranzo vd., 2005).

Bakteriyel patojenlerin baliklarda meydana getirdigi i¢ ve dis klinik semptomlar
baligin yasi, tiirii ve hastaligin seyri ile (akut, kronik) degismektedir. Bakteriyel balik
hastaliklar1 etkenlerinden olan Y. ruckeri, L. anguillarum ve L. garvieae salmonidlerde
yiiksek kayiplara neden olmaktadir.

Gram negatif enterik bir bakteri olan Y. ruckeri, 6zellikle Salmonidae familyasina ait
baliklarda akut ve ya kronik seyir gosteren yersiniosis ya da kizilagiz hastaligina neden
olur. Bu patojen mikroorganizma bugiine kadar salmonid baliklarin entansif

yetistiriciliginin yapildigi 5 farkli kitadaki bircok iilkeden (Avustralya, Bulgaristan,



Kanada, Sili, Danimarka, Finlandiya Fransa, Almanya Yunanistan, iran, Italya, Yeni
Zelanda, Norveg, Giiney Afrika, Portekiz, Ispanya, Isvec, Isvicre, Tiirkiye, Hirvatistan,
Ingiltere, Amerika Birlesik Devletleri ve Venezuela) bildirilmis olup, hastaligin yayilim
gosterdigi tilke sayis1 giinden giine artis géstermektedir (Austin ve Austin, 1999).

Vibriosis deniz baliklarinda goriilen en 6nemli hastaliklardan bir tanesi olup bugiine
kadar Vibrio ordalii, V. carchariae, V. alginolyticus, V. fischeri, V. harveyi ve V.
splendidus gibi diger Vibrio tiirlerinin bildirilmesine karsin, Listonella anguillarum baslica
patojen olarak uzun siiredir bilinmektedir (Christofilogiannis, 1993). Listonella
anguillarum daha ¢ok yiiksek sicakliklarda ve oksijen yetersizligi oldugu zamanlarda
goriiliir. Gram negatif bir bakteridir. Normal olarak balik florasinda bulunur fakat sicaklik
artinca etkisini daha fazla gosterir (West ve Lee, 1982).

Diger bir patojen tiir olan Lactococcus garvieae ilk olarak Japonya’da sarikuyruk
baliklarinda yiiksek oranda mortaliteye neden olmustur. Lactococcus garvieae’nin etken
oldugu enfeksiyonlar (Laktokokkosis) diinyanin farkli cografik bolgelerindeki tatli su ve
deniz baliklarinda yaygin olarak goriilmektedir (Ksuda ve Salati, 1999). Laktokokkosis
enfeksiyonlar iilkemizde ise, 2001 yilinda Ege bolgesindeki gokkusagr alabalig
isletmelerinde goriilerek yiiksek mortaliteye sebep olmustur (Cagirgan ve Tanrikul, 1997).
Lactococcus garvieae, gram pozitif fakiiltatif anaerobik, hareketsiz, sporsuz, oksidaz ve
katalaz negatif, oval kok, ¢ift ya da kisa zincirler olusturabilen kanli agarda alfa hemolitik,
uygun besi ortaminda 4 ila 45°C arasinda iireyebilen bir bakteridir (Ksuda vd., 1991; Prieta
vd., 1993; Eldar vd., 1996). Optimum ¢ogalma sicakligi 30°C’de 24 saattir. Ayrica Brain
heart infizyon agar (BHIA), Triptik Soy Agar (TSA), Triptik Soy Brot (TSB), Bile agar
(BA) ve Bile eskulin agar (BEA) gibi zenginlestirilmis besi yerlerinde tireyebilir (Toranzo
vd., 1994). Hastalik ozellikle su sicakliginin 16°C {iizerine ¢iktig1 yaz aylarinda etkili
olmakta ve bir¢ok balik tiirlinii etkileyerek ¢cok dnemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir

(Austin ve Austin, 1999).



1.4. Enfeksiyon Metotlari

Bir maddenin toksisite derecesini veya mikroorganizmanin viriilentligini ifade etmek
icin akut toksisite letalite veya akut mortalite birimi olan LDsg ifadesi kullanilir. Solunum
yolu diginda diger tiim yollarla organizmaya girerek etki gosteren kat1 veya sivi haldeki
kimyasal maddelerin veya mikroorganizmalarin belirli kosullarda bir kez verildiginde bir
gruptaki deney hayvanlarinin %50’sini 6ldiiren dozu ifade eder ve bu deger mg/kg veya
CFU olarak belirtilir. LDsy degeri maddelerin toksik etki olusturma veya
mikroorganizmalar icin virulent potansiyellerini karsilastirmay1 ve bu ifade ile maddenin

hangi dozlarda veya mikroorganizmalarin hangi sayida etkili oldugunu belirtir.

1.4.1. immersiyon Yontemi

Pullu baliklarda bu yolla uygulamada tedavinin etkinligi azalmaktadir. Banyo
yoluyla kimyasal tedavi uygulandiginda kapali devre sistemlerinde nitrifikasyon yapan
bakterilerde dldiirtiilmiis olacagindan, kapali yontemle sirkiilasyon yapilan {initelerde nitrit
ve amonyak zehirlenmeleriyle karsilasilabilmektedir.

Banyo yoluyla ila¢ uygulamasi ya kisa siireli yiiksek yogunlukta ilaghi suya
daldirmak suretiyle veya diisiik konsantrasyonda uzun siireli olmak iizere iki sekilde
uygulanmaktadir. Kisa siireli uygulamadan sonug alintyorsa tercih edilmelidir. Ciinkii hem
1§ yikiinli ve siireyi kisaltir hem daha az ilag uygulanir ve baliklar daha az strese maruz

kalirlar (Austin 1984; Gudding vd., 1999; Romoren vd, 2002b)

1.4. 2. Cohabitation Yontemi

Cohabitation yontemi birka¢ yolla yapilabilir. Bunlarin en yaygini; test edilecek bir
ya da birka¢ balik tiirlinden belirli sayida bir tank igerisine koyulur. 10-15 giin
inkiibasyondan sonra tankin icine istenen bir etkenle (bakteri veya viriis) enfekte edilmis
birkag canli balik birakilir. Diger baliklarin dogal yolla enfekte olmas1 beklenir. Diger sekli
ise enfekte edilmis baliklarin icinde bulundugu tankin suyunun saglikli baliklarin
bulundugu tanka aktarilmasi seklindedir. Dogala en yakin enfeksiyon seklidir (Algoet vd.,
2009).



