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Bu arastirma ile gokkusagi alabaliklarinda enterik kizilagiz hastaligina karsi
Yersinia ruckeri serotip 1 ve saha Yersinia ruckeri suslarindan hazirlanan asilarin
bagisiklik giiclerinin karsilastirmali incelenmeleri amaglanmistir.

Arastirmada 1250 adet 6-10 g agirhigindaki gokkusagi alabaliglr (Oncorhynchus
mykiss) iilkemizden izole edilen saha Yersinia ruckeri, enterokok ve Danimarka’dan
izole edilen referans Yersinia ruckeri suslarindan hazirlanan asilarla oral,
immersiyon ve enjeksiyon yontemiyle asilanmistir.

Asilarin etkinliklerinin degerlendirilmesi icin oral yontemle asilanan baliklara
70. giin, immersiyon yontemi ile asilanan baliklarda 28. ve 75. giinler, enjeksiyon
yontemi ile asilanan baliklarda 45. ve 105. giinler epriivasyona maruz birakilmigtir.
Calisma sonucunda saha suslarindan hazirlanan asilarin (her ii¢ asilama yonteminde
de) daha iyi koruma sagladigi tespit edilmistir. Uygulanan polivalan asilarin da

monovalan asilar kadar iyi bir koruma sagladigi gézlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: VYersinia ruckeri, Enterococcus seriolicida, Ast,
polivalan, Gokkusag1 Alabalig1 (Oncorhynchus mykiss)



ABSTRACT

The aim of this study presented here was to investigate the potency of the
monovalant and polivalant vaccines of Yersinia ruckeri serotype 1 and field Yersinia
ruckeri against rainbow trouts™ red mouth disease.

In the study a total of 1250 rainbow trout weighed 6-10 g. were vaccinated by
orally, immersion method and injection method with vaccine made by Denmark
isolate of Yersinia ruckeri serotype 1 and field isolate of Yersinia ruckeri and
enterococ.

Potency of vaccines were determined challenging at the day of 70 in orally
vaccinated group, at the day of 28 and 75 in immersion group and at the day of 45
and 105 in injection vaccinated group.

At the end of the study vaccines made by the field isolate of Yersinia ruckeri
provide more protection compared to other Yersinia ruckeri isolate. The polivalant

vaccines was also as effective as monovalant vaccines.

KEY WORDS: Yersinia ruckeri, Enterococcus seriolicida, Vaccine, Polivalant,

Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss)
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1. GIRIS

Giiniimiizde diinya niifusunda meydana gelen artis beraberinde gida
yetersizligini de ortaya cikarmistir. Ozellikle, bedensel ve zihinsel gelisim acisindan
Oonemli olan protein agigimin karsilanma ihtiyaci yeni bir sektoriin dogmasina neden
olmustur. Bu sektor icinde kiiltiir balikciligi onemli bir yer tutmaktadir. Ulkemizde
son yillarda hizli bir gelisme gosteren kiiltiir balik¢iligi, su {iriinlerinin kontrollii ve
yar1 kontrollii sartlar altinda iiretiminin yapilmasini kapsamaktadir. Bu isletmelerde
baliklar dogal ortamlar ile karsilastirildiginda adet olarak daha yogun bir ortamda
yetistirilmekte ve aym zamanda baliklarin daha hizli biiyime ve gelismesi
saglanmaktadir. Dogada hastalanan baliklar diger canlilar tarafindan av-avcr iligkisi
sonucu hizla populasyondan alindigi icin dogada balik hastaliklart dikkat
cekmemektedir. Ayrica balik yogunlugu da daha diisiik oldugu i¢in parazit ve
bakteriler dogal sartlarda pek 6nemli olmayabilirler. Ancak yetistirme sartlarinda
yetistirme yogunlugunun artmasi, su sicakliginin degismesi, diisiik ¢oziinmiis
oksijen, besin degeri diisiikk olan yemler ve elle tutma yiiziinden baliklar strese
girmekte ve stres arttiginda da hastalik problemleri ortaya ¢ikmaktadir. Hastaliklarin
ortaya ¢ikmasi ile olen baliklar i¢in yapilan yatirim, tedavi giderleri ve iyilesme
doneminde goriilen yavas biiylime iiretim maliyetlerini arttirmaktadir. Son yillarda
diinyada ve iilkemizde yogun olarak goriillen Yersinia ruckeri’nin olusturdugu
Enterik Kizilagiz Hastaligi ciddi ekonomik kayiplara yol agmakta ve alabalik
isletmelerinin en O6nemli sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tedavinin masrafh
olmasi, is gilicii gerektirmesi, antibiyotik kullaniminin patojenik ve nonpatojenik
mikroorganizmalara kars1 diren¢ olusumuna neden olmasi ve bu durumunda insan ve
hayvan sagligim tehdit etmesi gibi nedenlerden dolayr calismalar daha cok
hastaliktan korunma iizerine yogunlagmistir.

Bu arastirmada iilkemizde ¢ikan bir enfeksiyondan elde edilen saha susu ile
referans sustan hazirlanan monovalan ve polivalan bakterinlerin etkinliklerinin

karsilastirilmasi amaglanmistir.



2. KONU iLE iLGILi ONCEKi CALISMALAR

Kizilagiz Hastaligt (Enteric Redmouth Disease) alabaliklarda septisemiyle
seyreden enfeksiyoz bir hastaliktir. ilk defa 1950°’li yillarda Amerika’min Idaho
eyaletinin Hagerman vadisinde gokkusagi alabalig: ciftliklerinde biiyiik kayiplarla
ortaya ¢cikmustir. Hastalik etkeni olan Yersinia ruckeri 1966 yilinda Ross, Rucker ve
Ewing tarafindan tamimlamis (Ross et al., 1966), ayn1 patolojik belirtileri gosteren
Aeromonas ve Pseudomonas enfeksiyonlarindan ayirt edilmistir. Daha sonra Ewing
ve arkadaglari, ilk izole eden Rucker’e ithafen etkeni Yersinia ruckeri olarak
isimlendirmislerdir (Ewing et al., 1978).

Akut veya kronik formda seyredebilen hastalik diger bakteriyel septisemilere
benzerlik gostermektedir. Viicut yiizeyinde ve i¢ organlarda hemorajiler yaygindir.
Hastalik stresle baglantili olup asemptomatik hasta baliklar tehdit olusturmaktadir
(Post, 1987; Stevenson et al., 1993). Onceleri Hagerman Kizilagiz Hastaligi, Kizil
Bogaz Hastaligi, Kizil Karin Hastaligi, Bakteriyolojik Hemorajik Septisemi gibi
isimler verilen hastalik 1975 yilinda Amerikan Balik¢ilik Birligi, Balik Sagligi
Boliimii (American Fisheries Society, Fish Health Section AFS/FHS) tarafindan
“Enteric Redmouth” (ERM) olarak isimlendirilmistir. Giiniimiizde hastalik Kizilagiz
Hastalig1 veya Yersiniozis olarak isimlendirilmektedir (Busch, 1982; Post, 1987).

Hastallk Hagerman vadisinde ortaya ciktiktan sonra Amerika’nin cesitli
bolgelerinden izolasyonlar bildirilmistir. Yersinia ruckeri, Almanya (Fuhrman et al.,
1983), Avustralya (Bullock et al., 1978), Bat1 Afrika (Bragg ve Henton, 1986),
Danimarka (Dalsgaard et al., 1984), Finlandiya (Rintamaki et al., 1986; Valtonen et
al., 1992), Fransa (Lesel et al., 1983; Vuillaume et al., 1987), Ingiltere (Roberts,
1983), Iran (Soltani et al., 1999), iskocya (Dear, 1988), ispanya (De La Cruz et al.,
1986; Rodriguez et al., 1999), halya (Giorgetti et al., 1985), Kanada (Stevenson ve
Daly, 1982; Wobeser, 1973), Venezuella (Alvarez et al., 1986) ve Yunanistan'da
(Savvidis, 1990) da salginlara neden olmustur.

Tiirkiye’de ise etken ilk defa 1990 yilinda Cagirgan ve Yireklitiirk tarafindan
Izmir'de gokkusagi alabalifi yetistiriciligi yapilan bir isletmeden izole edilmistir

(Cagirgan ve Yiireklitiirk, 1991). Daha sonra Timur ve Timur, Denizli yoresindeki



baliklardan izole ettiklerini bildirmislerdir (Timur ve Timur, 1991). Hastalik
tilkemizde ilk bildirildigi tarihten itibaren Ozellikle ilkbahar ve sonbahar aylarinda
epizootiler halinde ortaya ¢ikmaktadir (Candan ve Karatas, 1997; Cagirgan, 1990;
Tanrikul et al., 1996).

Yersinia ruckeri baliklarm birincil 6nemli patojenidir. Temel olarak gokkusagi
alabaliklarinin hastalig1 olmakla beraber tiim salmonidler ve diger balik tiirlerinin de
hastaliktan etkilendigi bildirilmektedir (Austin ve Austin, 1987; Post, 1987).

Etkenin taksonomik durumunu belirlemede genetik kriterler 6nem tagimaktadir.
Gram negatif, comak seklinde, oksidaz negatif, periferik flagellali, fermentatif bir
bakteri olmas1 Yersinia ruckeri’nin Enterobactericeae familyas: i¢inde yer almasina
neden olmustur (Bercovier ve Mollaret, 1984; O’Leary et al., 1979; Post, 1987).
Yapilan ¢alismalarda etkenin Serratia, Yersinia, Hafnia ve Salmonella cinslerine ait
tiirlerle benzerlikleri incelenmistir. Onceleri Serratia genusuna dahil edilmesi
diistiniilmiis, fakat diger Yersinia tiirleri ile DNA G-C oraninin % 48 olmasi
nedeniyle daha yakin bulunmustur. Green ve Austin (1983), Yersinia ruckeri’nin
fenotipik o6zellikleri bakimindan Yersinia genusundan cok Salmonella genusuna
yakinlik gosterdigi belirtilmistir. Etken Salmonella’dan jelatin ve tween 20 hidrolizi,
arabinoz ve ramnoz fermentasyonu, arjinin hidrolaz ve hidrojen siilfit iiretimi ile
ayrilmaktadir. Sonug¢ olarak, biyokimyasal reaksiyonlar, guanin-sitozin orani ve
DNA hibridizasyon c¢alismalarina gore Yersinia ruckeri olarak isminin
kullanilmasina karar verilmistir (Busch, 1982; Horne ve Barnes, 1999; Stevenson et
al., 1993).

Yersinia ruckeri hiicreleri 1x 2-3 pum biiyiikliigiinde, Gram negatif, ¢omak
seklinde olmakla beraber eski kiiltiirlerde veya bazi suslarda filament6z formlarda da
gozlenebilen bir bakteridir (Austin ve Austin, 1987; Austin et al., 1982; Post, 1987;
Ross et al., 1966). Etken peritrik flagellaya sahiptir, hareketsiz suslar yaygin degildir
(Busch, 1982). O’Leary (1979), 37°C’de flagella olusumunun goriilmedigini
belirtmektedir.

Etken Triptik Soy Agar (TSA), Brain Heart Infusion Agar (BHIA) gibi genel
ortamlarda 20-25 °C’de 48 saat inkubasyondan sonra 2-3 mm c¢apinda, yuvarlak,

kenarlar1 diiz, kabarik, parlak, beyaz koloniler olusturmaktadir (Ross et al., 1966).



Yersinia ruckeri, 9-37 °C’ler arasinda iireyebilmekte ise de optimum iireme
sicakliginin 20-25 °C oldugu belirlenmistir.

Yersinia ruckeri’nin biyokimyasal ozellikler bakimindan homojen karakterde
olup bazi suslarda metil red, voges proskauer, lizin dekarboksilaz, arjinin dihidrolaz
ve laktoz fermentasyon testlerinde farkliliklar goriilebildigi bildirilmektedir (Ross et
al., 1966, Stevenson et al., 1993; Wobeser, 1973). Yersinia ruckeri 22 °C’de inkube
edildiginde katalaz, metil red, sitrat kullanimi, ornitin dekarboksilaz testlerinin
pozitif, sitokrom oksidaz, indol iiretimi, H,S iiretimi, iireaz, glikozdan gaz iiretimi
testlerinin negatif oldugu bildirilmektedir (Bercovier, 1984). Geleneksel yontemlerin
disinda API20E testinin de kullanilabilecegi bildirilmistir (Santos et al., 1993). Fakat
API20E testinde arjinin dihidrolaz (ADH), sitrat kullanimi, voges proskauer, jelatin
ve sorbitol testlerinin hatali pozitif veya negatif sonug verebilecegi ve etkenin Hafnia
alvei ile karisabilecegi belirtilmektedir (Davies, 1991a; Rintamaki, 1986; Santos et
al., 1993, Stevenson ve Daly, 1982).

Hastaliktan en fazla etkilenen tiir gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
olup Salmo salar, Salmo clarki, Salmo trutta, Salvelinus fontinalis, Oncorhynchus
kisutch ve Oncorhynchus nerka gibi salmonidlerden de Yersinia ruckeri izole
edilmektedir (Austin ve Austin, 1987; Busch, 1982). Bunun yaninda kalkan
(Scophthalmus maximus), levrek (Dicentrarchus labrax), kirmizi balik (Carassius
auratus), mersin balig1 (Acipencer baeri), minowlar (Pimephales promelas), sazan
(Cyprinus carpio), sudak (Perca fluvialis), yillan baligi (Anguilla anguilla) da
enfeksiyona duyarli balik tiirleri arasindadir (Austin ve Austin, 1987; Valtonen et al.,
1992; Vuillaume et al., 1987). Hastalik ayrica 1995 ve 1996 yillarinda Arkansas'ta
kedi baliklarinda da goriilmiistiir (Danley et al., 1999).



CIZELGE- 1 Yersinia ruckeri izole edilen kaynaklar (Horne ve Barnes, 1999; Stevenson
et al., 1993)

Yersinia ruckeri izole edilen Salmonidler Yersinia ruckeri izole Yersinia ruckeri
eden arastirmacilar izolasyon y1

Cutthroat trout (Salmo clarkii) McDaniel 1971
Steelhead trout (Salmo gairdneri) McDaniel 1971
Coho salmon (Oncorhynchus kisutch) McDaniel 1971
Chinook salmon (Oncorhynchus tshawytscha ) McDaniel 1971
Dere alasi (Salvelinus fontinalis ) McDaniel 1971
Atlantik salmon (Salmo salar) McDaniel 1971
Kahverengi ala (Salmo trutta) McDaniel 1971
Sockeye salmon (Oncorhynchus nerka ) Dulin ve ark. 1976
Gokkusagi alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) Rucker 1966
Hasta bahklar
Giimiis Balig1 (Notemigonus atherinoides) Mitchum 1981
Minow (Pimephales promelas ) Michel ve ark. 1986
Cipura (Sparus auratus) Wigneule 1984
Deniz Levregi (Dicentrarchus labrax) Wigneule 1984
(Coregonus muksun) Rintamaki ve ark. 1986
Mersin Bali§i (Acipenser baeri) Vuillaume ve ark. 1987
Kalkan (Scophthalmus maximus) Michel ve ark. 1986
Saglikh goziiken baliklar
Japon Balig1 (Carassius auratus) McArdle & Dooley 1985
Bayag1 Sazan (Cyprinus carpio) Fuhrmann ve ark. 1984
Yilan Balig1 (Anguilla anguilla) Fuhrmann ve ark. 1984
Burbot (Lota lota) Dwilow ve ark. 1987
Deneysel bulastirilan
Kanal Kedi Balig1 (Ictalurus punctatus) Lewis 1981
Dil Baligi (Solea solea) Michel ve ark. 1986
Diger Kaynaklar
Misk Faresi (Ondatra zibethica) Stevenson & Daly 1982
Hindi Bangert ve ark. 1988
Kerkenez Bangert ve ark. 1988
Marti Willumsen 1989
Insan Farmer ve ark. 1985

[k olarak Idaho'da 19501 yillarda ¢ikan hastaligin daha sonra Amerika'nin diger
bolgelerine yayilmasinda tasiyici baliklarin hareketinin veya kontamine yumurtalarin
rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Yine hastaligin Kanada’da ilk ¢ikisinin Idaho’daki
asemptomatik tasiyici baliklarin ithali ile gerceklestigi belirtilmistir (Post, 1987).



Yersinia ruckeri obligat paraziter bir bakteri olup, konak¢i disinda uzun siire
yasayamaz. Etkenin bitki veya hayvan bulunmayan suda 2-3 hafta, camurda 2 ay
yasadig bildirilmistir (Austin ve Austin, 1987; Ellis, 1988b; Post, 1987).

Yersinia ruckeri’nin baliktan baliga bulasmasi daha ¢ok oral yolla olmaktadir
(Ellis, 1988b; Post, 1987). Balik yumurtas1 icinde veya iistiinde tasinip
tasinmayacagina dair bir bilgi yoktur. Yapilan calismalarda embriyonlanmig
yumurtanin 25 ppm yogunluktaki iodoforla dezenfeksiyonunun etkeni oldiirdiigii
bildirilmis ve bu nedenden dolay1 da vertikal bulasmanin olmadig diisiiniilmiistiir
(Bullock ve Snieszko, 1979; Dulin et al., 1976). Ama yaralanmalar, zarar gérmiis ve
biitiinliigii bozulmus deri ve solungaclarda enfeksiyon i¢in uygun giris yolu
olusturabilirler. Maniplasyonlarin yol actig1 stres, stok yogunlugu, ¢coziinmiis oksijen
azlig1 ve diger stres faktorleri hastaligin ortaya ¢ikmasina yol acan diger faktorlerdir
(Austin ve Austin, 1987; Bullock ve Snieszko, 1979; Post, 1987; Stevenson et al.,
1993).

Hastalig1 geciren baliklar portdr kalirlar ve hastaligin bulagsmasinda bu portor
baliklar onemli rol oynarlar. Enfeksiyondan sonra 30-60. giinlerde i¢ organlardan
izole edilebilen Yersinia ruckeri enfeksiyondan sonraki 60-65. giinlerde baliklarin %
50-75’inin ince bagirsaklarinda lokalize olur. Enfeksiyondan sonra yaklasik 100 giin
kadar 30-40 giinliik periyotlar halinde bagirsaktan etrafa sagilir ve bunu takiben
hastaligin tipik belirtileri gozlenir (Austin ve Austin, 1987 ).

Su samuru, marti ve rat gibi sicak kanli hayvanlarin da Yersinia ruckeri
tasiyabildigi ve rezervuar olarak rol oynayabildigi bildirilmistir. Ozellikle martilarin
enfeksiyonun degisik bolgelere tasinmasinda onemli oldugu belirtilmistir (Clark et
al., 2006; Stevenson et al., 1993; Willumsen, 1989).

Su sicakligt ve balik duyarliligmin inkubasyon siiresini  etkiledigi
bildirilmektedir. Deneysel olusturulan ERM enfeksiyonlarinda inkubasyon
periyodunun 13-15 °C su sicakliginda 5-10 giin oldugu bildirilmektedir. Dogal
salginlarda inkubasyon periyodunun 1s1, pH ve ¢oOziinmiis oksijen gibi ¢evresel
faktorlerle etkilendigi belirtilmektedir (Bullock ve Cipriano, 1990). Enfekte olmayan
baliklar 14.5 °C’de Yersinia ruckeri ile karsilastiklarinda 6. giinde, 18.3 °C’de 9.



giinde epizootiler olugsmaktadir (Post, 1987). Hastalik, % 30-70 arasinda degisen
mortaliteye sahiptir (Austin ve Austin, 1987; Waltman ve Shotts, 1984).

Deneysel uygulamalardan 5-19 giin sonra baslayan Oliimlerin inokulum
miktarina bagli olarak 30-60 giin siirdiigli bildirilmektedir (Austin ve Austin, 1987).
Busch (1982), Yersinia ruckeri’nin 24 saatlik kiiltiiriinii banyo yoluyla uygulamis ve
% 30-70 oraninda mortalite olustugunu bildirmistir.

Gokkusagi alabaliklarinda ERM’nin ¢ogunlukla 7.5 cm biiyiikligiindeki
baliklar etkiledigi belirtilmektedir. Hastaligin en siddetli seyrettigi su sicakligi 15-18
°C’dir. 10 °C’nin altinda hastaligin goziikmedigi bildirilmektedir (Austin ve Austin,
1987; Busch, 1982; Ellis, 1988b; Horne ve Barnes, 1999; Plump, 1999).

ERM’de olusan dis degisiklikler ilk defa Rucker tarafindan infekte gokkusagi
alabaliklarinda hareketsizlik, renkte kararma, agiz ve operkulumlar etrafinda ve
yiizgeclerin tabaninda kizillasma seklinde rapor edilmistir (Austin ve Austin, 1987;
Rintamaki et al., 1986).

Hastalik akut, subakut ve kronik formlarda seyretmektedir (Post, 1987). Akut
form daha ¢ok su 1sisinin aniden yiikseldigi ilkbahar doneminde ve gen¢  baliklarda
goriilmektedir. Hastalik hicbir dis belirti olmadan aniden c¢ikmaktadir. Agizda,
yiizgeclerin tabaninda, operkulumlarda ve anus etrafinda eritem goriilldigi
bildirilmektedir (Horne ve Barnes, 1999). Deride viicudun degisik kisimlarinda
hemorajiler goriilmektedir. Ic organlarda, peritonda, viicut yaginda, gonadlarda ve
mesenteriumlarda eritem ve petesiyel hemorajilere rastlanilmaktadir. Intestinal
organlar genellikle eritemiktir ve kanli bir mukusla doludur. Dalak ve bobrek
siskindir. Karaciger soluk renktedir. Kaslarda petesiler goriilebilir (Austin ve Austin,
1987; Bullock ve Cipriano, 1990; Cagirgan ve Yiireklitiirk, 1991; Post, 1987;
Rucker, 1966).

Subakut vakalar da akut vakalara benzerlik gosterir, ama hastalik belirtileri daha
siddetlidir. Ayrica tek veya cift tarafli ekzoftalmus goriilebilir. Bobrek ve dalak daha
siskindir ve genel eritem goriiliir (Post, 1987).

Kronik vakalar akut veya subakut vakalardan daha farklidir. Hasta baliklarda
kismi veya tamamen korliik sekillenmektedir. Derinin rengi iyice koyulagmistir. Bu

baliklar su yiizeyinde giicsiiz ve diizensiz bir sekilde yiizerler. Bazilarinda abdomen



gergin ve siskinken, bazilarinda icine cekik olabilir. Yiizgeclerin tabaninda, agizda
ve operkulumlarda eritem goriilebilir. Viscera etrafinda serdz sivi akimi ve genel
eritem olabilir, ama hemoraji goriilmemektedir. Bobrekler siskin ve dalak
bliytimiistiir. Karaciger genellikle soluk renktedir. Otopside istahsizlik sonucu
barsaklarin bos oldugu izlenebilmektedir. Ancak bazi durumlarda barsak liimeninde
sarimsi safra renkli mukus bulunabilmektedir (Austin ve Austin, 1987; Busch, 1982;
Post, 1987).

Ic organlarda patolojik degisiklikler siddetli hemorajik septisemi ve peritonda,
viicut yaginda ve barsaklarin distal boliimiinde kizillasma seklinde belirlenmistir.
Mide de sulu ve barsaklarda sar1 bir sivi bulunabilmektedir. Dalak koyulasmis ve
bliylimiistiir (Rucker, 1966; Stevenson et al., 1993). Wobeser (1973), inceledigi
biitiin baliklarin bir yiiziinde veya her iki yiiziinde petesiyel hemorajiler belirlemistir.
Hemorajik septisemi nedeniyle hastalik furunkuloz ile karisabilmektedir (Fuhrman et
al., 1983). Histopatolojik olarak ERM akut bakteriyemiyle, tiim dokularda 6zellikle
yiiksek oranda vaskiilerize dokularda, bobrek, dalak, kalp, karaciger ve ylizgeclerde
degisik yogunluklarda bakteri konsantrasyonuyla karakterizedir. Wobeser (1973),
infekte baliklarda anterior ve posterior bobrekte nekroza bagli olarak olusan siddetli
hematopoetik doku kaybi oldugunu gozlenmistir. Dalakta normal lenfoid yap1
kaybolmus ve karacigerdeki hiicrelerde degisiklikler goriilmiistiir. G6zlerin arkasinda
siskinlikle beraber periokiiler lezyonlar da bulunmaktadir (Austin ve Austin, 1987,
Stevenson et al., 1993; Wobeser, 1973).

Etkilenen baliklarda eritrosit sayilarinda, hematokrit degerinde, hemoglobin
iceriginde ve 16kosit sayisinda azalmalar tespit edilmistir (Altun ve Diler, 1999;
Quentel ve Aldrin, 1986; Post, 1987).

Hastaligin en viriilent ve en yaygin goriilen tipi serotip 1 (Hagerman susu) olarak
bildirilmektedir (Austin ve Austin, 1987). Tip 1 hem klinik hem de tasiyici
baliklardan izole edilebilmektedir. Yapilan ¢alismalar suglar arasinda biyokimyasal
ve serolojik farkliliklar oldugunu gostermis ve serotip I'in iki biyotip altinda
incelenmesini saglamistir. Sorbitolii fermente etmeyen sus gruplart Hagerman sus

grubu olarak isimlendirilmistir (Horne ve Barnes, 1999).



O’Leary (1977), Chinook salmonlarinda (Oncorhynchus tshawytscha) viriilensi
Tip I’den daha diisiik, sorbitolii fermente eden yeni bir serotip tanimlamigtir. Tiim-
hiicre antiserumu ve tiim-hiicre antijenleri kullanarak yaptig1r serolojik analizleri
sonucu Y. ruckeri susglarinin iki serotipe ayrilabildigini gostermistir. Cipriano et al.
(1986), Tip II'nin Chinook salmonlarinda epizootilere neden oldugunu bildirmistir.

Bullock et al. (1978), serotip I ve II antiserumu ile reaksiyona girmeyen
Avustralya izolatim1 serotip III olarak belirlemislerdir. Avustralya Salmonid Blood
Spot (SBS) bakterisinin de Yersinia ruckeri oldugu belirlenmis ve serotip I suslari ile
kismi kros-reaksiyon verdigi icin serotip I-prime (I') olarak isimlendirilmistir
(Llewellyn, 1980).

Stevenson ve Airdrie (1984a) ile Daly et al. (1986), daha sonraki yillarda tiim
hiicre antijenlerini kullanarak 6 serotip tanimlamiglardir.

De Grandis et al. (1988), Dot-blot hibridizasyon yontemiyle suslari incelemis
serotip 1’in alt tiirleri oldugunu saptamislardir. Ayrica DNA iligkilerini inceleyerek
serotip 4 izolatlarinin Yersinia ruckeri olmadigini tespit etmislerdir.

Tiirkiye’den izole edilen Yersinia ruckeri suslar1 hareketli ve Tween 80 hidrolizi
pozitif bulunmustur ve suslar biyotip 1 olarak identifiye edilmistir (Savaser ve Diler,
1997).

Yersinia ruckeri’nin antijenik Ozellikleri konusunda arastirmalar daha cok
somatik (O) antijenler iizerinde yapilmistir. Lipopolisakkarit (LPS) ve dis membran
proteinleri (Outer Membran Protein -OMP) disinda etkenin Enterobacteriaceae
Common Antigen (ECA) ve flagella antijeni (H antijeni) de icerdigi bildirilmistir
(Busch, 1982).

Davies (1990), Yersinia ruckeri izolatlarin1 biyotip, serotip ve dis membran
proteinlerine (OMP) gore siniflandirmistir. Bu siniflandirmaya gore serotip Ol
izolatlarinin Avrupa izolatlarinin % 91’ini olusturdugu ve hastalik salginlarinin
cogundan sorumlu oldugu bildirilmistir. Serotip O2 izolatlarinin serotip OS5, O6 ve
O7’den daha yaygin oldugu ve serotip O5 ve O7 izolatlarimin 6zellikle Fransa,
Norveg, Biiyiik Britanya ve Danimarka’da, serotip O6 izolatlarinin da Finlandiya ve

Bati Almanya’da goriildiigii belirtilmistir. Avustralya ve Giiney Afrika’da ise



tiplendirilmeyen Avustralya izolati hari¢ sadece serotip Ol izolatinin bulundugu
bildirilmistir (Davies, 1990) (Cizelge-2).

CIZELGE-2 Yersinia ruckeri izolatlarinin cografik orijinlere gore biyotip, OMP-tip ve serotiplerinin
belirlenmesi (Davies, 1990)

Biyotip | OMP- | Serotip Izolat Cografik Orijin
tip Sayisi

1 1 O, 4 Avustralya

1 1 0O, 4 ingiltere, Kanada, ABD

1 1 Os 1 Kanada

1 1 O¢ 1 ABD

1 1 O, 2 Danimarka, ABD

1 1 T 1 Avustralya

2 1 0O, 24 Ingiltere

2 1 0, 1 Kanada

1 2 Oy 8 Finlandiya, Fransa, Almanya, ABD,
Avustralya

1 2 O, 6 Fransa, Almanya, ABD, Norvec

1 2 Os 4 Ingiltere, ABD

1 2 (0) 3 Finlandiya, Kanada, Almanya

2 2 0O, 1 Norveg

1 3 Oy 67 Danimarka, ABD, Fransa, Almanya,
Bulgaristan, ltalya, Isvicre, Kanada,
Giiney Afrika, Referans suslar

1 4 Oy 5 Finlandiya, Fransa, Norve¢, Kanada

1 5 O, 2 Kanada

T: Tiplendirilmemis

Davies (1991a), Yersinia ruckeri serotip O izolatlarinin OMP-tip (dis membran

proteinleri) ve biyotiplerine gore klonal gruplar: belirlemistir (Cizelge-3).



CIZELGE-3 VYersinia ruckeri serotip O, izolatlarnin OMP-tip (dis membran proteinleri) ve
biyotiplerine gore klonal gruplarin belirlenmesi (Davies, 1991a)

Klonal Grup Biyotip OMP-Tip
1 1 1
2 2 1
3 1 2
4 2 2
5 1 3
6 1 4

Davies (1991b), degisik Yersinia ruckeri klonal gruplarda ve serotiplerde
virillens ve serum direncliligini incelemistir. Serotip O1 izolatlarinin gokkusagi
alabaliklarindaki viriilenslerinde farkliliklar oldugunu, klon 2 ve 5’in viriilent iken 1,
3, 4 ve 6’'nin aviriilent oldugunu bildirmistir. Viriilent klonal gruplarin serum
hassasliklarina bakildiginda serum direncli olduklari, aviriilent klonal gruplarinda
serum hassas bulundugu belirtilmistir.

Davies (1991c¢), Yersinia ruckeri’nin Outer Membran Protein (OMP) profilleri
tizerine ¢alismistir. Avrupa’dan elde edilen izolatlarin % 75.3’tiniin OMP-Tip 3
oldugu bildirilirken, Ingiltere’den elde edilen izolatlarmn % 92.6’sinin OMP-Tip 1
oldugu bildirilmistir. OMP-Tip 3’iin viriilent serotip Ol “Hagerman” susunun
ozelligini tagidigr belirlenmistir. OMP Tip 1, 2, 3 ve 4’tin hem Kuzey Amerika’da
hem de Avrupa’da goriilmesi hastaligin Avrupa’ya girisinde asemptomatik infekte
tastyict baliklarin etkili oldugunu gostermektedir. Fakat Davies’in yaptigi OMP
tiplendirilmesi daha sonraki caligmalarda destek gormemistir.

Romalde et al. (1993), LPS ve membran proteinlerine dayanarak yeni bir serotip
semasi cikarmistir (Cizelge-4). LPS’de ve membran proteinlerindeki minor
farkliliklara dayanarak serotip Ol ve O2 sirasiyla iki ve iic gruba ayrilmistir.
Romalde et al. (1993), Yersinia ruckeri’nin antijenik ve molekiiler 6zelliklerinin
serotip 1, 2 ve 3 suslarinda ¢ok benzer oldugunu, serotip V ve VI izolatlarinda ise

LPS’nin ¢ok belirgin farkliliklar gosterdigini belirtmistir.



CIZELGE-4 Yersinia ruckeri’nin mevcut serotipleri ile baglanti kurularak olusturulan yeni serotipik
sema (Romalde et al., 1993)

Yeni Serotip Alt Grup Mevcut Tiim Hiicre
Serotipleri
O, A I
B I
A II
°: c i
O3 - \Y%
O4 - VI

Stevenson et al. (1993), LPS antijenlerine gore etkeni 6 serotipe ayirmistir

(Cizelge-5).

CIZELGE-5 Yersinia ruckeri’nin, O antijenindeki farkliliklara gore serotiplendirilmesi

O Antijeni Tiim Hiicre Serotipleri
O:1 I, I
0:2 ITa
0:3 IIb
0:4 IIc
O0:5 \Y%
0:6 VI

Yersinia ruckeri suglar1 arasinda capraz korumanin oldugu bir¢ok arastirmaci
tarafindan rapor edilmektedir (Austin ve Austin, 1987; Busch, 1982; Cipriano ve
Ruppenthal, 1987; Horne ve Barnes, 1999; Horne ve Ellis, 1988). Ross et al. (1966),
14 Yersinia ruckeri kiiltiirinden hazirlanan O antijenlerinin Salmonella ariazona O
grup 26 antijenleri ile kuvvetli, O grup 29 antijenleri ile zayif agliitinasyon verdigini
bildirmislerdir.

Bullock et al. (1978), Yersinia ruckeri’nin saf O antijenlerinden hazirlanan
diagnostik antiserumlarin kullaniminin kros reaksiyon olusturmasi nedeniyle klinik

izolatlarin identifikasyonlarinda yanlis sonuglar verebilecegine dikkat ¢cekmistir. Bu



nedenle gerek aglutinasyonda ve gerekse floresan antikor metodunda O antijenine
karst hazirlanmig antiserumlar yerine Yersinia ruckeri'ye karst hazirlanmig
antiserumlarin kullanilmasi tavsiye edilmistir.