1.4. 3. Enjeksiyon Yontemi

Baliklarda bazi viral ve bakteriyel hastaliklara karsi enjeksiyon uygulamasi
yapilmaktadir. Enjeksiyon yontemi ile verilecek antibiyotik oranini azaltilarak bakterilerin
diren¢ kazanmalarmin oniine ge¢ilmis olunur. Enjeksiyon yoluyla uygulama baliklara tek
tek ve intraabdominal yolla uygulanir. Islem baslamadan once baliklar bir anestetik
soliisyon 1ile sakinlestirilir ve daha sonra uygulamasina gecilir. Bu yontemle baliklara
verilecek maddenin miktar1 ve hacmi ayarlanarak, her bir baliga ayn1 miktarda verilmesi
saglanir. Farkli oranlarda verilmesinin Oniine gegilir. Bu nedenle diger metotlara gore
enjeksiyon yontemi daha etkilidir. Bu tip uygulama tekniginde genellikle koruma siiresi

yiiksek, birim maliyeti diisiik ve pratik olarak tanimlanir (Erganis, 2003).

1.5. Calismanin Amaci ve Onemi

Su iriinleri yetistiriciliginin stirdiiriilebilirligini risk altinda tutan ve sektoriin
gelisimini etkileyebilecek onemli faktorlerden biriside hastaliklardir. Balik tiirii, yetistirme
sistemi, g¢evresel kosullar ile patojen karakteristikleri baliklarda hastaliklarin ortaya
cikisinda etkili olmaktadir. Herhangi bir patojenin izolasyonu ve tanimlanmasi her zaman
tedaviye baslamak icin yeterli degildir. Tedaviye baslayabilmek icin, hastalik etkeni
bakterinin tiirli, Olim orani, tedavinin maliyeti gibi bircok faktér goz Oniinde
bulundurularak karar verilmelidir. Ayrica iiretim c¢esidi, liretimin yapildigi initenin
durumu, su sicakligi ile su Kkalitesi, tedavinin basarisim1 etkileyen en Onemli diger
faktorlerdendir. Hastaliklarin tedavisinde, segilen ilaglar biiylik Olclide yeme katilarak
verilmektedir. Ancak bu durumda, su ortamina atilan ilagli yemin ne olglide balik
tarafindan alinacagini onceden kestirmek oldukc¢a zordur. Kullanilan antibiyotiklere karsi
bakterilerin diren¢ kazanmasi ve kazanilan diren¢ geninin baska bakterilere aktarilmasi
sonucu antibiyotiklerin kullanim alan1 azalmaktadir. Ayrica antibiyotiklerin uygulamasinin
is ylkiinii artirmasi ve ¢evreyi kirletmesinden dolayr kullanimi en aza indirilmelidir. Bu
nedenle antibiyotik kullanimini azaltmak icin baliklar ya asilanmali ya da hastaliklara
direngli varyeteler elde edilmelidir. Bu baglamda bu arastirmada kahverengi alabaliklardan

Salmo t. labrax, Salmo t. caspius ve Salmo t. abanticus ile bunlarin birbirleriyle



caprazlanmasindan elde edilen hibritlerinin salmonidlerde yaygin olarak goriilen Yersina
ruckeri’nin  sebep oldugu yersiniosis, Lactococcus garvieae nin sebep oldugu
laktokokkosis ile Listonella anguillarum’un sebep oldugu vibriosise karsi direngleri
belirlenerek hangi grubun bu hastaliklara daha direngli ve hangilerinin daha hassas

olduklar1 belirlenmeye ¢alisilmistir.

1.6. Onceki Cahsmalar

Cesitli balik tiirlerinin farkli bakteri ve viral etkenlere karsi duyarliliklarini tespit
etmek amaci ile deneysel enfeksiyonlara (duyarlilik testleri) son yillarda siklikla
basvurulmaktadir. Bu testler; tiir duyarliliklarinin yani sira yeni izole edilen bakteri ve
viriis suslarinin patojen ya da apatojen olmalari, konakg¢idaki direng gelisimi, immunojenite
ve yeni tretilen asilarin denenmesi gibi daha birgok konularda bilime yardimci olmaktadir.

Algoet vd. (2009) gokkusagi alabaliginin L. garvieae’ya karsi duyarliliklarini tespit
etmeye ¢alismislardir. Pulse-field gel elektroforez (PFGE) metodu ile karakterize edilen L.
garvieae susunun, farkli doz ve sicaklik araliginda gokkusagi alabaligi tizerine olan
etkilerini belirlemislerdir. Intraperitonal (i.p.) enjeksiyon yolu ile enfekte edilen baliklarin
su sicakliginin ve bakteri yogunlugunun artigt 6liim oranini (mortalite) arttirdigini tespit
etmislerdir. Baliklarin %350°sini 6ldiiren bakteri miktar1t LDsg 2x10% CFU/balik olarak
belirlemislerdir. Ayrica baliklarin bir kismindan bakterinin geri izole edilebilmesi, hastalik
belirtisi gostermeyen baliklarin tasiyici olabilecegi sonucuna varmiglardir.

Hosseini vd. (2011) gokkusagi alabaliklarinin L. garvieaeya karsi direngliliklerini
arastirmiglardir. Immersiyon yontemiyle enfekte edilen baliklarin LDsy degeri 1 x10’
CFU/balik olarak hesaplanmigtir. Benzer bir baska c¢alismada ise, L. garvieae ile enfekte
edilen Nil tilapya baliklarinda (Oreochromis niloticus) oliimler 7 giin siirmiis ve LDsg
degeri 1,41 x 10° CFU/balik olarak tespit edilmistir (Evans vd., 2009).

Listonella anguillarum enfekte edilerek olusturulan vibriozis enfeksiyonunun
gokkusagi alabaliklarinda meydana getirdigi degisimler incelenmistir. Intraperitonal
enjeksiyon ile enfekte edilen baliklarin 13,0440,22°C’de LDsg degeri 2,3)(102 CFU/balik
olarak tespit etmiglerdir (Ceylan ve Altun, 2011).

Temprano (2005), 16°C’de 17-25 g agirhigindaki gokkusagi alabaliklarina
intraperitonel enjeksiyon yontemi ile Y. ruckeri enfekte etmistir. Enfeksiyondan 7 giin
sonra LDsy degeri 5,19 x 10" CFU/ balik olarak belirlenmistir. Bir diger c¢alismada



Aeromonas hydrophila’nin Nil tilapiyasi’'nda LDsy degeri belirlenmistir. Farkli bakteri
yogunlugunda (10°, 10° ve 10’CFU) intraperitonel yolla enfekte edilen baliklarm LDsg
degeri 1,9x10° CFU/balik olarak belirlenmistir (Aldik, 2010).

Algoet vd. (2009), L. garvieae ile intraperitonel yolla enfekte edilen gokkusagi
alabaliklarinda en yiiksek 6liim oranlarinin 18°C’de 7,25x 10° CFU bakteri yogunlugunda
gerceklestigini belirlemistir. Baliklarin LDsy degeri 2,0x10° CFU/balik olarak tespit
edilmistir. Ayni calismada, kahverengi alabaliklarin LDsg degeri 6,1x10? CFU/balik olarak
belirlenirken, dogrudan bulastirma yoluyla enfekte edilen Atlantik salmonlarinda (Salmo
salar) LDs degeri 1,6 x10* CFU/balik olarak belirlenmistir.

Tire (2015) Karadeniz alabaligi (Salmo trutta labrax) ile gokkusagi alabaliginin
laktokokkosise karst duyarliliklarint ve direng farkliliklarint arastirmistir.  Farkli
yogunluktaki bakterilerle (2x10%, 2x10° ve 2x10°) intraperitonel yolla enfekte edilen
gokkusagr alabaliklart 16°C’lik su sicakhiginda LDsp degeri 2x10° CFU/balik olurken,
Karadeniz alabaliklarinin kullanilan bakteri yogunluklarina karsi direngli oldugu tespit

edilmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kahverengi Alabaliklar ve Bakteriler

Calismada kullanilan kahverengi alabaliklar dogadan toplanarak Karadeniz Teknik
Universitesi, Siirmene Deniz Bilimleri Fakiiltesi’ne ait Ibrahim Okumus Arastirma ve
Uygulama Merkezinde stoklanmistir. Cinsi olgunluga ulasmig S. trutta labrax (L), S. trutta
abanticus (A) ve S. trutta caspius’un (C) sagimlar1 yapilip ¢aprazlanarak hibrit bireyler
elde edilmistir (Tablo 1). Hibrit ve hibrit olmayan baliklarin her giin bakimlari yapilarak
deney baslangicina kadar viicut agirliginin %3 oraninda pelet yemlerle beslenmistir. Deney
oncesi baliklar 40 litrelik akvaryumlarda 15 giin siireyle tutularak laboratuar ortamina

adaptasyonlari saglanmistir.

Tablo 1. S. trutta labrax (L), S. trutta abanticus (A) ve S. trutta caspius (C)
tiirlerinin ¢aprazlanmasi ile elde edilen hibrit bireyler. Gruplardaki
ilk siradaki balik disi ve ikinci siradaki balik ise erkektir.

Gruplar Gruplarin Kisaltilmasi
S. tlabrax X S. t. labrax LL
S. t. labrax X S. t. abanticus LA
S. t. labrax X S. t. caspius LC
S. t. abanticus X S. t. abanticus AA
S. t. abanticus X S. t. labrax AL
S. t. abanticus X S. t. caspius AC
S. t. caspiusX S. t. labrax CL
S. t. caspius X S. t. abanticus CA
S. t. caspiusX S. caspius CcC

Enfeksiyon isleminde kullanilan Y. ruckeri, L. anguillarum ve L. garvieae bakterileri

ise yine ayni fakiilteye ait Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’ndan temin edilmistir.
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2.2. Metot

2.2.1. Baliklarin Bakterilerle Enfeksiyonu

Y. ruckeri, L. anguillarum ve L. garvieae enfeksiyonunda kullanilan hibrit ve hibrit

olmayan 9 farkli gruba ait baliklarin boy ve agirlik degerleri Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. Y. ruckeri, L. anguillarum ve L. garvieae enfeksiyonunda kullanilan hibrit ve
hibrit olmayan baliklarin boy ve agirlik degerleri

Gruplar Y. ruckeri L. garvieae L. anguillarum
Boy (cm)  Agirlik (g) Boy(cm) Agrirlik (g) Boy (cm) Agirlik (g)
LL 12,57+0,84 18,1943,83  13,55+0,83 32,11£5,62  14,48+1,14  39,69+8,32
LA 11,58+2,27 14,96+1,15  12,0+0,71  22,954£2,94  11,3+0,802  16,81+£3,54
LC 9,85+1,30  18,33+2,99 16,15£2,35 59,31+11,03 10,79+0,81 15,012+3,34
AA 7,62+0,16 16,10+2,14  12,4+1,40 16,81£3,00 13,16+1,39  30,21£9,06
AL 8,93+0,80 12,70+£3,54 10,75+£0,25 18,93+1,62 13,86£1,32  30,69+8,32
AC 7,19+0,87  11,04+3,34  11,8+0,71 19,62+3,37  11,82+1,32  20,09+6,46
CL 7,99+259 10,27+2,99  9,0+0,70 9,16+£0,50  10,91+1,21  14,38+2,99
CA 11,38+2,36  19,18+5,61 13,92+1,42 28,19+£8,67 10,33+1,25  15,40+3,02
CC 13,50+2,36  29,47+11,36 12,85+0,59 20,53+3,01 10,50+0,96  15,65+2,37