Stevenson ve Daly (1982), baliklardan izole edilen Salmonella arizonae,
Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Yersinia enterocolitica ve Hafnia
alvei gibi enterik bakterilerle lam aglutinasyon testlerinde benzer capraz reaksiyonlar
bulmuslardir. Busch (1982), bu tiir ¢apraz reaksiyonlarin “enterobakteriyel common
antijenin” varligindan kaynaklandigin bildirmistir.

Yersinia ruckeri’nin diagnostik antiserumlarinin Aeromonas salmonicida,
Aeromonas hydrophila, Vibrio anguillarum ve Renibacterium salmoninarum gibi
balik patojenleriyle 6nemli bir serolojik ¢apraz reaksiyon vermedigi arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir (Amend ve Johnson, 1984; Anderson ve Dixon, 1980).

Cagirgan (1998), 20 Yersinia ruckeri susunu Biotin-Avidin sandvi¢c ELISA
yontemiyle incelemis ve 6 Aeromonas salmonicida, 2 Vibrio anguillarum, 1
Streptococcus sp susuna karsi capraz reaksiyon goriilmedigini bildirmistir. Elde
edilen bu sonug bakteriyel balik hastaliklarinda korunmada da 6nem tagimaktadir.

Hastaligin patogenezinin oldukc¢a karisik ve multifaktoriyel oldugu belirtilmistir.
Her ne kadar hastalik belirtileri olas1 patogenez mekanizmalarimi belirtse de Y.
ruckeri’nin viriilens determinantlari hakkinda cok az ipucu bulunmaktadir (Horne ve
Barnes, 1999).

Gokkusagi alabaliklarinda en viriilent serotipin Tip 1 (Hagerman) susu oldugu
ve bunu Tip 2 (O’Leary)’in daha sonrada Tip 3 (Avustralya)’iin izledigi bildirilmistir
(Austin ve Austin, 1987; Ellis, 1988b). Yapilan caligmalarda 10 gramlik gokkusagi
alabaliklarinin 90 saniye siireyle Yersinia ruckeri iceren TSB’ye maruz kalmalar
sonucu Tip 1 i¢in LDsp 3.0 X 10° (hiicre/ml) olarak belirlenirken Tip 2 i¢in 1.0 X 10’
olarak belirlenmistir (Austin ve Austin, 1987; Bullock et al., 1978; Horne ve Barnes,
1999; Stevenson ve Airdrie, 1984b).

De Grandis ve Stevenson (1982, 1985), virulansin plazmitle ilgili olabilecegine
dikkat ¢ekmis ve 12 Tip I izolatindan 10 tanesinde 40-50 x 10° Mdal, 8 tanesinde ise
20-30 x 10° Mdal, 5 Tip II izolatindan 2 sinde ise 5,5 x 10° Mdal veya daha kiiiik

plazmid belirlemislerdir.



Miller (1983), Yersinia ruckeri endotoksininin kan koagulasyonunu
etkileyebilecegini ve kilcal damarlarda trombozlara ve hemorajilere neden
olabilecegini belirtmistir.

Michel ve Faivre (1987), Yersinia ruckeri’nin Vibrio anguillarum ve Aeromonas
sp. gibi balik patojenlerinin iremesini inhibe eden bir antimikrobiyel faktor iirettigini
bildirmislerdir.

Wastesan et al. (1989), Yersinia ruckeri’nin diger Yersinia ruckeri suslarinin
tiremesini engellemeyen, fakat bircok Gram negatif ve Gram pozitif bakterinin
iiremesini engelleyen bir antimikrobiyel faktor {irettigini belirlemistir. Bu
antibakteriyel faktor 4-20°C gibi diisilk 1silarda {iretilebilirken 37°C’de
tiretilememistir.

Furones et al. (1990, 1993), Yersinia ruckeri serotip I'in hiicre ekstraktlarini
SDS-PAGE ve Western-blot ile incelemis ve sadece viriilent suslarda goriilen ve
lipid karakterde oldugu diisiiniilen Heat Sensitive Factor (HSF') gozlemlemistir.
Fakat diger bakteriyel komponentlerin 6zellikle de adhezinlerin enfeksiyonun
olusumunda 6nemli oldugu bildirilmistir.

Davies (1991a), Yersinia ruckeri’nin dis membran proteinlerinde (OMP) demir
baglayici sisteme sahip oldugunu belirtmistir.

Romalde ve Toranzo (1993), Yersinia ruckeri’nin sahip oldugu extraselliiler
protein (ECP)’nin baliklar i¢in ¢ok toksik oldugunu ve kazeinaz, jelatinaz, amilaz,
lipaz ve fosfolipaz aktiviteler gosterdigini, eskiilini hidrolize ettigini saptamustir.
Santos et al. (1990), extraselliller proteinin alabalik, salmon, koyun ve insan
eritrositlerinde hemagliitinasyon yaptigini belirlemistir.

Kizilagiz Hastaliginin tanisinda klinik belirtiler, bakteriyel izolasyon ve
identifikasyon ve histopatolojik bulgular 6nemlidir (Austin ve Austin, 1987; Bullock
et al., 1978; Busch, 1982; Savaser, 1997). Hastaligin hikayesi, baliklarin enzootik
Kizilagiz Hastaligr bulunan bolgelerden alinmis olmast da yine tanida yardimcidir
(Post, 1987).

Klinik belirtiler ve otopsi bulgularina bakilarak hastaligin kesin teshisi Gram
negatif septisemilere benzerlik gostermesi nedeniyle yapilamamaktadir. Klinik ve

patolojik bulgular 6nem tasimakla beraber kesin tan1 i¢in hastalikli organlardan etken



izolasyonu ve identifikasyonu yapilmalidir. Edward et al. (1998), baliklarda Yersinia
ruckeri enfeksiyonlarini teshis etmede non-letal bir metot olan bobrek biyopsisi ile
ornek almay1 denemis ve basarili olmuglardir.

Yersinia ruckeri rutin bakteriyolojik ortamlarin cogunda iirer. Bakteriyolojik
ekimler i¢in tripticase veya triptik soy agar (TSA), nutrient agar, waltman&shotts,
ROD besiyeri, Rimler-Shotts Agar (RS), brain heart infiizyon Agar (BHIA)
kullanilmaktadir (Bullock ve Snieszko, 1979; Rodgers, 1992; Shotts ve Bullock,
1975; Walltman ve Shotts, 1984). 20-25 °C’de 24-48 saat inkubasyondan sonra gozle
goriilebilen iiremeler olusur. Ancak klinik belirti gostermeyen baliklarin ince
barsaklarindan etken izolasyonu gii¢ oldugu i¢in triptik soy broth gibi besiyerlerinde
on zenginlestirme yapilmasi gerektigi bildirilmektedir. izolatlarin identifikasyonu
etkenin morfolojik, serolojik ve biyokimyasal karakterlerine gore yapilir (Busch,
1982). Hareket muayenesi bakteriyi A. salmonicida’dan ayirir. Ayrica Yersinia
ruckeri sitokrom oksidaz negatif olmasiyla da Aeromonas sp., Pseudomonas sp. ve
Vibrio sp.’den ayrilir.

Miks kiiltirlerde Waltman&Shotts gibi selektif ve diferensiyal besiyerleri
kullamlir (Walltman ve Shotts, 1984) (Cizelge-6). Ozellikle portor baliklarin
tesbitinde fekal materyallerden Referans bakteriyolojik besiyerleri kullanilarak
Yersinia ruckeri izolasyonu kontamine edici bakteri sayisinin ve ¢esidinin ¢ok olmasi
nedeniyle giictiir. Waltman&Shotts besiyerinde Tween 80" hidrolize eden, siikrozu
fermente etmeyen etkenlerin, 1 mm capinda mavi-yesil renkte ve hidroliz zonuna
sahip koloniler olusturdugu bildirilmistir. Aeromonas hydrophila ise bu besiyerinde
Yersinia ruckeri'den farkli olarak sar1 koloniler olusturur. Boylece Yersinia
ruckeri’nin Aeromonas hydrophila ve H. alvei gibi bakterilerden kolayca

ayrilabildigi ileri siirilmiistiir.



CIZELGE-6 Waltman&Shotts Besiyerinin Igerigi (Walltman ve Shotts, 1984)

igerik % (w/v veya v/v)
CaClL,.H,O 0.01
NaCl 0.05
Tween 80 1.0
Tripton 0.2
Maya Oziitii 0.2
Brom Timol Mavisi 0.0003
Agar 1.5
Sukroz 0.5
pH7.4

Bu besiyerinin kullanimi, Giiney ingiltere'den elde edilen izolatlarinin Tween
80'i nadiren hidrolize etmesi nedeniyle sinirlidir. Dolayisiyla bu probleme yonelik
olarak Rodgers tarafindan riboz ornitin dezoksikolat (ROD) besiyeri gelistirilmistir
(Cizelge-7). Bu besiyerinde Yersinia ruckeri’nin {iiremesi inkubasyonun ilk
saatlerinde pH 'y1 7.4'den 6.8'e diiiren riboz fermentasyonuna dayanir. Bu
reaksiyonu pH'y1 stabilize eden ornitinin dekarboksilasyonu izler. izleyen giinlerde
maltozun fermentasyonuyla da pH 5'lere diiser. Bu pH’da fenol red indikatorii sartya
doner ve sodyum desoksikolat bakteri kolonileri etrafinda besiyerinin karakteristik
diferensiyal ozelliklerini vermek iizere ¢okelir. ROD ile saha kosullarinda diskidan

Yersinia ruckeri’nin izolasyonu akut klinik bobrek enfeksiyonu olusmadan onceki 4-

6 haftalik zamanda yapilabilir (Horne ve Barnes, 1999; Rodgers, 1992).




IZELGE-7 ROD Besiyerinin icerigi (Rodgers, 1992)

Icerik

Maya Oziitii 3g
Sodyum dezoksikolat lg
Sodyum tiyosulfat 6.8 g
Sodyum klorid 5¢g
Ferrik amonyum sitrat 0.8¢g
Riboz 375¢g
Maltoz 75¢
Ornitin hidroklorid 5¢g
Sodyum dodesil sulfat % 1
Fenol red 0.08 g
Agar 12.5

pH7.4

Furones et al. (1993), 1993 yilinda Yersinia ruckeri selektif mediumu (YRSM)
gelistirmistir. Bu besiyerinde Yersinia ruckeri kolonilerinin etrafinda kremsi renkte
kalintilar olustugu tespit edilmistir.

Siipheli kolonilerden alinan bakteriler biyokimyasal testlere tabi tutulur. Yersinia
ruckeri suglar1 genel olarak biyokimyasal reaksiyonlarda homojen karekter
gosterirler. Ama metil red, voges-proskauer, lizin dekarboksilaz, arjinin hidrolaz ve
laktoz fermentasyon testlerinde suslar farklilik gosterebilir. Degisik inkubasyon
1silart ve test prosediirleri bu farkliliklarin nedeni olabilecegi belirtilmigtir (Austin et
al., 1982; Green ve Austin, 1983). Ornek olarak cogu Yersinia ruckeri susu 18 °C
inkube edilirse glikoz fermentasyonundan gaz iiretirken, 25 °C'de inkube edilirse gaz
olusturmaz veya zayif olusturur.

Yine Yersinia ruckeri'nin sitokrom oksidaz negatif olmasi Aeromonas sp.,
Pseudomonas sp. ve Vibrio sp.'lerinden ayirt edilmesini saglar. Antijenik yakinligi
olan Salmonella arizona'dan ayriminda jelatin, tween 20, arabinoz ve ramnoz
fermentasyonu, arjinin hidrolaz ve hidrojen siilfit testleri kullanilmaktadir.

Saf kiiltiirler ticari diagnostik Cizelgeler, serolojik ¢alismalar veya API-20E gibi
hizli identifikasyon metodlart kullanilarak identifiye edilebilir (Davies ve Frerichs,
1989; Horne ve Barnes, 1999; Stevenson ve Daly, 1982). API-20E ile Yersinia

ruckeri’nin Hafnia alvei ile karigabilecegi belirtilmistir (Santos et al., 1993).



Hastaligin genellikle yiiksek morbidite ve mortalite ile akut hastalik seklinde
seyretmesi teshiste hizli ve dogru sonug¢ veren metotlara ihtiya¢c duyulmasina neden
olmustur. PCR geleneksel identifikasyon metotlarina gore daha hizli sonug
vermektedir. Gibello et al. (1999), yaptiklar1 bir ¢alismada PCR’in sadece saf
bakteriyel siispansiyonlarda degil ayn1 zamanda dogal ve deneysel enfekte olmusg
alabaliklarin doku homojenatlarinda Yersinia ruckeri aranmasinda da basarili
oldugunu belirtmistir.

Enfeksiyonun tanisinda aglutinasyon (lam ve mikroaglutinasyon), floresan
antikor, ELISA gibi teshis yontemleri de basariyla kullanilmaktadir (Post, 1987).

Baliklarda bakteri ve viriislerin meydana getirdigi hastaliklarin tanisinda
Floresan Antikor (FAT) testinin yiiksek sensiviteye sahip oldugu ortaya konmustur.
Bu yontemle Kizilagiz hastaliginin diagnozu hizli bir bicimde konabilmektedir.
Ancak Yersinia ruckeri ile fenotipik olarak benzer olan Serratia liquefaciens ve
Hafnia alvei ile kross reaksiyonlar olusabilmektedir (Busch, 1982).

Hastaligin kontroliinde karantina ve tasiyici balik hareketlerinin sinirlandirilmast
onemlidir. Enzootik Kizilagiz hastaligi goriillen bolgelerden enfekte olmayan
cografik alanlara canli balik, balik iirtinleri ve balik yumurtas: tasirken ¢ok dikkatli
olunmali, gerekli onlemler alinmalidir. Bu amagcla eksternal bakterisitler proflaktif
amacla kullanilabilir (Stevenson et al., 1993).

Korumada etkili olan bir diger faktér iyi bir diyettir. Ozellikle stresten
stipheli durumlarda ek diyet kaynaklarinin, vitaminlerin, ozellikle de vitamin C
ve Emnin verilmesi immiin sistemi gii¢lendirir, hastaliklara karsi duyarlilig
azaltir (Blazer ve Wolke, 1984).

Kizilagiz Hastaligi'nmin tedavisinde bircok antimikrobiyal ila¢c kullanilmustir.
Rodgers (2001), sulfametazin ile 5 giin ve takiben 3 giinliikk kloramfenikol veya
oksitetrasiklin uygulamalarim1 tavsiye etmistir. Laboratuar calismalar1 sulfanamid
tedavisinin hem deneysel hem de dogal Yersinia ruckeri enfeksiyonlarinda etkili
oldugunu gostermistir. 14 giinliik sulfamerazin tedavisi (Giinliik 265 mg/kg, 3 giin
boyunca; daha sonraki 11 giin 154 mg/kg) etkili bir uygulamadir. 55mg/kg
oksitetrasiklinin 10 boyunca uygulanmasida etkilidir. Rodgers ve Austin (1982), 4

quinolone grubunun bir iiyesi olan oxolinic asiti yersinioz hastaliginda profilaksi ve



tedavi amaciyla uygulamistir. Romet-30 (ormetoprim + sulfamethoksin) balik kg
basina 14 giin boyunca 50 mg kullanildiginda etkilidir. Amerika’da “Food and Drug
Administration” tarafindan sulfamerazin, oksitetrasiklin ve Romet-30"' un Kizilagiz
Hastaligi'min tedavisinde kullanimina izin verilirken Tiamulin ve Tribressenin’in
kulanimina, etkili olmasina ragmen onay verilmemistir (Austin ve Austin, 1987;
Post, 1987). Yanlis antimikrobiyal ajanlarin tedavide kullanilmasi bir¢ok yan etkiye
neden olmaktadir. Yetersiz kullanim, de8isken dozlama, tavsiye edilen tedavi
siiresinin tamamlanmamasi, tekrar eden kisa-donemli antibiyotik tedavileri direngli
Yersinia ruckeri suslarinin ortaya c¢ikmasimma neden olmaktadir. Amerika’da
hastaligin enzootik olarak seyrettigi alanlarda sulfamerazin ve oksitetrasiklinin
terapotik dozlarina kars1 tam bir direncin olustugu gozlenmistir (Rodgers, 2001).

Ulkemizde, Diler ve Altun’un vyaptiklart bir calismada (1997), etkenin
sefalosporin, mezosillin, trimetoprim+sulfametaksol ve gentamisine duyarli,
linkomisin, eritromisin, streptomisin, rifamisin, nitrofurantoin gibi antibiyotiklere de
direngli oldugunu bildirmistir.

Eksternal bakterisidlerin profilaktik kullanimi1 da konakg¢idan konakgiya
bulasmay1 azalttigi icin sudaki patojen populasyonunu diisiirmekte etkilidir. Bu
amacla bazi quartarner amonyum bilesikleri kullanimi iyi sonuglar vermektedir
(Post, 1987).

Ayrica hastaligin kontroliinde kullanilacak antibiyotiklerin uygun dozda ve
stirede verilmesi gerekmektedir. Fakat cogu yetistirici bunlara dikkat etmedigi i¢in ya
etkili bir sagaltim saglanamamakta ya da direncli suslarin olusmasma neden
olunmaktadir. Amerika'da cogu bolgede sulfamerazin veya oksitetrasiklinlerin yanlis
uygulanmasina bagl olarak bu antibiyotiklere tamamen direngli Yersinia ruckeri
suglart gelismistir.

Gokkusagr alabaliklarinda etkili olan diger bir patojen etkende enterokoklardir.
1974 yilinda Japonya’da Shikoku adasinda Seriola quinqueradiata’larda agir
kayiplara neden olan bir epizooti ortaya ¢ikmistir (Kusuda et al., 1976). Hastalik
sonradan iilkenin tiimiine yayilmistir. Uzun yillar etken Streptococcus genusuna
dahil edilmis fakat daha sonra Enterococcus genusuna sokulmustur (Kusuda et al.,

1991). E.seriolicida yellowtail’lerin en Onemli hastaligini olusturmaktadir. 1992



yilinda toplam kayiplar 5954 tonu buldugu bildirilmistir. Hastalik artik streptokokal
infeksiyon veya streptokokozis yerine enterokokal infeksiyon veya enterokokozis
olarak isimlendirilmektedir (Kusuda ve Salati, 1999).

Etiyolojik ajan Onceleri streptokok olarak kabul edilmis fakat sonradan
Enterococcus genusuna dahil edilmistir (Kusuda et al., 1991). Daha sonraki
calismalar Lactococcus garviae ve Enterococcus seriolicida arasinda yakin bir
baglanti oldugunu belirlemistir (Domenech et al., 1993). Fakat streptokok,
enterokok, laktokok gibi hareketsiz gram pozitif koklarin klasifikasyonu hala tam
olarak belirlenememistir. Enterococcus seriolicida 0.7x1.4 pum biiytikliiglinde Gram-
pozitif, kisa zincirler olusturan, oval sekilli bir bakteridir. Fakiiltatif anaerobik,
hareketsiz, sporsuzdur. Bakteri nutrient agar, % 40 bile agar ve % 0.1 metilen blue
siitte tirerken MacConkey agar, Salmonella-Shigella agar veya Streptococcus faecalis
brothda tireyememektedir (Kusuda et al., 1991). Koloniler kiiciik, beyaz, yuvarlak ve
diizdiir. Etken 10-45 °C arasinda 0 ve % 65 sodyum kloridde ve pH 4.5-9.6lar
arasinda iireyebilmektedir. Optimal iireme kosullar1 37 °C’de, % 0 NaCl’de ve pH
7.6’da olmaktadir. Katalaz, sitokrom oksidaz, kazein sindirimi ve potastum telliirit
rediiksiyonu negatiftir. Indol, hidrosiilfit, amonyum veya jelatinaz iiretimi
olmamakta, metilen mavisi ve nitrat ise rediikte olmaktadir. Metil red testi, voges
proskauer reaksiyonu, 2,3,5 trifeniltetrazolyum klorid rediiksiyonu ve eskiilin
hidrolizi pozitiftir. Enterococcus seriolicida fermentatiftir, D-glikoz, D-mannoz,
galaktoz, D-fruktoz, trehaloz, maltoz, sellobioz, dekstrin, sorbitol, mannitol, salisin
ve eskiilin’den asit iuretir, fakat D-ksiloz, D-arabinoz, L-ramnoz, sukroz, laktoz,
melibioz, raffinoz, melezitoz, nisasta, glikojen, gliserol, inositol veya adonitol’den
tiretmez. Deoksiriboniikleik asidin guanin plus sitozin igerigi % 44 bulunmustur
(Kusuda et al., 1991).

Domenech et al., (1993) hasta gokkusagi alabaliklarindan izole edilen
Lactococcus garviae suslarint ve Enterococcus seriolicida’y1 kiiltiirel, biyokimyasal
ve protein profilleri bakimindan incelemistir. 16 TRNA sekans analizleri sonucu
Enterococcus seriolicida’ y1 Lactococcus genusuna dahil etmislerdir.

Carson et al. (1993), 1993 yilinda Avustralya ve Giiney Afrika gokkusagi

alabaliklari icin patojenik olan Enterokok-benzeri bakteri izole etmislerdir.



Eldar et al. (1996), Italya’dan hasta gokkusagi alabaliklarindan izole edilen L.
garviae ve referans E. seriolicida’y1 fenotipik ve genotipik olarak incelemisler ve
benzer bulmuslardir. Yiiksek DNA-DNA homologlugu L. garviae ve E.
seriolicida’nin sinonim oldugunu gostermistir. Daha sonralart L. garviae’nin
olusturdugu infeksiyonlar bir¢ok iilkeden bildirilmistir.

Bakteri tiim yil boyunca bulunmakta fakat hastalik su sicakliginin en yiiksek
oldugu yaz ayinda goriilmektedir (Kusuda ve Kimura, 1978). Ayrica deniz suyu,
camur, Ispanya uskurumrusu (Scomber japonicus), siyah raspa (Novodon modestus)
gibi vahsi baliklarin barsaginda da etkene rastlanmistir (Kusuda et al., 1982).
Enterokok benzeri bir bakteriye kiiltiir kalkan balig1 (Scophthalmus maximus) ve son
zamanlarda Adriyatik mersinbalifinda (Acipenser naccarai) da rastlanmistir
(Toranzo et al., 1994). 1991 yazindan beri Italya, Ispanya, Avustralya Giiney
Afrika’da yetistirilen gokkusagi alabaliklarinda siddetli hastalik salginlart rapor
edilmistir (Carson et al., 1993; Ceschia et al., 1992; Ghittino ve Prearo, 1992;
Palacios et al, 1993) . Etken yiiksek diizeyde organik madde iceren deniz suyunda
bulunmaktadir ve 6zellikle de yilin sicak periyodu boyunca cevresel stres baliklari
hastaliga predispoze kilmaktadir (Kusuda, 1990).

Laktokoklarin farkl biiyiikliik ve yastaki baliklari etkileyebilecegi arastirmacilar
tarafindan bildirilmektedir. Bu nedenle de iiretim siklusunun tiim basamaklar
siiresince onlemler alinmalidir (Romalde et al., 1996).

Etken horizantal yolla iki sekilde bulagmaktadir; 6zellikle viicut yilizeyinde
yaralanmalar olustuysa su yoluyla veya rektal-oral yolla bulasma belirlenmistir
(Romalde et al., 1996). Hastaligin hem hastaliga duyarli hem de duyarli olmayan
baliklar tarafindan taginabilecegi bildirilmistir.

Enterokokal infeksiyonlar hemorajik septisemilerle karakterize infeksiyoz
sistemik bir hastaliktir. Enterokokal infeksiyonun tipik belirtisi bilateral
ekzoftalmustur. Hastaligin diger belirtileri operkulumun i¢ duvarinda petesiler,
kaudal ve pektoral yiizgeclerdeki kan damarlarinin konjesyonudur. Abdomen
gerilmistir ve peritoneal kavite genellikle kanli asitik sivi icerir. Karaciger, dalak,
bobrek, beyin ve barsaklarda konjesyon ve hemorajilere rastlanir (Egusa, 1978;

Kusuda ve Salati, 1999).



Enterokokal infeksiyonlarda histopatolojik lezyonlar hakkinda cok az bilgi
bulunmaktadir. I¢ organlarin ve dokularmn histolojik kesitlerinde bakterinin serbest
veya makrofajlar icinde bulundugu belirlenmistir. Kalp, solungaglar, deri, dalak ve
goz gibi organlarda etkenin proliferasyonu, dejenerasyon ve nekrozis goriilmektedir.
En biiylik histolojik degisikligin beyin ve beyin zarlarinda olusan irinli yangi,
deskuamatif enteritis ve dalak ve bobregin nekrozu oldugu bildirilmistir.

Kusuda et al. (1982), tarafindan serolojik testler yapilmistir. Lancefield’in sicak-
asit metoduna gore yapilan ekstrakte edilen antijen Lancefield klasifikasyonunun A,
B,C,D,E, F,G,H, K, L, M, N, O ve MG antijen gruplarindan farkli bulunmustur.
Kanl agarda alfa hemoliz belirlenmistir.

Enterokokal infeksiyonlar1 klinik belirtilere gore teshis etmek kolaydir.
Patojenin izolasyonu ve kolonilerin ozellikleri teshiste yardimci olur. Etiyolojik
ajanin identifikasyonunu saglamak ic¢in biyokimyasal testler ve flurosan antikor
teknikleri 6nem tagimaktadir (Kawahara et al., 1989; Kusuda ve Kawahara, 1987).

1993 yilindan itibaren Enterokokal septisemi Kkiiltiir baliklarinda en biiyiik
tehditlerden biri haline gelmistir. Kemoterapi, hastaligin kontroliinde etkili olmadigi
ve olusan dis klinik belirtilerin etkilenen baliklar1 pazarlanamaz hale getirmesi
nedeniyle hastalik agir ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Kiiltiir baliklarinda streptokokal ve enterokokal septisemilerin sebep oldugu
tiretim kayiplari, antimikrobiyal kullaniminin getirdigi maliyetler ve Gram-pozitif
koklarin artan ilag direncliligi hastaliktan korunmada immunproflaksiyi gelistirme
ihtiyacini dogurmustur.

Klesius et al. (2000), enterokok asilarinin baliklarin erken donemde
korunmasinda etkili oldugunu ve korumanin da uzun siirdiigiinii asilanan baliklarda
yem tiikketimde artis ve baliklarin biiyiikliiklerinde bir orneklik tespit edildigini
belirtmistir. Giiniimiizde enterokoklara karsi ticari bir as1 gelistirilmis olup bu as1
oral ve immersiyon seklinde uygulanabilmektedir.

Giiniimiizde ticari olarak Ozellikle bu 3 hastalik; enterik kizilagiz hastaligi,
furunkulozis ve vibriozis hastaliklarina kars1 yaygin bir ag1 iiretim yapilmaktadir
(Altun, 2001; Amend ve Johnson, 1984; Ellis, 1988b).

Balik asilarinin hazirlanmasinda ;



7.

Kimyasal veya i1si-inaktive tiim hiicreler. Bunlar monovalan veya
polivan olabilir. Hazirlamas1 en kolay ve ucuz asilardir.

Inaktive soluble hiicre ekstraktlari, Ornek; toksoidler.

Hiicre lizatlari.

Atteniie canli agilar. Bu tiir agilarin kullanimina organizmanin tekrar
patojenik hale gecebilme riskinden dolay1 izin verilmemektedir.
Saflastirilmis sub-seliiler komponentler, Ornek; lipopolisakkaritler
(LPS). Bu agsilar ayrintili  bir mikrobiyal kimya bilgisi
gerektirmektedir.

Pasif immunizasyon i¢in serum. Bu daha cok bilimsel caligmalarda
kullanilmaktadir.

Tiim bu komponentlerin karigima.

Tiim hiicrelerin inaktivasyonu yaygin olarak kullamilmaktadir. Bu teknik ile

ozellikle Aeromonas hydrophila, Edwardsiella ictaluri, Flexibacter columnaris,

Pasteurella piscicida, Vibrio anguillarum, V. ordalii ve Yersinia ruckeri Karsi

basarili sonuclar elde edilmistir.

Balik asilar1 oral, enjeksiyon, piiskiirtme, immersiyon ve anal intubasyonla

uygulanmaktadir (Austin ve Austin, 1987; Ellis, 1988a; Ellis, 1988b; Johnson et al.,

1982a). Bu yontemlerin se¢iminde baligin biiyiikliigii ve bolgenin kontaminasyonu

onem tagimaktadir. Her metodun degisik avantaj, dezavantaj, yan etki, pratikligi ve

maliyeti vardir (Cizelge-8). Glinlimiizde ticari olarak sadece enjeksiyon ve

immersiyon asilar bulunmaktadir (Austin ve Austin, 1987; Ellis, 1988b; Gudding et
al., 1999; Tanrikul, 1994).



izelge-8 Asilama Yontemlerinin Avantaj ve Dezavantajlar1 (Ellis, 1988a)

AVANTAJLARI DEZAVANTAJLARI

ORAL Balik ellenmedigi i¢in Her balik tarafindan alinan as1
stres durumu ortadan dozunun belirlenmesi miimkiin
kalkar. degildir.

Her yas baliga kolayca Populasyonda esit bagisiklik

uygulanir. saglanamamaktadir.
Cok miktarda bakterin
kullanim1 gerekmektedir.
Asilar mide ve barsagin 6n
kisminda yikimlanmaktadir.
Sagladig bagisiklik siiresi
kisadir.

ANAL Oral uygulamadan daha Pratik degildir.

INTUBASYON yiiksek seviyede koruma
saglamistir.

PUSKURTME Stres olusturmaz. Balik agirligina gore dozun
Kisa stirede ¢ok sayida ayarlanmasi gii¢c olmaktadir.
bahign astlanmasina Ozel ekipmana ihtiyac
imkan vermesi.

duyulmaktadir.
Bagisikligin uzun olmamasi.

BANYO Az maniplasyon Biiyiik baliklarda daha fazla
gerektirlr. as1 soliisyonunu ihtiyac
Kisa Sur(.e.d(.i. uygulanir. duyulacagindan ekonomik
Cok kiiciik  baliklara
uygulanabilir. olmamaktadir.

Injeksiyon  yontemine Agsilama sirasinda strese neden
yakin bir koruma saglar. olmaktadir.
Strese yol agmaz. Bagisikligin uzun olmamast.

ENJEKSiYON Immunolojik olarak en Yavas bir tekniktir. Tek tek

etkili yontemdir.

En uzun siire devam
eden ve en yiksek
koruma saglayan bir
yontemdir.

Bir¢cok hastaliga karsi
kullanilabilir.
Adjuvantlarin
kullanilmasina ~ imkan
vermesi.

Biiyiikk baliklarin rahat
bir sekilde
asilanmalarinin
saglanmasi.

Cevre kirliligi riskinin
ihmal edilebilir diizeyde
kalmasi.

uygulama zorunlulugu
bulunmaktadir.

Anestezik kullanimi
gerektirmektedir.

Kiigiik boydaki baliklara
uygulanamamaktadir.
Maniplasyonlardan dolay1
hayvanlarda stres olusturan ve
uygulamasi zor olan bir
yontemdir.

Is giicii ve maliyet fazladur.




Kizilagiz hastaliginin kontroliinde de en etkili ve hizli yontemin asilama oldugu
belirtilmistir. Bu amagla 1970'lerden beri ¢alismalar yapilmis ve triptik soy brothda
iretilen tiim bakteriyel kiiltiirlerin formol ile inaktivasyonu sonucu olusturulan ve
oral, enjeksiyon ve immersiyon yoluyla uygulanabilen agilar gelistirilmistir. 1976’da
Amerikan Tarim Departmani (American Agriculture Departmant) ticari bir ERM
asis1 icin lisans vermistir (Tebbit et al., 1981).

Diinyada iiretilen yersinia asilar1 Yersinia ruckeri Tip I’den hazirlanmis olup Tip
I’e kars1 gelisen immunitenin Tip II ve III enfeksiyonlarina kars1 da korudugu
belirlenmistir (Busch, 1982; Ellis, 1988b). Tebbit et al. (1981), ticari asilarin saha
uygulamalarinda basarili oldugunu bildirmistir. Fakat Ellis (1988b), ileride
bilinmeyen serotiplerden dolayr meydana gelebilecek enfeksiyonlarda bu asilarin
koruma saglayamayabilecegini belirtmistir.

O’Leary et al. (1985), serotip I izolatlarinin ticari asilarda kullaniminin serotip I
bakterisine kars1 direnci arttirabildigini ve ayrica serotip II izolatlarinin baliklarda
spesifik ERM nedeni olarak ortaya c¢ikmasini sagladigini belirtmistir. O’Leary
yaptig1 bir ¢alismada serotip I ve II’den hazirlanan asilarin olusturdugu bagisikliklart
incelemis, serotip I’den hazirlanan bakterin serotip I'e kars1 koruma saglarken,
serotip II’ye kars1 korumadigini bildirmistir. Serotip II’den hazirlanan bakterinin ise
her iki serotipe kars1 koruma sagladigi belirtilmistir. Bu iki sustan hazirlanan bivalent
asilarinda her iki serotipe karsi etkili koruma sagladigini belirtilmistir.

Yersinioz hastaligina karsi ilk as1 denemeleri Ross ve Klontz (1965) tarafindan
yapilmistir. Bu as1 fenolle oldiiriilmiis bakteriden hazirlanan ve yeme katilan (15 ml
Yersinia ruckeri 10 kg yeme) oral bir preparasyondur. Gokkusagi alabaliklart ilk 2
hafta boyunca haftada 5 giin, caligmanin devaminda da hafta da 1 kez bu yemle
beslenmistir. 70 giin sonra baliklarda % 90 koruma gosterdigi ve bu korumanin 408
giin siirdiigii bildirilmistir.