2.2.1.1. Baliklarin Yersinia ruckeri’ye Karsi Direncliliklerinin Belirlenmesi

Hibrit ve hibrit olmayan baliklar 40 litrelik akvaryumlara, 10 balik/akvaryum olacak
sekilde stoklanmigtir. Akarsu sistemine sahip her bir grup i¢in 3 akvaryum kullanildi. PBS
icerisinde seyreltilerek yogunluklari 1x10%, 1x108, 1x10°, 1x10%, 1x10? CFU/balik olarak
ayarlanan 5 farkli bakteri konsantrasyonu olusturuldu. Kontrol grubu dahil 6 farkli grupta
180 adet balik bir enfeksiyon denemesinde kullanilmistir. Benzokain (0,2 ml/L)
kullanilarak bayiltilmis baliklara intraperitonel enjeksiyon yontemiyle 0,1 ml Y. ruckeri
enjekte edildi. Kontrol grubu baliklara ise sadece 0,1 ml PBS enjekte edildi. Baliklar ilk 24
saat, iki saatlik arayla, daha sonraki gilinlerde giin asir1 olmak tiizere toplam 30 giin
gozlemlendi. Olen baliklar akvaryumlardan hemen alinarak bakteriyolojik yonden
incelenerek 6liim nedenleri tespit edilmistir. Deney siirecinde suyun sicakligi ve ¢oziinmiis
oksijen degerleri sirasiyla 11,2+1,1°C ve 8,10+0,6 mg/L olarak Ol¢iilmistiir. Baliklar
enfeksiyondan 24 saat sonra yemlemeye baslanmis ve her giin giinliik bakimlar1 yapilarak

deney sonuna kadar viicut agirliginin %3 oraninda pelet yemlerle beslenmislerdir. Ayrica
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deney siiresince akvaryumlarin ¢ikis sulara UV fitrelerden gecirilerek steril edildikten

sonra desarj1 yapilmistir.

2.2.1.2. Baliklarin Lactococcus garvieae’ye Karsi Direncinin Belirlenmesi

Yersinia ruckeri’nin enfeksiyonda yapilan islemler L. garvieae enfeksiyonu i¢in de
uygulanmustir. Baliklarin 14 giinliik adaptasyon siirecinden sonra 1x10%°, 1x10%, 1x10°%,
1x10*, 1x10° CFU/balik olacak sekilde deney gruplar1 ve kontrol grubu olusturuldu. Yine
deney 3 tekerriir ve her akvaryum da 10 balik olacak sekilde diizenlenerek kontrol dahil
her denemede toplam 180 adet balik kullanilmistir. Baliklara intraperitoneal enjeksiyon
yontemiyle 0,1 ml PBS’de seyreltilmis L. garvieae enjekte edildi. Kontrol grubu baliklara
ise sadece 0,1 ml PBS enjekte edildi. Deney siirecinde suyun sicakligi ve ¢oziinmiis

oksijen degerleri sirasiyla 11,2°C+1,1 ve 8,10+0,6 mg/L arasinda dl¢tilmiistiir.

2.2.1.3. Baliklarin Listonella anguillarum’a Karsi Direncinin Belirlenmesi

Listonella anguillarum enfeksiyon deneyinde de yine yukarida belirtilen islemler
uygulanmistir. Laboratuvar ortamina adaptasyonu saglanmis baliklarin deney ve kontrol
gruplart olusturuldu. Bakteri yogunluklar: 1x10*°, 1x108, 1x10°, 1x10*, 1x10% CFU olacak
sekilde PBS kullanilarak ayarlandi. Her gruba intraperitonel enjeksiyon yontemiyle 0,1 ml
enjekte edilirken kontrol grubu baliklarina ise sadece 0,1 ml PBS enjekte edildi.
Enfeksiyon isleminde her grupta 30 adet balik kullanilmistir.

2.2.2. Biyokimyasal Analiz

Yersina ruckeri, L. anguillarum ve L. garvieae enfeksiyon deneyleri siiresince 6lmek
tizere olan ya da yeni Olmiis baliklar alinip biyokimyasal analizleri yapilarak o6lim
nedenleri aragtirllmigtir. Bu amagla balik 6rneklerinin karaciger, bobrek, dalaklarindan,
TSA’ya ekimler yapilarak inkiibasyona birakilmistir. Baliklardan izole edilen bakteriler
22-30°C’de 48 saat slireyle inkiibasyona tabi tutulduktan sonra saf olmayan koloniler
saflastirilmistir. Saf koloniler API 20E (Biomerieux, Marcy 1'Etoile, Fransa) testlerinin

yant sira asagidaki biyokimyasal testlerle tanimlanmistir. Bu testler; Gram boyama,
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sitokrom oksidaz, oksidasyon/fermentasyon, katalaz, 16sin aminopeptidaz, 3-galaktosidaz,
B-glukosidaz, B— mannosidaz, dihidrolaz, lisin dekarboksilaz, ornitin dekarboksilaz, sitrat
kullanimi, H,S {iretimi, {iireaz, indol {iretimi, voges proskauer, jelatinaz, glukoz
fermentasyonu, mannitol, inositol, sorbitol, ramnoz, amigdalin, melibioz, laktoz, metil
kirmizist ve arabinoz fermentasyon testleri seklindedir (Frerichs, 1984; Krieg ve Holt,

1984; Lennette vd., 1985; Holt vd., 1994; Austin ve Austin, 2007).