Anderson ve Ross (1972), Yersinia ruckeri’nin inaktivasyonunda % 3 kloroform,
% 1 formalin, % 0.5 ve % 3 fenoliin etkilerini karsilagtirmiglardir. Subkutan yapilan
deneysel enfeksiyon sonunda kloroformla inaktive edilen bakterilerin daha iyi

koruma sagladig: bildirilmistir.



Oral yolla asilama Ozellikle son yillarda 6nem kazanmustir (Ellis, 1988b).
Hazirlanan as1 soliisyonlarinin yemlerle verilmesi ile uygulanan bir asilama
yontemidir.

Anderson ve Nelson (1974), enjeksiyon yoluyla asilanan baliklarda 1:16 ve 1:32
titre elde ederken, 7 giin boyunca asiyla beslenen baliklarda antikor
belirleyememistir. Oral yolla asiladig1 baliklarda koruma 6 hafta stirmiisken 1 mg
bakterin enjekte edilerek asilanan baliklarda korumanin 3 aydan fazla siirdiigii
belirtilmistir.

Wrathmell et al. (1989), oral, anal ve intraperitoneal uygulamalar1 karsilagtirmis
en diistik bagisikligr oral asilamanin sagladigini, asilamadan sonra 16. giinde yapilan
deneysel enfeksiyonlarda oral yolla asilanan baliklarda mortalitenin %51, asisiz
kontrollerde % 53, anal intubasyonla asilananlarda ise % 16.6 oldugunu
bildirmislerdir. Bu sonuclara gore en diisiik mortalite enjeksiyon, en yiiksek mortalite
de asilama yontemiyle asilanan baliklarda belirlenmistir. Ellis (1988a), etkinligi diger
yontemlere gore diisiik olmakla beraber rapel olarak kullanilabilecegi belirtmistir.

Bakterinlerin anal intubasyonu oral uygulamadan daha yiiksek seviyede koruma
saglamistir (Johnson ve Amend, 1983b). Bu da immunize edici antijenlerin
barsaklarda yikimlandigini ve bu bolgeden gecisleri sirasinda korunabilirseler oral
asilarin etkinliginin artacagini gostermektedir (Ellis, 1988a).

1977°de vibriozise karst immersiyon asilamanin gelismesiyle beraber bu
teknigin ERM icinde oral asilamadan daha etkili oldugu belirlenmistir. Daha ¢ok
kiiciik baliklara uygulanmaktadir. Enjeksiyon asilama kadar iyi bir bagisiklik
saglamasa da oral uygulamaya gore daha yaygin kullanilmakta ve daha iyi koruma
saglamaktadir. Banyo yoluyla asilama genelde kisa siireli daldirip ¢ikarma ve birkag
saat gibi uzun bir siire agiin i¢inde tutma gibi iki sekilde uygulanmaktadir.

Banyo seklinde kullanilan ilk ticari balik asilart hiperozmotik filtrasyon seklinde
uygulanmistir. Hiperosmotik infiltrasyonda balik ilk 6nce kuvvetli tuzlu suya batirilir
daha sonra ag1 soliisyonuna batirilir. Fakat bu yontem stres olusturucu oldugu ve
direkt banyo yontemiyle esdeger koruma sagladigr i¢cin kullamlmamaktadir (Ellis,

1988a).



Amende ve Eshenour (1980), banyo yontemiyle 1 gramin altindaki baliklarda
belirgin bir koruma gelismedigini 4 gr agirligindaki baliklarda optimum bagisikligin
olustugu belirtilmistir.

Johnson et al., (1982a), ¢esitli biiyiikliikteki alabaliklar1 ticari bir asinin 10 kat
sulandirmasiyla 20 saniye banyo yaptirarak asilamistir. Deneysel enfeksiyon
sonucunda bagisiligin 1 gramlik baliklarda 120 giin, 2 gramliklarda 180 giin, 4 g ve
daha biiyiik baliklarda 1 yi1l veya daha fazla siirdiigiinii belirtmistir.

Piiskiirtme yonteminde baligin agirligindan ¢ok asinin baliklara ne oranda temas
ettigi Onemlidir. Asilama siiresinin uzatilmas1 bagisikligin arttinlmasinda etkili
olmaktadir.

Johnson ve Amend (1983a), yaptiklar1 bir calismada 1:10 ve 1:20 oraninda diliie
edilmis as1 solusyonlarin1 20 saniye siireyle banyo ve 2-5 saniye siireyle piiskiirtme
yoluyla uygulamis ve olusan bagisiklig1 karsilastirmistir. Asisiz kontrol gruplarinda
mortalite % 53-66 bulunurken asili gruplarda % 15’1 gecmemistir. Banyo ile
pliskiirtme yonteminin etkinligi karsilagtirildiginda, deneysel enfeksiyon sonucu

olusan mortalite oranlar1 arasinda 6nemli bir fark olmadig: bildirilmistir (Cizelge-9).

CIZELGE-9 Gokkusag alabaliklarinda immersiyon, oral ve anal intubasyonla immunizasyonun
karsilastirilmasi (1983a)

Asillama Yontemi Balik Sayisi Mortalit Mortalite
e (%)
Immersiyon 60 11 18
Oral Intubasyon 59 14 24
Anal Intubasyon 58 2 3
Asilanmamis Kontrol 57 37 65

Johnson ve Amend (1983b), enjeksiyon ve banyo yOntemlerini karsilastirmis,
1:10 oraninda diliie edilen bakterinin IP olarak verilmesinin, 1:10 ve 1:20 diliisyonda
20 saniye banyo yoluyla yapilan agilamaya gore daha iyi bir koruma olusturdugunu
bildirmistir.

Wrathmell et al. (1989), ip yolla asilamanin oral ve anal yolla yapilan
astlamadan daha yiiksek bagisiklik sagladigini belirtmistir.



Uygulama yolu, kiiltiir, inaktivasyon metotlart disinda bakterinlerin etkinliginin,
baligin biiyiikliigii, su sicakligi, as1 susu ve diliisyon orani, antijenin yapisi, immun
sistemi baskilayan ve uyaran faktorlerden de etkilendigi belirtilmistir.

Immersiyon yoluyla asilamanin 0.9 g agirhigindaki chinook salmonlarinda yeterli
koruma sagladigi fakat 1 g veya altindaki gokkusagi alabaliklarinda yeterli bagisiklik
olusturmadig bildirilmistir. Olusan bagisikligin devamliligmmin da yine baligin
biiytikliigiine bagli oldugu belirtilmistir (Johnson et al., 1982a).

Johnson et al., (1982a), degisik biiyiikliikteki gokkusag alabaliklarini
astlamistir. Koruma seviyeleri 1.8 g’lik iken asilanan baliklarda 170 giin, 3.2 g iken
asilananlarda 210 giin sonra belirgin distiigii, fakat 4.3 g iken asilandiginda
korumanin en az 300 giin siirdiigii belirtilmistir. Bu nedenle gokkusagi alabaliklarini
asillamada optimum minimum biiyiikliik 4 g olarak belirlenmistir.

Bruno ve Munro (1989), 2 ile 4 gramlik Salmo salar’lan ticari bir yersinioz
asisint 10 misli sulandirarak 30 saniye siireyle banyo yoluyla asilamis ve baliklar
165 giin boyunca izlemistir. 2 g agirh@indaki baliklarda 6. ayda RPS 75, 4 ¢
agirhigindaki baliklarda 5. ayda 90 olarak bulmustur.

Su sicakliginin korunma iizerine etkili oldugu bilinmektedir. 2 °C’de yetistirilen
ve asilanan Atlantik salmonlarinda antikor tiretimi 10 °C’de asilanan baliklardan
daha disik bulunmustur (Gudding et al., 1999). 8 °C’de immunite 5 haftada
gelisirken 12 °C’de 2 haftada gelistigi bildirilmistir.

Johnson et al. (1982b), gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) su
sicakligimin bagisiklik iizerine etkilerini incelemis ve bagisikligin 18 °C su
sicakliginda 5 giinde, 10 °C’de 10 giinde gelistigini bildirmislerdir.

Yersinia ruckeri tarafindan olusturulan enterik kizilagiz hastaliginin kontroliinde
cok sayida ticari as1 bulunmaktadir. Uygulamada en yaygin ve kullanishh metot
immersiyon olarak belirtilmistir.

Ticari asilarda genellikle 1:10 diliisyonda yaklasik 30 saniye immersiyon tavsiye
edilmektedir. Tatner ve Horne (1985), asinin artan diliisyonlariyla denemeler yapmis
ve genellikle daha konsantre asilarin viriilent uygulamalara karsi daha yiiksek
koruma seviyeleri ile sonuclandigi belirtilmistir. Diliie as1 uygulamalarinda etkili

asillamanin olusabilmesi i¢in uygulama siiresi arttirilmalidir. Diliie asilarin kisa siireli



uygulanmalar1 baliklarin suboptimal miktarda antijen almalarina dolayisiyla da
ihtiya¢ duyulan minimal dozu almamalarina neden olmaktadir. Bir as1 banyosunda
sabit miktarda antijen vardir ve ticari preparasyonlar birim as1 hacminde

asilanabilecek balik agirligini belirtirler (Cizelge-10).

Cizelge-10 Yersinia ruckeri asis1 ile Salmo trutta’larin direkt immersiyon asilamasi (Tatner ve Horne,
1985)

As1 Immersiyon | Balik | Asi’nin Toplam Ast | % Koruma
Diliisyon | Siiresi Sayist | Hacmi Soliisyonunu

u (ml) n Hacmi (1)

1/10 20 sn 200 500 5 28.5
1/100 20 sn 200 50 5 354
1/100 200 sn 200 50 5 27.0
1/1000 20 sn 100 2.5 2.5 20.0
1/1000 2000 sn 100 2.5 2.5 15.3
1/2000 1 saat 100 1.25 2.5 32.6
1/2000 6 saat 200 2.5 5 46.6
1/5000 1 saat 200 1.0 5 22.2
1/5000 6 saat 200 1.0 5 30.9

Yersinia ruckeri serotip I bakterisi antijenik olarak homolog ve patojenik
oldugundan yetistiriciliklerde immunizasyon, ERM’den korunmada ve hastaligin
kontroliinde 6nemli hale gelmistir.

Erdal (1989) tarafindan yapilan arastirmada, 20-30 g agirhigindaki Salmo
salar’lart 6 farkll Y. ruckeri serotipi ile asilamistir. LDs ile IP yolla enfekte edilen
baliklarda Serotip I ve II’den hazirlanan kombine as1 Serotip I’e (Hagerman) kars1
%79 koruma saglarken, Norve¢’ten izole edilen Serotip I'e kars1 % 71, Serotip II’ye
kars1 % 93, Serotip III’e kars1 % 98 koruma saglamstir.

Altun (2001), serotip 1 ve serotip 2 6zellikte olan iki Yersinia ruckeri izolatindan
tic farkli deneysel as1 hazirlamistir. Deneysel asilarin gokkusagi alabaliklarina
(immersiyon ve enjeksiyon yontemleriyle) uygulanmasi sonucunda, serotip 1’den
hazirlanmis olan asinin istenilen diizeyde koruma saglayamadigini (serotip
farkliliklarinin ~ 6nemli  oldugunu) tespit etmistir. Serotip 1 ve 2’nin
kombinasyonundan hazirlanan asinin ise diger asilardan daha yiiksek koruma

sagladigini saptamustir.



Asilamalar sonucu olusan korumanin 300 giin siirdiigii belirtilmistir, fakat
Atlantik salmonlar1 gibi bazi baliklarin pazarlama boyutuna gelmeleri bundan ¢ok
daha uzun siirmektedir. Bir populasyonda diisiik seviyede olusan enfeksiyonlarin
dogal bir rapel gorevi goriip hastalanmaya karst koruma sagladigi belirtilmistir.
Dogal enfeksiyonlarin bulunmadigr durumlarda ise baliklarin her yil asilanmasina
gerek duyulabilecegi bildirilmistir.

Tatner ve Horne (1985), 3 aylik kahverengi alabaliklarinda degisik as1
diliisyonlarinda rapel asilamalar yapmis ve yiiksek koruma seviyeleri elde etmistir.
[k asilama diliie solusyonda yapildiginda yiiksek koruma saglanamamistir (Cizelge-
11).

CIZELGE-11 Ug aylik Salmo trutta’larda Yersinia ruckeri’ye karsi tek veya iki agilamanin koruma
yiizdeleri (Tatner ve Horne, 1985)

Asllama Immersiyon 3. Haftada | % Koruma
Diliisyonu Siiresi Tekrar
Asilama
1/10 20 sn + 16
- 4
1/100 20 sn + 12
- 0
1/100 200 sn + 17
- 7
1/1000 20 sn + 18
— 18
1/1000 2000 sn + 20
- 2
1/2000 1 saat + 8
- 17
1/2000 6 saat + 5
- 11
1/5000 1 saat + 6
- 5
1/5000 6 saat + 12
- 10

Asilar aym zamanda enjeksiyon yoluyla da uygulanabilmektedir. Ozellikle
intraperitoneal enjeksiyon korumanin hizli gelismesi ve uygulama kolayligi
nedeniyle tercih edilmektedir (Anderson ve Nelson, 1974). Uygulama masraflari,

stres, zaman ve balik biyiikligli gibi faktorler enjeksiyon metodunun



uygulanabilirligini sinirlamaktadir. Fakat otomatik enjektorlerin kullanimi deneyimli
bir uygulayici ile saatte 1000 balik asilanmasini saglamaktadir. Calismalar
enjeksiyon asilamanin immersiyon asilamaya gore daha iyi koruma sagladigim
gostermistir (Anderson ve Nelson, 1974).

Baliklarda furunkuloz asilarinin gelisimiyle beraber daha iyi koruma saglamak
amaciyla adjuvanth asilarin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur. Salmonidlerde
aliiminyumlu adjuvantlarin tek enjeksiyonu kisa etkili olsa da iyi bir koruma
saglamistir. Furunkuloza karsi oil-adjuvantlarin alum ve glukandan daha iyi uzun
stiren koruma sagladig: bildirilmistir. Yagli adjuvantlar giiniimiizde 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 orami ve son iiriiniin kalitesini etkiledigi
bildirilmistir (Gudding et al., 1999).

Cossarini (1986), Yersinia ruckeri bakterinini adjuvantla uygulamis fakat olusan
bagisiklikta cok biiyiik fark gorememistir.

Immiin cevap iizerine yapilan arastirmalarda; asilamayr takiben en yiiksek
antikor titresini dalakta 14. giin, dolagimda ise 28. giinde tespit edilmistir. Yersinia
ruckeri’ye karsi asilama sonrasi olusan antikor titresi ile koruma arasinda bir baglanti
olmadig1 belirlenmistir (Cossarini, 1986; O’Leary et al, 1985). Bu nedenle,
astlamanin basarisin1 6lgcmede antikor titresine yerine epriivasyon uygulamalarina
kars1 korumanin 6l¢iit alinmasi tavsiye edilmektedir.

Toranzo et al. (1995), Enterococcus sp. ile enfeksiyona karsi intraperitoneal ve
immersiyon asilamanin etkinligini ¢alismistir. Bu calisma sonucunda yiiksek
derecede koruma saglanmis ve bu korumanin en az bir yil siirdiigii belirlenmistir.
Fakat asilamada olusan koruma ile humoral cevap arasinda bir korelasyon
gozlenmemistir. Bunun nedeni olarak antikor diizeyinin baliklar1 korumaya yeterli
oldugu fakat lam  agliitinasyon, mikroagliitinasyon gibi  yOontemlerle

belirlenemeyecek kadar diisiik olmasi bildirilmistir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Yersinia ruckeri ve Enterococcus sp. suslari

Arastirmada Aydin bolgesinden izole edilen bir adet enterokok ve bir adet
Yersinia ruckeri susu ve Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi’nden temin edilen

Danimarka’dan izole edilmis referans Yersinia ruckeri susu kullanilmistir.

3.1.2. Arastirmada kullanilan balik 6rnekleri ve uygulama yeri

Arastirmada kullanilmak iizere ortalama 6-10 g agirhigindaki 2315 adet yavru
gokkusagi alabalign (Oncorhynchus mykiss) Nazilli Tlcesi'nin Amasya Koyii’'nde
bulunan Bagci Alabalik isletmesinde yetistirilmistir.

3.1.3. Arastirmada kullamilan su kaynagi ve suyun kalitesi

Arastirmada, akarsudan saglanan su dinlendirme havuzundan, 20 1/dk su
debisiyle arastirma havuzlarina aktarilmistir.
Arastirma siiresince havuzlarda su sicakliglr 12 °C, pH 6.6 ve suda ¢6ziinmiis

oksijen miktar1 7.4 olarak olctilmiistiir.

3.1.4. Arastirmada kullanilan yem rasyonu

Aragtirma siiresince baliklar, Pinar Yem A.S.’ne ait alabalik graniil, pelet 2, 3, 4

yem ile giinde 2 kez yemlenmistir.

3.1.5. As1

Bu arastirmada, Yersinia ruckeri serotip 1 Referans susu, Yersinia ruckeri saha
susu ve enterokok saha susundan hazirlanan 5 farkli deneysel as1 3 degisik yolla
uygulanmistir. Deneysel as1 1 (A;) referans Yersinia ruckeri susundan; deneysel as1 2
(A,) sahadan izole edilen Yersinia ruckeri susundan; deneysel as1 3 (A3) enterokok
saha susundan, deneysel as1 4 (A4), saha Yersinia ruckeri ve enterokok saha susunun
ve deneysel as1 5 (As), referans Yersinia ruckeri ve enterokok saha susunun esit

miktarda karistmindan elde edilmistir.



3.2. Metot
3.2.1. Cahsmada kullanilan suslarin fenotipik o6zelliklerinin

belirlenmesi

Calismada kullanilan suglarinin  fenotipik  ©Ozelliklerinin  belirlenmesinde
biyokimyasal testler ve karbonhidrat fermentasyon testlerinden yararlanilmistir.

Yersinia ruckeri suslarinin fenotipik Ozelliklerini belirleme amaciyla tiim
testlerde Kkiiltiirler 22 °C’de 24-48 saat inkube edilmistir. Genglestirilen kiiltiirler
Gram boyama, 37 °C’de biiyiime, 22 °C, 37 °C’de hareket, oksidasyon -
fermentasyon (O/F), katalaz, sitokram oksidaz, tween 80 hidrolizi, % 1, % 3, % 7
NaCl’de iireme, simmon sitrat, jelatin hidrolizi, indol, metil kirmizisi, voges —
proskauer reaksiyonu, sorbitol, maltoz, inositol, glukoz’dan asit ve gaz iiretimi, TSI
besi yerinde iireme Ozellikleri yoniinden incelenmistir. Kiiltiiriin safligi 5’er adet
TSA ve SW agara 6zeyle ekim yapilarak kontrol edildi (Austin ve Austin, 1987;
Savaser ve Diler, 1997).

Enterokok susunun fenotipik Ozelliklerini belirleme amaciyla biyokimyasal
testler ve karbonhidrat fermentasyon testleri yapilmistir. Enterokok susu Gram
boyama, KA'da hemoliz, Grup D antijeni, % 6.5 NaCl broth'da iireme, 45 °C'de
iireme, hareket, KA'da pigment olusumu, 16sin aminopeptidaz (LAP), hippurat
hidrolizi, arjinin dihidrolaz, H,S iiretimi, asetoin tiretimi (VP), alkalin fosfotaz testi,
adonitol, glikoz, gliserol, glikojen, inositol, mannitol, laktoz, sorbitol, sukroz'dan asit

tiretimi yoniinden incelenmistir (Kleisus et al., 2000).

3.2.2. Deneysel asimin hazirlanmasi

As1 ¢alismalarinda kullanilacak olan suslarin saflik kontrolleri yapildiktan sonra

suslar as1 iiretimi amaciyla kullanilmistir.

3.2.2.1. Asinin iiretimi

Yersinia ruckeri Asisinin Uretimi;
Saflik kontrolleri yapilan Yersinia ruckeri suslar1 TSA’ya ekilmistir. TSA’da 22
°C’de 48 saatlik inkubasyondan sonra koloniler TSB besi yerine alinmistir. TSB’de



22°C’de 24 saat inkubasyondan sonra TSA’ya iiger paralel olacak sekilde ekimler
yapilarak canli  bakteri sayimi yapilmistir. Ayni zamanda Kkiiltiirlerin
spektrofotometrede 625 nm dalga boyunda Optik dansite degeri (0.80) belirlenmistir.
Boylece cuf/ml degeri ile O.D. degeri karsilagtirilarak, asilarin standardizasyonu
yapilmistir. As1 tiretimi i¢in Yersinia ruckeri suslari pH’s1 7.2 olan TSB icerisinde
24-48 saat inkube edilmistir. Inkubasyon sonrasi 2 N NaOH kullanilarak kiiltiirlerin
pH’s1t 9.8’e yiikseltilmis ve 2 saat beklenmistir. Lize olan hiicreler santrifiijle
ayrilarak % 0.3 formalinde (+4 °C’de 12 saat tutularak) inaktive edilmistir. Daha
sonra alinan 10’ar mI’lik 6rnekler 4’er tane 100 mililitrelik TSB ve Sabore Dextroz
Broth’a ekilerek sterilite kontrolleri yapilmistir. Hazirlanan asilarin = sterilite
kontrolleri yapildiktan sonra +4 °C’de muhafaza edilmistir (Ellis, 1988b; Tanrikul,
1994).
Enterokok Asisinin Uretimi;

Brain heart infuzyon broth kiiltiir ortaminda Enterokok suslar1 48 saat 37°C’de
inkubasyon edildikten sonra % 0.7 formalinle oda 1sisinda 24 saat tutularak inaktive
edilmistir. Formalinle inaktive edilmis as1 optik dansite 2x10" hiicre/ml olacak

sekilde son konsantrasyon ayarlanmistir (Toranzo et al., 1995).

3.2.2.2. Toksisite denemeleri

Steril TSB kontrol olmak iizere, 5 deneysel asidan alinan orneklerle ile toksisite
denemeleri yapilmustir.

Her bir grup icin 30 adet balik (ortalama agirliklar1 6-10 g ) kullanilmigtir. Bu
baliklarin her birine i.p. yolla 0.1 ml 6rnek inokulum verilmistir. Baliklar 14 giin

boyunca 18+ °C su sicakliginda izlenmistir (Amend ve Eshenour, 1980).

3.2.3. Asilarin uygulanmasi

Arastirmamizda, Yersinia ruckeri referans ve saha ve enterokok sp. saha
suslarindan hazirlanan 5 deneysel as1 3 farkli yolla uygulanmistir.

Asilar ortalama 6-10 g agirlhigindaki toplam 1250 adet gokkusagi alabaligina oral
(15 ml bakteri 10 kg yeme), immersiyon (1:10 sulandirilarak 1 dk siireyle) ve ip (0.1
ml) enjeksiyon yontemiyle uygulanmistir (Tanrikul, 1994; Tanrikul et al., 1996).



3.2.4. As1 etkinliginin degerlendirmesi

Antikor seviyesini gozlemleme amaciyla immunizasyondan 3 hafta sonra her
gruptaki asilanmis ve kontrol baliklardan (5 balik) kan 6rnekleri kaudal damarlardan
alinmagtir.

Urettigimiz deneysel asilarin sagladign koruyuculugu tespit etme amaciyla

gruplara suslar 0.1 ml miktarda ip yolla (LD7o dozunda) verilmistir.

3.2.4.1. Epriivasyon uygulamalari

Asi etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla epriivasyon uygulamasinda Yersinia
ruckeri Kiiltiirleri TSB besi yerinde, saha enterokok susu brain heart infuzyon
brothda 22 ve 37°C’de 24 saat inkube edildikten sonra mililitredeki canli bakteri
sayis1 (cuf/ml) ve optik dansite (O.D.) degerleri tespit edilmistir.

Asilanan baliklarda olusan bagisikligin belirlenmesine ge¢cmeden Once balik
populasyonunda % 70 mortalite yapan bakteri (LD7) sayis1 tayin edildi. Bunun i¢in
her biri 30 adet baliktan olusan 6 grubun ikisi paralel olmak iizere iki farkli doz
uygulanmistir. Semi logaritmik grafik kagidi tizerinde LDy tesbit edilmistir. LD
her grup denemede kullanilan baliklar i¢in ayr1 ayr1 belirlenmistir.

LD7y oram tespit edilen mikroorganizma oral yolla asilanan baliklara 70. giin,
immersiyon yoluyla asilanan baliklara 28, 75. giinlerde, enjeksiyon yoluyla asilanan
baliklara 45 ve 105. giinlerde 0.1 ml miktarinda ip yolla uygulanmistir (Altun, 2001).
Uygulamadan 6nce baliklar fenoksietanol iceren kovalarda anesteziye alinmistir.

Epriivasyon uygulanan baliklar 14 giin boyunca izlenmistir. Olen baliklarin i¢
organlarindan ekimler yapilmistir. Reizolasyon yapilan baliklar spesifik mortalite

olarak kaydedilmistir.

3.24.2. Lam agliitinasyon ve mikroagliitinasyon yoluyla antikor
belirlenmesi

Antijenlerin hazirlanmasi

Agliitinasyon testlerinde kullanilacak antijenin hazirlanmasi amaciyla Yersinia

ruckeri suslart TSA’da genclestirilmistir. Suslar NB’a gecilerek 22 °C’de 24 saat



inkube edilmistir. % 0.3’liikk formaldehit ile inaktive edilen sus 525 nm’de 0.65
yogunluga ayarland.

Enterokok susu brain heart infuzyon brothda 37°C’de 24 saat inkube edilmistir.
% 0.3’liikk formaldehit ile inaktive edilen sus 525 nm’de 0.65 yogunluga ayarlandi
(Kusuda ve Salati, 1999).

Hazirlanan antijenler lam ve mikroagliitinasyon testlerinde antijen olarak

kullanildi1 (Kubilay ve Timur, 1997).

Lam agliitinasyon testi

Temiz bir lam {izerine 1 damla test serumundan, 1 damla da test antijeninden
damlatilmigtir. Lamin saga sola hareket ettirilmesiyle damlalarin iyice karismalari
saglanmistir. 2-3 dakika i¢inde olusan agliitinasyon reaksiyonuna gore sonuglar
degerlendirilmistir (Kubilay ve Timur, 1997).

Mikroplate agliitinasyon testi

Tiim gozlere 50 pul PBS konulmustur. Daha sonra ilk goze 50 upl serum
konulmustur. 1/2 diliisyondan baslayarak her seferinde 50 ul diger goze aktarilarak 2
katl1 dilisyonlar yapilmigtir. Tiim gozlere 50 ul agliitinasyon antijeninden konulmusg
ve plate’ler iyice karistirllmistir. Oda 1sisinda 2 saat inkube edildikten sonra + 4
°C’de 1 gece bekletilmistir. Kontrol amaciyla pozitif ve negatif serumlar sondan bir
ve ikinci gozlere konulmustur. Sonuglar log, tabanina gore degerlendirilmistir

(Kawahara et al., 1989).
3.2.5. Bagisikligin degerlendirilmesi

Asilarin sagladigi bagisiklik, nispi hayatta kalma yiizdesi (RPS) temel
alinarak degerlendirilmistir (Ellis, 1988b).
Asililardaki 6liim oran1 %

RPS = [ 1- ] x 100
Asisizlardaki 6liim orant %




3.2.5. Istatistiki hesaplamalar

Asilarin verdigi bagisikligin ve oliimlerin istatistiki olarak degerlendirilmesi,

Pearson Chi-Square yontemi kullanilarak yapilmistir (Hayran ve Ozdemir, 1995).



4.ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Cahismada kullanmilan suslarin fenotipik ozellikleri ile ilgili

bulgular

Cizelge-12 Saha ve Referans Yersinia ruckeri’nin Fenotipik Ozellikleri

Fenotipik Ozellikler Referans Saha

Yersinia ruckeri | Yersinia ruckeri

Gram Boyama - -

Oksidasyon — Fermentasyon F F
(O/F)

Katalaz + +
Sitokram Oksidaz - -
22 °C’de Biiyiime + +
37 °C’de Biiyiime + +
22 °C’de Hareket + +
37 °C’de Hareket - -
Tween 80 Hidrolizi + +
% 1 NaCl’de Biiyiime + +
% 3 NaCl’de Biiyiime + +
% 7 NaCl’de Biiyiime - -
Simmon Sitrat + +
Jelatin Hidrolizi + +
Indol - _
Metil Kirmizist + +

Voges—Proskauer Reaksiyonu - -

Sorbitol - -

Maltoz + +

Inositol - -




Glukoz

A/G

+/-

A/G

+/-

A:Asit Uretimi G:Gaz Uretimi F:Fermentatif

Cizelge-13 Enterokok Susunun Fenotipik Ozellikleri

Fenotipik Ozellikler

Enterokok

KA'da Hemoliz

Grup D Antijen

% 6.5 NaCl Broth'da Ureme

45 °C'de Ureme

Hareket

KA'da Pigment Olusumu (Sar1)

Leucine Aminopeptidaz (LAP)

Hippurat Hidrolizi

Arjinin Dihidrolaz

H,S Uretimi

Asetoin Uretimi (VP)

Alkalin Fosfotaz

Adonitol

Glikoz

Gliserol

Glikojen

Inositol

Mannitol

Laktoz

Sorbitol

Sukroz




4.1.2. Hazirlanan asimin toksisitesinin belirlenmesi amaciyla yapilan

denemelerin sonuclari

Asinin toksisitesinin belirlenmesi amaciyla yapilan denemelerin sonuclari

Cizelge 14’ da gosterilmektedir.

Cizelge-14 Hazirlanan agilarin toksisitesinin belirlenmesi amaciyla yapilan denemelerin sonuglari

Balik Adedi Mortalite Yasama Orani1 (%)
TSB Kontrol 30 0 100
Ay 30 0 100
A, 30 0 100
As 30 0 100
Ay 30 0 100
As 30 0 100

Hazirlanan asilar ile asilanan baliklarda 6liimler gériilmemis ve toksik bir etkiye

rastlanmamaistir.



4.1.3. Hazirlanan asimin LD;y dozunun belirlenmesinde kullamlan

testlerin sonuclariyla ilgili bulgular

Cizelge- 15 LD, oraninin tespitinde deneysel infeksiyon sonuglari

Asilamada Balik Olen Olim | Cuf/ml* | O.D. LDyg*%*
kullanilan suglar say1sl Balik % (525

Sayisi nm)**
Referans 30 28 93.3 | 4x10’ 0.720 5x10°
Yersinia ruckeri 0620 OD525
Saha 30 29 96.6 | 4x10° 0.720 4x10°
Yersinia ruckeri 0.6200D, 5
Saha 30 29 96.6 | 5x10’ 0.720 5x10°
enterokok susu 062000,
Referans 30 15 50.0 | 4x10’ 0.420 -
Yersinia ruckeri
Saha 30 16 533 | 4x10’ 0.420 -
Yersinia ruckeri
Saha 30 15 50 5x10°* 0.420 -

enterokok susu

*0.D.sps : Spektrofotometrede 525 nm dalga boyundaki optik dansite
*% cuf/ml : mililitredeki canl1 bakteri sayis1
**% LD7g . Bir balik populasyonunun %70’ini 6ldiirebilen doz.




4.1.4. Deneysel asilarin sagladig1 bagisiklik seviyesinin sonuclari

Agliitinasyon testine ait bulgular

Cizelge- 16 Lam Agliitinasyon ve Mikroagliitinasyon Testlerine ait Bulgular

Asilama As1 Lam Mikroagliitinasyon
Yontemi Gruplan | Agliitinasyon
Ay ++ 1/256 ++
iMMERSIYON | /2 ++ 1/32 +
As +++ 1/64 +++
A4 + 1/32 +++
As + 1/128 ++
Al + 1/512 ++
Aj + 1/64 +
Ay +++ 1/128 +
As - 1/128 ++
Ay +++ 1/64 ++
ENJEKSIYON A * /128 ++
Aj + 1/64 +
Ay +++ 1/64 ++
As - 1/128 +++

Epriivasyon sonuclari

Baliklar oral, immersiyon ve enjeksiyon yontemi ile aymi giin icerisinde
astlandiktan sonra immersiyonla asilanan baliklar 28. ve 75. giinlerde, oral asilanan
baliklar 70. giinde, enjeksiyon yoluyla asilanan baliklar ise 45. ve 105. giinlerde LD7q
dozunda suglara maruz birakilmistir. Her iic yontemde de asili ve asisiz (kontrol)

baliklar 50’ser adetlik gruplar halinde denemeye alinmistir.