2.2.3. istatistik

Baliklarin boy ve agirliklart ile deney suyu kalite degerlerinin hesaplanmasinda
Microsoft Excel programi kullanilmistir. Yersinia ruckeri, L. anguillarum, L. garvieae’nin
baliklar {izerine olan viriilensligi ya da LDsy degerleri probit analiz yontemiyle (SPSS
2002, SPSS Chicago, IL, USA) hesaplanmistir. Bakterilerle enfekte edilen baliklarda ve
kontrol baliklarinda goriilen 6liimler Kaplan—Meier yasama ve 6liim zamani analizi testi ile
analiz edilmistir. Gruplar arasinda 6nemli fark goriildiigiinde ortalamalar Cox—Mantel testi

(Statistica, Statsoft, Tulsa, OK, USA) ile analiz edilmistir.



3. BULGULAR
3.1. Deneme Calisma Bulgular:

Denemelere baglamadan 6nceki adaptasyon siiresince hi¢ bir grupta balik 6lmemistir.
Y. ruckeri ile enfekte edilen baliklar enfeksiyonun 3. giiniinden sonra 6lmeye baslamis ve
15. giine kadar devam etmistir. En fazla 6lim 1x10° CFU konsantrasyonunda olurken,
1x10" CFU ve 1x10° CFU konsantrasyonlarinda hi¢ balik 6lmemistir. Baliklarin %50 sini
oldirmek igin en fazla yogunluk 10" CFU/balik LL grubu igin belirlendiginden bu
hastaliga kars1 da en direngli grup LL grubudur. Diger taraftan da Y. ruckeri’ye karsi en
hassas olan grup da CA grubudur (10*%* CFU/balik) (Tablo 3). LDsg verilerine gore
yapilan yasama orani testi ve buna bagli olarakta Cox-Mantel testi yapildiginda bazi
gruplarin Y. ruckeri’ye karsi hassas bazilarin ise daha direngli olduklar1 belirlenmistir.
Analiz sonucunda da CL-LL, AA-AC, AA-LL, AC-LL, AL- CL, AL-AC, AL-LL, CL-LL

ve LC-LL gruplar arasinda istatistiki olarak 6nemli fark oldugu bulunmustur (Tablo 4).

Tablo 3. Hibrit ve hibrit olmayan baliklarin Y. ruckeri enfeksiyonu sonunda
%350’sinin 6liimiine neden olan bakteri miktari

Gruplar LDso (CFU/balik)
S. tlabrax X S. t. labrax 10/>71(7370-8.33%6)
S. t. labrax X S. t. abanticus 107:203(6.818-7,587)
. labrax X S. t. caspius 108743(6.673-7.213)
. abanticus X S. t. abanticus 10°047(2:587-7.094)
. abanticus X S. t. labrax 106679(6,679-8,104)
. abanticus X S. t. caspius 10*670(4.269-5,068)
. caspiusX S. t. labrax 1(®-687(6.600-9.490)
. caspiusX S. t. caspius 1(°380(4:336-6.479)
. caspiusX S. t. abanticus 10*234(2.188-6.002)

ZRV RV NIRRT N
~ ~ ~ ~ ~ ~ -~

Persistansin  belirlenmesi ¢alismalarinda ise baliklarin karaciger, dalak ve
bobreginden Y. ruckeri izole edilmistir. Yersinia ruckeri enfeksiyonunda ilk goriilen belirti
durgunluk ve istahsizliktir. Balik derilerinde kararma, gbdzde ve agiz etrafinda,
solungagclarda, viicut lizerinde ve 6zellikle pektoral yiizgec cevresinde hemorajiler Sekil 1,

2 ve 3’de gosterilmistir.
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Tablo 4. Farkli sayilardaki Y. ruckeri, L. anguillarum ve L. garvieae ile enfekte
edilen baliklarin LDsg degerlerine gore yapilan yagama orani analiz testi ve
Cox-Mantel testi sonucuna gore gruplar arasindaki istatistiki farklar. P
degeri 0,05 den biiyiik oldugu gruplarda (-) isareti kullanilmistir

Gruplar Y. ruckeri L. garvieae L. anguillarum
CL-LL 0,00 - -
AA-AC 0,02 0,03 0,00
AA-AL - 0,02 -
AA-CL - - 0,00
AA-LL 0,02 - -
AC-LL 0,03 - 0,02
AL-CL 0,04 - -
AL-AA - 0,02 0,02
AL-AC 0,01 - -
AL-LL 0,01 - -
CL-LL 0,00 - -
LA- AC - 0,00 0,00
LA-AA - 0,00 0,00
LA-AL - 0,01 0,00
LA-CL - 0,02 0,04
LC-CL - 0,02 0,02
LC-AC - - 0,00
LC-LL 0,01 0,04 0,04
LL-AA - 0,00 -
LL-AC - 0,02 -

Sekil 1. Yersinia ruckeri enfekte edilen Salmo trutta labrax’in i¢ organlarinda
meydana gelen patolojik degisimler
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Klinik semptomlara bakildiginda i¢ organlardaki en karakteristik bulgu sarimtirak
stvi birikimi ve bobrek ve dalakta biiylime olarak belirlenmistir. Baliklarda goziiken
kararma belirtisi enfekte edildikten 2 giin sonra ortaya ¢ikmaya baglamistir. Durgunluk ve

istahsizlik belirtileri bu donemden sonra ortaya ¢ikmustir.

Sekil 2. Yersinia ruckeri enfekte edilen Salmo trutta labrax’in akvaryumdaki
gorunimu

Sekil 3. Salmo trutta labrax ve S. trutta abanticus hibritlerinin Y.
ruckeri enjekte edildikten sonraki agiz ve solungaglardaki
hemorajiler
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Lactococcus garvieae enfekte edilen denemede baliklarda 3. giinden sonra dliimler
baslamistir. Balik dliimleri 11. giine kadar devam etmistir. Olen baliklarm karaciger, dalak
ve bobreginden L. garvieae izole edilmistir. En fazla olim 1x 10° CFU/bahik
konsantrasyonunda olurken, en az 6lim 1x 10° CFU/balik konsantrasyonunda
belirlenmistir. 10° ve 10" CFU L. garvieae/balik gruplarinda ise 6liime rastlanmamustir. En
direngli grup olarak LA belirlenirken, en direngsiz grup olarak CA grubu bulunmustur
(Tablo 5).