Al
A2
A3
A4
A5

*2

100+
90- T

80-

70-
RPS 60+ o A1
degerleri 501 HA2
40+ 0OA3
gg‘ A4
104 mA5

0-

28* 45 70** 75 105*

eprivasyon giinleri

Sekil-1 : Epriivasyonlar sonucu elde edilen RPS degerleri

: Referans Yersinia ruckeri

: Saha Yersinia ruckeri

: Saha enterokok

: Saha Yersinia ruckeri +enterokok

: Referans Yersinia ruckeri +enterokok

8 ve 75. glinlerde immersiyon asilanan gruplara epriivasyon

**45 ve 105. giinlerde enjeksiyon asilanan gruplara epriivasyon
*%*70. glinde oral agilanan gruplara epriivasyon



izelge- ral yolla agilanan baliklarda 70. giinde yapilan epriivasyon 10) sonrasi elde edilen egerleri (y” = 6. OD. p>0.
Cizelge-17 Oral yolla asil baliklarda 70 d 1 *% (LD7p) lde edilen RPS* degerleri (x* = 6.809 ©) (p>0.05)

Al A2 A3 A4 A5
n [M*|M |[RPS* | N |[M*| M |RPS* | n |[M*| M |RPS* | n |[M*| M | RPS* | n | M*| M | RPS*
% % % % %
50|16 | 32 | 555 [ 50 | 10 | 20| 714 [ 50 | 9 | 18 | 72.7 |50 9 | 18 | 742 | 50 | 17 | 34 | 52.7

Cizelge-18 immersiyon yolla asilanan baliklarda 28. giinde yapilan epriivasyon** (LDs,) sonrasi elde edilen RPS* degerleri (3* = 10.200 oD ) (p>0.05)

Al A2 A3 A4 A5
n | M* M |RPS* | N |[M*| M |RPS* | n |M*| M | RPS* | n |M*| M | RPS* | n |M*| M | RPS*
% % % % %

50| 15 1 30| 594 | 50 9 18 742 | 50 7 14 | 78.7 50 6 12 83.3 50 | 16 32 | 56.7
Al : Referans Yersinia ruckeri
A2 : Saha Yersinia ruckeri
A3 : Saha enterokok
A4 : Saha Yersinia ruckeri +enterokok
AS : Referans Yersinia ruckeri +enterokok

M: Mortalite
* (RPS) Nisbi Hayatta Kalma Yiizdesi
¢ Spesifik mortaliteyi ifade etmektedir.

n:Balik sayis1

** Epriivasyon ip olarak uygulandi
O.D.: Onemli Degil




Cizelge-19 immersiyon yolla asilanan baliklarda 75. giinde yapilan epriivasyon** (LD,) sonrasi elde edilen RPS* degerleri (y° = 7.040 O‘D‘) (p>0.05)

Al A2 A3 A4 AS

n ([M*|M |RPS* | n |[M*| M |RPS* | n |[M*| M | RPS* | n |[M*| M | RPS* | n | M*| M | RPS*
% % % % %

50 7 | 14| 794 [ 50| 5 | 10| 843 | 50| 3 6 90.6 | 50 | 2 4 937 | 50 | 9 | 18 | 735

Cizelge-20 Enjeksiyon yolla agilanan baliklarda 45. giinde yapilan epriivasyon** (LD,) sonrasi elde edilen RPS* degerleri (y° = 5.227 O‘D‘) (p>0.05)

Al A2 A3 A4 A5
n [ M*| M |RPS* | n |M*| M | RPS* N | M*| M | RPS* n |[M*| M |RPS* | n |M*| M | RPS*
% % % % %
50| 8 16 | 777 | 50 | 4 8 88.5 50 |5 10 85.2 50 3 6 914 | 50 | 9 18 75
Al : Referans Yersinia ruckeri
A2 : Saha Yersinia ruckeri
A3 : Saha enterokok
A4 : Saha Yersinia ruckeri +enterokok
A5 : Referans Yersinia ruckeri +enterokok

M: Mortalite
* (RPS) Nisbi Hayatta Kalma Yiizdesi
¢ Spesifik mortaliteyi ifade etmektedir.

n:Balik sayis1
** Epriivasyon ip olarak uygulandi
O.D.: Onemli Degil




Cizelge-21 Enjeksiyon yolla agilanan baliklarda 105. giinde yapilan epriivasyon** (LD-) sonrasi elde edilen RPS* degerleri (x* = 8.523 O‘D‘) (p>0.05)

Al A2 A3 A4 A5
n [ M*| M |RPS* | n |[M*| M RPS* N M* M | RPS* | n [ M*| M | RPS* | n |M*| M | RPS*
% % % % %

50| 4 8 87.5 50 1 2 96.7 50 0 0 100 50| O 0 100 50 3 6 90.6
Al : Referans Yersinia ruckeri
A2 : Saha Yersinia ruckeri
A3 : Saha enterokok
A4 : Saha Yersinia ruckeri +enterokok
A5 : Referans Yersinia ruckeri +enterokok
M: Mortalite n: Balik sayis1

* (RPS) Nisbi Hayatta Kalma Yiizdesi
¢ Spesifik mortaliteyi ifade etmektedir.

** Epriivasyon ip olarak uygulandi
O.D.: Onemli Degil




Cizelge-22 LD, uygulanan Kontrol gruplari

Kontrol gruplari Referans Yersinia ruckeri | Saha Yersinia ruckeri Enterokok
n M M (LD7) | N M M (LD7) |n M M (LD7o)

28. giinde epriivasyon | 50 37 74 50 36 72 50 34 68

45. giinde epriivasyon | 50 36 72 50 35 70 50 34 68

70. giinde epriivasyon | 50 36 72 50 35 70 50 33 66

75. giinde epriivasyon | 50 36 68 50 34 64 50 33 64
105.giinde 50 34 64 50 34 62 50 32 60
epriivasyon

n: Balik sayis1
M:Mortalite




Epriivasyon uygulanan baliklar 14 giin boyunca izlenmistir. Olen baliklarin ic
organlarindan reizolasyon i¢in ekimler yapilmis ve iireme saptanan baliklar spesifik
mortalite olarak kaydedilmistir (Erdal, 1989; Johnson ve Amend, 1983).

Arastirmamizda uygulanan yontemler karsilastirildiginda tiim gruplarda (Al,
A2, A3, A4, AS5) oral asilamalardan sonra en ¢ok balik Oliimlerinin goriildiigi,
immersiyon asilamanin ikinci epriivasyonundan sonra baliklardaki 6liim sayisinin
azaldig1 ve enjeksiyon ile asilamadan sonra ise baliklardaki oliimlerin en az olarak
gortildiigii tespit edilmistir. Asilama yapilan metodlar arasinda istatistiki agidan
Pearson Chi-Square metoduna gore onemli farkliliklar goriilmemistir (Sekil 2, 3, 4,

5,6).

50
40 ] ]
30 +H |
balik sayisi . c.f\'af“'
20 H Oli
10+ I I
0 T T . T l T ._

oral70 imm28 imm75 enj45 enj105
epriivasyon glinleri
Sekil 2. Referans Yersinia ruckeri susundan hazirlanan

monovalan Al asisinin oral, immersiyon ve enjeksiyon
yolla uygulanmasi sonucu elde edilen koruyuculuk degerleri



60

50

40
balik sayisi 30 -
20 -
10 -

0

O Canli
mOoli

.

N =

oral70 imm28 imm75 enj45 enj105

eprivasyon glinleri

Sekil 3. Saha Yersinia ruckeri susundan hazirlanan monovalan
A2 asisinin oral, immersiyon ve enjeksiyon yolla uygulanmasi
sonucu elde edilen koruyuculuk degerleri

60

50

40
balik sayisi 30 1
20
10

0

O Canh
m Olii

Sekil 4. Saha Enterokok susundan hazirlanan monovalan

oral70 imm28 imm75 enj45 enj105

epruvasyon guinleri

A3 agisinin oral, immersiyon ve enjeksiyon yolla uygulanmasi
sonucu elde edilen koruyuculuk degerleri




60

50 — —
40 -+
@ Canh
balik sayisi 30 .
B Olu
20
10 i
0 T . T = T - T
oral70 imm28 imm75 enj45 enj105
epruvasyon glinleri
Sekil 5. Saha Yersinia ruckeri ve saha Enterokok susundan
hazirlanan A4 asisinin oral, immersiyon ve enjeksiyon yolla
uygulanmasi sonucu elde edilen koruyuculuk degerleri
50 —
40 ] ]
30 @ Canh
balik sayisi .
20 B Olu
0 T T T T -_

oral70 imm28 imm75 enj45 enj105

epruvasyon guinleri

Sekil 6. Referans Yersinia ruckeri ve saha Enterokok susundan
hazirlanan A5 asisinin oral, immersiyon ve enjeksiyon yolla
uygulanmasi sonucu elde edilen koruyuculuk degerleri

Arastirmamizda tiim uygulama metodlarinda gruplar karsilastirildiginda ise,
enjeksiyonla agilamanin ikinci epriivasyonu hari¢ diger gruplarda A5 grubunda en az
bagisiklik elde edilmis, bunu takiben Al grubunda da bagisiklik orani diisiik tespit
edilmistir. A2, A3, A4 gruplarinda (6zellikle A3 ve A4 gruplarinda) ise birbirine



paralel bagisiklik oranlar1 goriilmektedir. Asilama yapilan gruplar arasinda istatistiki
acidan Pearson Chi-Square metoduna gore 6nemli farkliliklar goriilmemistir (Sekil 7,

8,9,10,11).

Oral asilama

50
40 ] ]
30 - ]
balik sayisi - (":anll
20 - H Oli
il I
0 T . T i T i T

Al A2 A3 M A5

asilar

Sekil 7. Oral yontemle as1 uygulamalarinda 70. giinde
yapilan epriivasyonlar sonucu elde edilen koruma degerleri

immersiyon asilama

50
40 — ] ]
30 - ]
balik sayisi H (":anll
20 E Olu
<H 3
0 T i T . T . T

Al A2 A3 M A5

asilar

Sekil 8. Immersiyon yontemle as1 uygulamalarinda
28. giinde yapilan epriivasyonlar sonucu elde edilen koruma
degerleri



immersiyon asilama

60

50 —

40 A

(] |
balik sayisi 30 - s (C)Tn '
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Al A2 A3 A4 A5
asltlar
Sekil 9. immersiyon yontemle as1 uygulamalarinda
75. glinde yapilan epriivasyonlar sonucu elde edilen
koruma degerleri
Enjeksiyon agilama
50 — —
40 7] —
30 O
balik sayisi c.f\'af“'

20 H Olu
10
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asilar

Sekil 10. Enjeksiyon yontemle as1 uygulamalarinda
45. giinde yapilan epriivasyonlar sonucu elde edilen
koruma degerleri



Enjeksiyon agilama

60
50 —
40
O
balik sayisi 30 - (..:a,'_m
20 - B Olu

10 -
0 || s I

asilar

Sekil 11. Enjeksiyon yontemle as1 uygulamalarinda
105. giinde yapilan epriivasyonlar sonucu elde edilen
koruma degerleri

Sonug olarak, enjeksiyon metodu ile yapilan asilamalarda balik 6liimlerinin daha
az goriildiigli ve monovalan saha Y. ruckeri, monovalan enterokok ile karma saha Y.

ruckeri + enterokok asilarinin daha etkili bagisiklik sagladig1 goriilmektedir.



4.2. Tartisma

Giliniimiizde niifus yogunlugunun artmasi ve buna bagli olarak azalan tarim
alanlari, gocler, ekonomik kosullar, gida yetersizlikleri, saglik problemleri gibi
bircok nedenlerden dolay1 beyaz et tiiketimi artmstir. Ozellikle bedensel ve zihinsel
gelisim acisindan onemli olan yiiksek kaliteli protein acig1 ve dogal kaynaklarin bu
ithtiyaci karsilayacak yeterlilikte olmamas: intensif balik kiiltiirii tekniklerinde hizli
bir gelisme saglamistir. Bu amacla kurulan isletmelerde yetistiricilik kontrollii veya
yar1 kontrollii sartlar altinda yapilmakta, maddi kazanglarin saglanmasi icin birim
alanda daha fazla balik stoklanmaktadir. Intensif bir yetistiricilikte dogal olarak
yiikksek yogunlukta yetistirme, su kalitesinde azalma, yetersiz diyet, maniplasyonlar
gibi nedenlerden dolayr hastalik problemleri de yogun olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Baliklar icerisinde bulunduklar1 ortamda bir¢ok mikroorganizma ile kars1 karsiyadir.
Bu mikroorganizmalarin ¢cogu balik i¢in patojen degidir. Fakat patojen etkenlerin su
ortaminda bulunmasi baliklar i¢cin her zaman potansiyel tehlikedir. Son yillarda
diinyada ve iilkemizde goriillen Yersinia ruckeri’nin olusturdugu Enterik Kizilagiz
Hastaligi alabalik isletmelerinde ciddi kayiplara yol acmaktadir. Yersinia ruckeri
fakiiltatif patojen bir etkendir. Yersiniozis balik nakilleri, rezervuar canlilarin rolii
(salmonid olmayan baliklar, su samuru, kerkenez, hindi, misk faresi, kerevit, mart1)
ve koruyucu onlemlerin (hijyenik tedbirler, asilamalar) alinmamasi nedeniyle
isletmelere hizla yayilarak alabalik ¢iftliklerinin en 6nemli sorunlarindan biri haline
gelmistir. Yersinia ruckeri’nin alabaliklarda meydana getirdigi dogal enfeksiyonu
atlatanlarda bir immunite gelismektedir. Fakat gelisen bu immunite baliklar1 yeni
enfeksiyondan korumaya yetmemektedir. Yersiniozun niiks eden bir enfeksiyon
olmasi tedavinin pahaliya malolmasina neden olmaktadir. Bilim adamlar1 son
yillarda baliklarda goriilen hastaliklar ile ortaya cikan tehditler ve bunlarin su
tiriinleri yetistiriciligi tizerine ekonomik etkilerine 6nem vermektedirler (Cagirgan ve
Yiireklitiirk, 1991; Post, 1987; Stevenson et al., 1993; Tanrikul, 1994; Tanrikul et al.,
1996).

Hastalik problemlerine kars1 koymak amaciyla iireticiler, koruyucu ve sagaltim

amach antibiyotik uygulamalar1 (yemlerin lezzetini etkiler ve direncli bakteri suslar



olusumuna neden olur) ile stoktaki tiim baliklarin imha edilmesi ve isletmenin
dezenfeksiyonu ve bunu takiben hastaliktan ari siirliniin yerlestirilmesi gibi maliyeti
yiiksek uygulamalar denemislerdir. Fakat Yersinia ruckeri’nin havuz dibindeki
camurda 2 ay canhi kalmasi, akuatik omurgasizlarla, kara hayvanlarinin Yersinia
ruckeri’nin tastyicisi olmast hijyen tedbirlerini etkisiz kilmaktadir. Yersinia ruckeri
laboratuar teshiste en erken 48 saatte primer koloni vermekte bu durumda hastalikla
miicadelede 4-5 giin gecmesini ve onbinlerce baligin kaybedilmesine neden
olmaktadir. Bu nedenler as1 kullanimini1 zorunlu hale getirmistir.

As1 gelistirilmesinde c¢alismalar 1970°li yillarda baslamis ve 3 salmonid
hastaligina karsi bakterinlerin iiretimiyle sonuclanmistir. Bu hastaliklar Enterik
Kizilagiz Hastaligi (Yersinia ruckeri), Vibriozis (Vibrio anguillarum) ve
Furunkulozis’dir (Aeromonas salmonicida). Bu ii¢ bakterin de Amerika Tarim
Departmani/Hayvan ve Bitki Saghgm Izleme Servisi (U.S.D.A/A.P.H.LS.)
tarafindan lisanslandirilmigtir. Salmonid viruslar i¢in asilar (IPN, IHN, VHS), ve
bakteriyal bobrek hastalig1 (Renibacterium salmoninarum) icin bakterin gelistirilme
agsamasindadir (Amend ve Eshenour, 1980).

Rodgers (1992), yapilan asilamalarin yeterli koruma saglamadigini, asilama
yapilan ciftliklerde de hastalik ¢iktigini ve ilacla tedavinin as1 uygulamasindan daha
ucuza geldigini belirtmistir. Fakat diger calismalardan elde edilen bulgular bunu
dogrulamamaktadir (Gudding et al., 1999). Antibiyotik kullaniminin bir¢ok yan
etkileri bulunmaktadir. Amerika’da enzootik Yersiniozis goriilen alanlarda
sulfamerazin ve oksitetrasiklinlere karsi tam bir direncin gelistigi bildirilmistir (Post,
1987).

Norveg’te as1 uygulamalarinin gelistirilmesinden sonra, ila¢ kulaniminin 47 ton
aktif maddeden 1 tona diistiigii bildirilmistir (Gudding et al., 1999).

Antibiyotik uygulamalarinin masrafli olmasi, is giicii gerektirmesi, patojenik ve
nonpatojenik mikroorganizmalara karst diren¢ olusumuna neden olmasi ve bu
durumunda insan ve hayvan sagligini tehdit etmesinden dolayr ¢alismalar daha ¢ok
asilama iizerine yogunlagmaktadir.

1993 yilindan itibaren Enterokokal septisemi Kkiiltiir baliklarinda en biiyiik

tehditlerden biri haline gelmistir. Kemoterapi hastaligin kontroliinde etkili olmadigi



ve olusan dis klinik belirtilerin etkilenen baliklar1 pazarlanamaz hale getirmesi
nedeniyle hastalik agir ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Streptokokal
hastaliklarda asinin kullaniminin yilda 100 milyon dolar zarar1 6nledigi bildirilmistir.
Kiiltiir baliklarinda streptokokal ve enterokokal septisemilerin sebep oldugu iiretim
kayiplari, antimikrobiyal kullaniminin getirdigi maliyetler ve Gram-pozitif koklarin
artan ila¢ direngliligi hastaliktan korunmada immunproflaksiyi gelistirme ihtiyacini
dogurmustur (Kawahara et al., 1989).