LDso verilerine gore yapilan yasama orani testi sonuglarma bazi gruplarin L.
garvieae’ya karsi hassas bazilarinin ise daha direngli olduklar1 belirlenmistir. Analiz
sonucunda da AA-AC, AA-AL, AL-AA, LA- AC, LA-AA, LA-AL, LA-CL, LC- CL, LC-
LL, LL-AA ve LL-AC gruplar1 arasinda istatistiki olarak 6nemli fark oldugu bulunmustur
(Tablo 4).

Lactococcus garviae’'da ilk goriinen etki durgunluk ve istahsizliktir. Diizensiz ylizme
ve i¢ organlarda goziiken iltihapl bir durum Sekil 4’de ki gibidir. Bunun yan1 sira viicut

derisinde kararma yem alma sikintisi gézlenmistir. Ayrica aniiste hemoraj goziiken

etkenler arasindadir.

Sekil 4. Lactococcus garvieae enfekte edilen (LA)’da i¢ organlarda géziiken degisiklikler
ve yapilar1 bozulan organlar
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Tablo 5. Kahverengi alabaliklarin L. garvieae enfeksiyonu sonunda baliklarin
%350’sinin dliimiine neden olan bakteri miktar1

Gruplar LDsy (CFU/balik)
S. t. labrax X S. t. labrax 1089 O.678587)

S. t. labrax X S. t. abanticus 108~061(7:410-8916)

S. t. labrax X S. t. caspius 107 448(6.875-9.133)

S. t. abanticus X S. t. abanticus 10777>(7.057-10691)
S. t. abanticus X S. t. labrax 107473

S. t. abanticus X S. t. caspius 1-890(6:424-7,666)

S. t. caspius X S. t. labrax 107778

S. t. caspiusX S. t. abanticus 10°795(4859-8:373)

S. t. caspius X S. t. caspius 1°837(6:258-7.454)

Listonella anguillarum enfekte edilen denemede baliklarda liimler 2. giinden sonra
baslamistir. En fazla 6liim 1x10° CFU/balik konsantrasyonunda olurken, 1x10° CFU /balik
konsantrasyonunda hi¢ balik 6lmemistir. Listonella anguillarum enfeksiyonuna karsi en
direngli grup LL olarak belirlenmistir. En direngsiz grup olarak da CL belirlenmistir (Tablo
6). Olen Baliklarin karaciger, dalak ve bébreginden L. anguillarum izole edilmistir.

LDso verilerine gore yapilan yasama orani testi sonuglarina gore bazi gruplarin
Listonella anguillarum’a kars1 hassas bazilarinin ise daha direngli olduklar1 belirlenmistir.
Analiz sonucunda da AA-AC, AA-CL, AC-LL, AL-AA, LA- AC, LA-AA, LA-AL, LA-
CL, LC- CL, LC-AC ve LC-LL gruplart arasinda istatistiki olarak 6nemli fark oldugu
bulunmustur (Tablo 4).

Listonella anguillarum ile enfekte edilen baliklarda goriilen ilk karakteristik belirtiler
karin bolgesinde petesial kanamalar, sislik ve mide, bagirsakta hemorajik bulgulardir.
Istahsizlik, hareketsizlik, kizarmis bolgeler, balik renginde degisme, i¢ organlarda

kanamalar goriilen diger belirtilerdir.
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Sekil 5. Listonella anguillarum enfekte edilen balikta goriilen kanamalar

Tablo 6. Kahverengi alabaliklarin L. anguillarum enfeksiyonu sonunda
baliklarin %50’sinin 6liimiine neden olan bakteri miktari

Gruplar LDs, (CFU/balik)
S. t. labrax X S. t. labrax 10> 3207046090
S. t. labrax X S. t. abanticus 10*827(4,238-5,487)
S. t. labrax X S. t. caspius 10> 014(4,530-5,520)
S. t. abanticus X S. t. abanticus 10*092(3:625-4,557)
S. t. abanticus X S. t. labrax 10*014(3,391-4,633)
S. t. abanticus X S. t. caspius 10*°92(4.124-5.071)
S. t. caspius X S. t. labrax 103 773(2.879-4.399)
S. t. caspius X S. t. abanticus 10°>078(4.087-6.174)
S. t. caspius X S. t. caspius 10*477(3:682-5.260)




4. TARTISMA

Ulkemizde su iiriinleri yetistiriciligi sektorii son yillarda bilyiik asamalar kat etmistir
(Aydin vd., 2005). Kiiltiir balik¢ilig1 ile yapilan yogun stoklama nedeniyle ¢ok sayida
baligin bir arada ve yakin temas halinde bulunmasi, dogada (dere, gol, golet, deniz, vs)
serbest yasayan baliklara oranla, daha fazla hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.
Baliklarin i¢inde bulunduklari biyotik ve abiyotik yasam kosullarinin olumsuz yonde
degismesi, bunlarin kisa siirede diizelmemesi ve devam etmesi, bulasici olmayan
hastaliklarin olusumuna ve bu durumun baliklarin bagisiklik sistemlerinin negatif yonde
etkilenmesine neden olmaktadir. Kiiltiir balik¢iliginda hastalik olustuktan sonra onu tedavi
etmek cok zor olup, uzun ve yorucu bir ¢alismay1 gerektirmektedir. Balik iiretimindeki
hizli gelisim, hastaliklar ve ila¢ kullanimima bagli ekonomik kayiplari da beraberinde
getirmistir. Yetistiricilik alanindaki basari, ancak etkili balik sagligi yonetimi ile miimkiin
olmaktadir. Gelisen ila¢ sanayi ve yetistiricilik tekniklerine ragmen bakteriyel hastaliklara
bagli balik dliimleri halen en 6nemli yetistiricilik problemlerindendir (Kusuda ve Kawai,
1998). Son yillarda ayni tiir igeresinde ya da farkli tiirler birbirleriyle caprazlanarak
cevresel kosullardaki degisimlere dayanikli hibrit tiirler elde edilmistir. Bu tiirler tizerinde
aragtirmalar yogunlagsmaktadir.

Calismamizda ¢ farkl bakteriye karsi hibrit ve hibrit olmayan dokuz farkli balik
grubunun gostermis olduklart direng arastirilmistir. Bu baliklar farkli bakteri tiirlerine karsi
farkli hassasiyetler gostermektedir. Yine de annesi labrax olan hibrit grubu diger hibritlere
oranla kullanilan bakterilere karsi daha direncli oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle su
kalitesindeki degisimlere bagli olarak ortaya ¢ikan saglik problemleri kaynakli balik
kayiplar1 bu ve buna benzer calismalar yapilarak elde edilen hibrit tiirler kullanilarak
Onlenebilir.

Tiire (2015) gokkusagt alabaliklar1 {izerinde gergeklestirdigi c¢alismada L.
garvieae’nin LDsq degerinin 2 x10° oldugunu tespit etmistir. L. garvieae’nmn kullanildig:
bir diger caligmada ise tilapya baliklarinda LDsy degeri 1,41x10° CFU/balik olarak
belirlemistir. Ayn1 bakteri susunun kullanildig1 ¢alismamizda ise, 9 farkli hibrit ve hibrit
olmayan balik tiirlerinde farkli oranlarda mortaliteye sebep olmasi, bakteri konak iligkisi

ile aciklanabilir.
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Algoet vd. (2009) yaptiklar1 ¢alismada farkli sicakliklarda ve sabit dozda bakteri
miktar1 ile gokkusagr alabaliklarinin enfekte edildigi denemede, su sicakligr arttikga Sliim
oranmin arttig1 goriilmiistiir. Bakteri dozu arttirildikca balik 6liimlerinin  arttiginin
gorildiigi bir baska denemede ayrica Gokkusagi alabaligi en duyarhi tiir olarak
belirlenmistir. Arastirmamizda kullanilan Y. ruckeri, L. garvieae, L. anguillarum
bakterilerine karst en duyarli tiir LL olurken en hassas hibrit olan tiir CL oldugu tespit
edilmistir. Hibrit olanla olmayan tiirlerin farkli patojen bakterilere karsi gosterdikleri
direngliliklerde farliliklar  goriilmektedir. Bu farkliliklarin ~ genetik  faktorlerden
kaynaklandig1 sOylenebilir.

Bu tezde uygulanan enfeksiyon metodu enjeksiyon seklinde olup diger yontemlere
oranla etkinliinin daha uzun silirdiigi gozlemlenmistir. Bir baska ¢alismada gokkusagi
alabaliklarina immersiyon yontemiyle L. garvieae verilerek LDsy degeri 1x10° olarak
hesaplanmistir (Hosseini, 2011). Arastirmamizda ise, L. garvieae ile enfekte edilmis
baliklarda LDso degeri 10°-10° arasinda bulunmustur. Algoet vd. (2009), L. garvieae
kullanilarak intraperitonel yolla enfekte edilmis c¢alismada, LDsy degeri gokkusagi
alabaliklar1 igin 2,OX102 CFU/balik, kahverengi alabalikta ise LDso degeri 6,1X102
CFU/balik olarak bulunmustur. Ayni calismada dogrudan bulastirma yolluyla enfekte
edilmis Atlantik salmonlar1 ve kahverengi alabaliklarinda L.Dsy degeri sirastyla 1,6x10* ve
1,0x10* olarak tespit edilmistir. LDsg degerindeki bu farkliligin olusumuna genetik
faktorlerin ve uygulanan yontemin farkliligindan kaynaklandigini sdylemek miimkiin
olabilir. Ayn1 zamanda balik biiyiikliikleri hastaliga karsi direngli olmalarinda oldukga
onemli olup LDsp degeri lizerinde etkili olmaktadir. Bu nedenle farkli ¢calismalarda enfekte
edilen balik tiirlerinin ve diger ¢evresel kosullarin ayni olmasina ragmen biiyiikliiklere
bagli olarak LDsq degerleri de farkliliklar gosterebilir.

Bakteriler ideal su sicakliklarinda hizli bir seklide cogalirlar ve bagisiklik sistemi
zayiflamis olan baliklarda hastaliklara neden olurlar. Su sicakliginin diismesi ya da bakteri
icin optimum olmamasi hastalik riskini azaltir. Calismamizda su sicakliklarinin 11°den
13°C’ye ¢iktig1 durumlarda enfekte edilmis baliklarda Olim oranlarinin artti
gbzlemlenmistir. Benzer bir baska ¢alismada, su sicakliginin artigina paralel olarak LDsg
degerinin de arttifini tespit etmislerdir (Temprano, 2005). Aldik (2010), Aeromonas
hydrophila’nn Nil tilapiasinda da yiiksek yogunluklarda (10”) 6liimlerin olmamasi bu
bakterinin diisiik su sicakliklarinda etkinliginin az olmasindan kaynaklandigi sonucuna

varilmistir.