Diinya saglik teskilatt 1966’da yayinladigi bir raporda asilamaya karar vermeden
once hastaligin tabiati ve siddeti, enfeksiyona maruz kalma olasiligl, hastaligin
yayillma olasiligi, asilamayla elde edilen bagisikligin siiresi ve derecesi ve asilanan
bireylerde gerek asilama esnasinda gerekse sonradan meydana gelebilen arzu
edilemeyen reaksiyonlarin siddeti ve goOriilme sikligi  gibi  hususlarin
degerlendirilmesi gerektigini belirtmistir (Anderson ve Nelson, 1974).

Baliklar enfeksiydz ajanlardan mukus, pullar ve epidermis gibi nonspesifik
bariyerler, komplement, interferon ve lizozimler gibi nonspesifik faktorler ve antikor
tiretimi gibi spesifik defans mekanizmalari ile korunmaktadir (Anderson ve Nelson,
1974; Ellis, 1988b; Tanrikul, 1994). Antikor, spesifik bir antijene karsi cevap olarak
tiretilen ve antijenle reaksiyona giren spesifik bir immunglobulindir. Bir antijen
uygun kosullar altinda antikor iiretimine neden olan ve antikorla reaksiyona giren
herhangi yabanci maddedir. As1 ve bakterinler, attenue edilmis hastalik etkenleri ve
bir konak¢iya uygulandiginda spesifik antikor iiretimini uyaran veya belirli hastalik
etkenlerine karsi nonspesifik dirence neden olan antijenler igerirler. Immunize bir
hayvanda antikorlarin ve diger faktorlerin iiretimi ile olusan koruma bir patojenle
dogal karsilagsmalarda hayatta kalmalarin1 saglamaktadir. Baliklar oral, immersiyon,
sprey ve enjeksiyon asilama yollariyla asilanabilmektedir (Amend ve Eschenour,
1980; Anderson ve Ross, 1972; Bullock ve Cipriano, 1990; Cossarini, 1986; Ellis,
1988a; Gudding et al., 1999).

Yersiniozis hastalifina karsi ilk asilama Ross ve Klontz (1965) oral yolla
uygulanmistir. Hazirlanan bakterin yemle 2 hafta boyunca haftada 5 giin, caligmanin

devaminda da hafta da 1 kez verilmistir. 70 giin sonra baliklara LD7o dozunda bakteri



ip olarak verilmis ve % 90 koruma gosterdigi ve bu korumanin 408 giin siirdiigii
bildirilmistir (Austin ve Austin, 1987; Ellis, 1988b; Ross ve Klontz, 1965).

Enterococcus seriolicida’ya kars1t oral as1 0.2 g asi/balik dozunda yemle
verilmistir. Bu miktar 10 giinliik dozlar seklinde yemleme programina dahil
edilmistir. 5 giinliik yemle as1 uygulamasindan sonra 5 giinliik aray: takiben tekrar 5
giin as1 uygulamasi yapilmistir. Sonu¢ olarak kiiciik baliklarda agir mortalite ile
seyreden hastalikta mortalitede belirgin azalma tespit edilmistir. 11 haftalik gozlem
periyodu boyunca asili baliklarda sadece %?2.3 6liim meydana geldigi bildirilmistir
(Clark et al., 2006 ).

Arastirmamizda oral asilarda 70. giinde yapilan epriivasyonlar sonucu referans
Yersinia ruckeri susundan hazirlanan Al asisinda % 55.5, saha Yersinia ruckeri
susundan hazirlanan A2 asisinda % 71.4, sahadan izole edilen enterokok susundan
hazirlanan A3 asisindan % 72.7, saha Yersinia ruckeri ve enterokok susundan
hazirlanan A4 asisindan % 74.2 ve referans Yersinia ruckeri ve enterokok susundan
hazirlanan A5 asisindan % 52.7 RPS elde edilmistir.

1977°de vibriozise karst immersiyon asilamanin gelismesiyle beraber bu
teknigin ERM icinde oral asilamadan daha etkili oldugu belirlenmistir. Saha ve
laboratuar ¢alismalari sonucunda immunizasyon ile asilamanin % 80-97 oraninda
RPS olusturdugu bildirilmistir (Bruno ve Munro, 1989). Optimum kosullar altinda bu
korumanin 300 giinden fazla siirdiigii belirlenmistir (Amend ve Eshenour, 1980).

Bruno ve Munro (1989), ticari bir Yersinioz asisin1 10 misli sulandirarak 30
saniye siireyle banyo yoluyla asilama sonucu 2 g agirligindaki baliklarda 6. ayda
RPS % 75, 4 g agirh@indaki baliklarda 5. ayda % 90 olarak bulmustur.

Clark ve ark.’in (2006), yaptig1 bir calismada 1 g agirhigindaki baliklarin
Enteroccus seriolicida’ya karst immersiyon asilanmasinda 12. haftada mortalite
asis1z baliklarda %68 iken asili baliklarda %13.5’e diistiigii bildirilmistir

Yapilan arastirmada immersiyon asilama sonucu 28. giinde Al % 59.4, A2
% T4.2, A3 % 78.7, A4 % 83.3 A5 % 56.7, 75. giinde Al % 79.4, A2 % 84.3, A3
% 90.6, Ad % 9377, AS % 73.5 oranlarinda RPS degerleri elde edilmistir.
Immersiyon asilamada da en iyi koruma A4 (saha Yersinia ruckeri +enterokok)

asisina kars1 elde edilmistir. 28. giinde yapilan epriivasyonlarda A1 referans Yersinia



ruckeri ve AS enterokok+referans Yersinia ruckeri’den olusan karma asi1 sirasiyla
%30 ve %32 mortalite orami ile en diisiik korumayr saglamistir. Saha Yersinia
ruckeri ve saha enterokok suslarindan hazirlanan monovalan asilarinda sirasiyla %18
ve %14 oraninda mortalite olusturdugu tespit edilmistir. 75. giinde yapilan ikinci
epriivasyonlarda da A3 ve A4 asilan %6 ve %4 mortalite ile yiiksek koruma
saglamistir.

Arastirmamizda ip enjeksiyon yoluyla asilanan baliklara 45 ve 105. giinlerde
epriivasyonlar yapilmistir. 45. giinde Al %77.7, A2 %88.5, A3 %85.2, A4 %91.4,
AS %75, 105. giinde A1 % 87.5, A2 %96.7, A3, A4’te %100 ve AS asisinda %90.6
oranlarinda RPS elde edilmistir. Bu sonuglara gore enjeksiyon asilamada en iyi
korumanin saha Yersinia ruckeri susu ile hazirlanan A2 ve enterokok+saha Yersinia
ruckeri ile hazirlanan A4 karma asilarina karsi saglandigi tespit edilmistir.

Bu arastirmada oral, immersiyon ve enjeksiyon yontemleriyle yaptigimiz
asitlama caligmalar1 neticesinde, enjeksiyon yonteminin (ip) immersiyon ve oral
yonteme oranla daha yiiksek bir koruma sagladigi tespit edilmistir (Cizelge : 18, 19,
20, 21, 22). Yersiniozise kars1 en uygun asilama yonteminin enjeksiyon (ip) oldugu
saptanmustir (Ellis, 1988a; Ellis, 1988b; Johnson ve Amend, 1983a). Johnson ve
Amend, (1983a), yersiniozis asisint ip enjeksiyon ve immersiyon yontemleriyle
uygulayarak sagladiklar1 bagisikliklar1 karsilastirmis ve ip enjeksiyon yontemiyle
asillamada daha diisilk Oliim yiizdesi ve daha yiiksek koruma elde edildigini
bildirmeleri ¢alismamizi desteklemektedir.

Arastirmamizda epriivasyon uygulamalari sonucu 75. ve 105. giinde 28. ve 45.
giine oranla daha iyi koruma sagladigi tespit edilmesi konu ile ilgili olarak yapilan
caligmalarla benzerlik gostermektedir (Bruno ve Munro, 1989; Johnson et al.,
1982b). Bunun sebebi muhtemelen biiyiik baliklarin hastaliklara kiigtik baliklardan
daha direnc¢li olmasidir (Ellis, 1988a).

Johnson ve ark. (1982b), 1/10 oraninda sulandirilmis olan asiyla 20 saniye
sireyle asiladiklar1 gokkusagi alabaliklarinda 70. giinden sonra yapilan
epriivasyonlarda RPS degerlerinin artigimi ve 90. giinde %100’e ulastigim

bildirmislerdir.



Tanrikul, (1994), 2-3 g agirligindaki alabalik yavrularini arastirmalar sirasinda
iiretmis oldugu iki as1 ile asilayarak, yurt disindan ithal edilen ingiltere ve Fransa
asilar ile karsilagtirmistir. Saha suslarindan gelistirmis oldugu asilardan basarili
sonuglar elde etmistir. Aragtirmamiz sonucunda da saha Yersinia ruckeri susu ile
hazirlanan A2 ve A4 asilarinin, referans Yersinia ruckeri susundan hazirlanan Al ve

AS agilarina gore daha iyi koruma sagladigi belirlenmistir.



5. SONUC ve ONERILER

Su {iriinleri yetistiriciliginde hizli gelisimle birlikte hastalik sorunlar1 da
artmistir. Kayiplarin Oniine gecebilmek i¢in kemoterapi yapilmaktadir. Ancak
kemoterapi oliimler basladiktan sonra uygulanabilmekte, teshis yapilip antibiyogram
sonuglar1 aliincaya kadar da onemli miktarda kayiplar olusmaktadir. Ulkemizde
ozellikle Yersinia ruckeri’nin ve son yillarda da Enterococcus seriolicida’larin neden
oldugu hastaliklar balik isletmelerinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Olusan enfeksiyonlar sonucu baliklarin pazarlanamaz hale gelmesi, antibiyotik
kullantminin bakterilerde direng gelisimine neden olmasi, masrafli olmasi, is giicii
gerektirmesinden dolay1 asilama onem kazanmistir.

Bu calismada Danimarka’dan izole edilmis referans bir Yersinia ruckeri ve
tilkemizden izole edilmis saha Yersinia ruckeri ve enterokok susuna karsi hazirlanan
asilar ve bunlarin oral, immersiyon ve enjeksiyon yoluyla uygulanmasi sonucu elde
edilen bagisikliklar karsilastirilmistir. Gelistirilen asilar arasinda saha suslarindan
hazirlanan agilardan daha yiiksek koruma elde edilmistir. Ozellikle immersiyon
asilamada 28. giinde yapilan epriivasyonlarda referans Yersinia ruckeri susu ile
asilanan A1l grubunda mortalite %30 iken saha Yersinia ruckeri susundan hazirlanan
asl ile asilanan A2 grubunda mortalite %18’te kalmstir.

Enjeksiyon asilama yapilan gruplarda koruma diger gruplara gore daha yiiksek
bulunmustur. Enjeksiyon asilamada 45. giinde elde edilen RPS degerleri 75-91.1
arasinda olup bu degerler 105. giinde 87.5-100 RPS’ye cikmistir. Immersiyon
asilamada RPS degerleri enjeksiyon asilamaya gore daha diisilk bulunmustur. Oral
asilamalarda ise bagisiklik diisiik bulunmustur.

Karma agilarda tiim gruplarda saha Yersinia ruckeri susundan hazirlanan A4
asisinin referans Yersinia ruckeri susundan hazirlanan A5 karma asisindan daha
yiiksek koruma sagladig belirlenmistir. Ozellikle immersiyon asilamada 28. giinde
yapilan epriivasyonlarda A4 asis1 uygulanan grupta mortalite %12 olarak

belirlenirken A5 asinda mortalite %32’ye ¢ikmustir.



Arastirmamizda elde ettigimiz verilere gore bagisikligin degerlendirilmesinde
antikor diizeyinin belirlenmesinin yaniltict oldugu deneysel enfeksiyonlara karsi
korumanin 6l¢ii alinmasi gerektigi dogrulanmistir.

Yersinioz ve enterokokus hastaligi ozellikle yavru baliklarda fazla miktarda
mortaliteye neden olarak biiyiik ekonomik kayrplara neden olmaktadir. Isletmelerde
hastaliklar tedavi edilmelerine ragmen yilda iki li¢ kez niiksetmekte, hastalig1 atlatan
baliklarinda gelisimleri yavaglamaktadir. Bu nedenle tedaviden c¢ok hastaligin
isletmeye girisi Onlenmelidir. En basta bu isletmelerde calisan isgiler iyi bir
egitimden gecirilmeli, hastaliklarin bulagsma yollari, hijyenin bulasmadaki 6nemi
iscilere anlatilmalidir. Kuluckahanesi bulunan ciftliklerde anaglar portorliik
bakimindan kontrol edilmeli ve portdr olan baliklar siiriiden ¢ikarilmalidir. Eger
anaclar disaridan alintyorsa hastaliktan ari, sertifikali siiriilerden alinmasina dikkat
edilmelidir. Ulkemizdeki isletmelerde yogun olarak hastaliklarin goziikmesi
nedeniyle asilamada mutlaka yapilmalidir. Tiim diinyada balik sagligi ile ugrasan

otoritelerin kabul ettigi gibi profilaksi tedaviden ¢ok daha 6nemli ve ekonomiktir.



OZET

Yersinioz 1950 yilindan beri bilinen salmonid baliklarin kontagiy6z bir
hastaligidir. Tlk izolasyonundan sonra Amerika, Avrupa, Asya ve Afrika’da bir¢ok
tilkeden bildirilmistir. Hastalik Tiirkiye’de ilk kez 1990’larin sonunda teshis edildi
(Cagirgan ve Yiireklitiirk, 1991). Bu ilk izolasyondan sonrada Tiirkiye’deki alabalik
ciftliklerinin hemen hemen hepsinde goriildii.

Birgok tilkede yersinioz infeksiyonlarindan korunmada asilamalar yapilmaktadir.
Bu agilar1 uygulamada oral, enjeksiyon, immersiyon, sprey ve anal intubasyon gibi
bircok metot rapor edilmistir (Johnson ve Amend, 1983). Bu metotlardan
immersiyon metotu kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Bu calismada saha ve Danimarka Yersinia ruckeri izolatlar1 ve saha enterokok
izolatlar1 kullanilarak bes degisik as1 gelistirilmistir. Bu asilar sirasiyla Al referans
Yersinia ruckeri’den, A2 saha Yersinia ruckeri’den, A3 saha enterokok susundan,
A4 asis1 saha Yersinia ruckeri ve saha enterokok suslarindan, AS asisida referans
Yersinia ruckeri ve saha enterokok suslarindan hazirlanmistir. Deneysel asilamalar
6-10 g agirh@indaki 1250 gokkusagi alabaligina oral, immersiyon ve injeksiyon
metotlariyla uygulanmistir. Oral olarak asilanan baliklar 70. giinde, immersiyon
yontemiyle asilanan baliklar 28 ve 75. giinlerde, injeksiyon yontemiyle asilanan
baliklar 45 ve 105. giinlerde epriivasyona maruz birakilmistir. Olen baliklar giinliik
olarak toplanmig ve bobreklerinden reizolasyon yapilmaya calisilmistir. Asilarin
etkinlikleri nisbi hayatta kalma yiizdesi olarak isimlendirilen formiile gore
degerlendirildi.

Sonuglar saha izolatinin Danimarka izolati ile karsilastirildiginda daha iyi
koruma sagladigin1 géstermistir. Monovalan ve karma asilarda benzer sonuglar elde
edilmistir. Nisbi koruma oranlarina gore injeksiyon asilama diger metotlarla

karsilastirildiginda en iyi korumay1 saglamustir.

Saha enterokok susundan hazirlanan A3 asisida %72.7-100 arasinda degisen

degerlerde nisbi koruma saglamistir.



SUMMARY

Yersiniosis is one of the contagious diseases of all salmonid fish and known since
1950’s. After the first isolation of the Yersinia ruckeri disease was reported from
several countries of America, Europe, Asia and Africa. The disease had diagnosed in
Turkey at the end of the 1990 (Cagirgan ve Yiireklitiirk, 1991). Since this first
isolation the infection has been found nearly all of the trout farm in Turkey.

Vaccinations have been using to prevent ERM infection in many countries.
Many methods were reported for ERM vaccination including administration routes
of oral, injection, immersion, spray shower, anal intubation (Johnson ve Amend,
1983).

In this study five different vaccines were developed by using field and Denmark
isolates of Yersinia ruckeri and field isolates of enterococ. The experimental
vaccination was applied by orally, immersion and injection to a total of 1250
rainbow trout weighed 6-10 g. Orally vaccinated fish were challenged at 70 day,
immersion vaccinated fish were challenged at 28 and 75 days and injection
vaccinated fish were challenged at 45 and 105 days. Dead fish were taken daily and
reisolations were tried from the kidneys. Potency of the vaccines were calculated
using the formula, named relative percentage of survival.

The results showed that field isolates provided more protection compared to
Denmark isolates. Monovalan and polivalan vaccines provided similar protection.
Relative percentage of survival values calculated based on mortalities, it has been
determined that injection method provided the best protection compared to others.

Enterococ vaccine (A3) provided relative protection between %72.7-100.
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