5. SONUCLAR

Tiirkiye’de 108,239 tonu i¢ sularda,126,894 tonu denizlerde olmak {izere toplamda
235,133 ton alabalik yetistiriciligi yapilmaktadir (TUIK, 2014). Su fiiriinleri iiretiminde
karsilagilan en biiyiik problemlerinden birisi de bakteriyel hastaliklardir. Yiiksek stok
yogunlugu ile fiziksel, kimyasal, biyotik ve abiyotik optimal yasam kosullarinin olumsuz
yonde ve uzun siireli degismesi, ozellikle bir ¢ok hastaligin ¢ikmasina neden olmaktadir.
Hastaliklarda ortaya ¢iktiginda kimyasallarla tedavi edilmektedir. Kimyasallarin kullanimi
da hem isletme maliyetini artirmakta hem de cevreyi kirletmektedir. Ozellikle
antibiyotikler kullanildiginda gevreyi kirlettigi gibi bakterilerinde diren¢ kazanmalarim
saglamaktadir ki bu da sonraki antibiyotik tedavilerini zorlagtirmaktadir. Bu baglamda
1slah c¢aligmalar1 yapilarak hastaliklara direngli ekotipler belirlenmelidir. Bdylece
hastaliklarin ~ ortaya c¢ikis1 engellendiginden hem kimyasal madde kullanimi
olmayacagindan daha ekonomik olur hem de cevre kirletilmemis olur. Bakteriyel balik
hastaliklar1 biyolojik ve biyolojik olmayan nedenlere ayrilir. Biyolojik nedenlere
bakterileri, biyolojik olmayan nedenler de yem, su ve genetik faktorler ile iligkilendirilir.

Bu c¢aligmada alabaliklarda yaygin olarak goriilen bakteriyel balik hastaliklari
etkenlerinden Y. ruckeri, L. garvieae, L. anguillarum’a karsi, kahverengi alabaliklardan
Salmo t. labrax, Salmo t. caspius ve Salmo t. abanticus’un kendileriyle ve birbirleriyle
caprazlanmasindan elde edilen hibritlerinin direnglilik farklar1 olup olmadiklar
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar asagidaki gibi 6zetlenmistir.

1) Bu ¢alismada LL, CC ve AA dogal alabalik tiirleri ile bu tiirlerin birbirleriyle
caprazlanmast sonucu elde edilen hibritler (AC, AL, CL, LC, LA, CA)
kullanilmistir.

2) Yersinia ruckeri ile yapilan enfeksiyon caligmasinda 6liimler 3. giinden itibaren
baslamis, 15. giine kadar devam etmistir.15. giinden sonra elde edilen LDsg
degerleri 1x107°" (137083360) _ 1x10 423 @1886002) CEU/bahk olarak tespit
edilmistir. LL calismada kullanilan diger tiirlere oranla daha direngli olurken en
hassas grubun CA oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada kullanilan diger tiirlerin Y.
ruckeri’ye karsi direnglilikleri sirasiyla LA, LC, CL, AL, CC, AA, AC seklinde

siralanabilir.



3)

4)

5)

23

Listonella anguillarum ile yapilan enfeksiyon c¢alismasinda dlimler 2. giinden
itibaren baslamis 13. giline kadar devam etmistir. L. anguillarum baliklarin
%>50sini  oldiirdiigii LDsodegerleri 1x10°325¢4704809D) 159 3.773(2879-4.599)
CFU/balik olarak hesaplanmistir. LL ¢alismada kullanilan diger tiirlere oranla
daha direngli olurken en hassas grubun CL oldugu goézlemlenmistir. Bu
calismada kullanilan diger tiirlerin L. anguillarum’a kars1 direnglilikleri sirasiyla
CA, LC, LA, AC, CC, AA, AL seklindedir.

Lactococcus. garvieae ile yapilan enfeksiyon calismasinda 6liimler 3. giinden
itibaren baglamis 11. giine kadar devam etmistir. LDsg degerleri 1x10 8,561(7:410-
8.916) 1x10 &795(48598373) CRU/balik olarak bulunmustur. LA ¢aligmada kullanilan
diger tiirlere oranla daha direngli olurken en direngsiz grup olarak CA oldugu
saptanmigtir. Bu calismada kullanilan tiirlerin bakteriye karsi direnclilikleri
sirastyla CL, AA, AL, LC, LL, AC, CC seklindedir.

Sonug olarak, S. t. caspius x S. t. abanticus gibi hibritler hastaliklara karsi

ebeveynlerinden daha direngli olduklarindan yetistiricilikte kullanilabilir.



6. ONERILER

Hizla gelismekte olan su lriinleri yetistiriciligi sektoriinde tiretimi sinirlandiran ve

ekonomik anlamda darbe vuran 6nemli sorunlardan biri tedavisi zor ve maliyetli olan

patojenik balik hastaliklaridir. Yapilan arastirmada Y. ruckeri, L. anguillarum ve L.

garvieae nin kahverengi alabaliklar tizerindeki direnclilikleri calisilmistir. Calismada 9

farkli grup kahverengi alabalik kullanilmistir.

Bu sonuglar temelinde su iriinleri sektoriindeki bilingli ireticilere, konu ile

ilgilenecek arastirmacilara ve sektorle, ilgili yasal diizenlemelere katki saglayabilecek

Oneriler sdyle siralanabilir;

1)

2)

3)
4)

Yetistiricilik anlaminda ekonomik kayiplarin Onlenmesi i¢in ¢alismada
uygulanan konsantrasyonlar g6z oOniine alinmalidir. Bazi bakterilerde LDsg
degerlerinin  yliksek  konsantrasyonda olmasi bu bakterilerin  diisiik
konsantrasyonlarinin  baliklarda sadece tasiyic1 olarak  bulunduklarini
gostermektedir. Bu nedenlerle yetistiricilik sistemlerinde hastaliklardan
kaynaklanan kayiplar en aza disiirtilebilir.

Uygulanan doz ve uygulanan bakterilerin farkliligi farkli letal dozlarin
olusumuna neden olmaktadir. Bu nedenle bu tiir cgaligmalarda kullanilan
bakterilerin viriilensligi 6nceden belirlenmeli.

Yine buna benzer ¢alismalarla hastaliga kars1 direngli bireyler olusturulabilir.

Bu calismada elde edilen LDsp degerleri canlinin biyolojik yapisiyla iliskili
oldugu gibi ¢evresel faktorlere bagl olarak da degismektedir. Bu nedenle LDsg
hesaplamalarinda balik biiytikliikleri birbirine yakin tutulmalidir.
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