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0z: Bu calismada canli teront, sonike trofont, Isi ile inaktive adjuvantli teront ile agilanan gokkusag alabaliklarinda O. mykiss (Walbaum, 1792), Ichthyophthirius
multifiliis’e (Ich) karsi olugan humoral immun yanit belirlenmistir. Canli teront, sonike trofont, 1si ile inaktive adjuvantli teront kullanilarak intraperitonal (I.P.)
enjeksiyon yoluyla immunizasyon gerceklestirildi. Immunizasyondan 21 giin sonra serum immobilizasyon titreleri belirlendi. Dort hafta sonra yapilan deneysel
enfeksiyondan 4 gin sonra deriye tutunan trofont sayis belirlendi. I.P. yolla canli teront (1/67,4) ve sonike trofontla (1/29,7) immunize edilen baliklarin, ortalama
serum anti-Ich immobilizanyon antikor seviyeleri, Isi ile inaktive adjuvantli teront (1/11,4) ve PBS (1/9,4) enjeksiyonuyla immunize edilenlere gére daha yliksek
(P<0.05) bulundu. Deneysel enfeksiyon sonras, I.P. yolla canli teront (54,07 trofont/balik) ve sonike torofont (48,53 tr/balik) uygulanan baliklarda, isi ile inaktive
adjuvantli teront (29,13 tr/balik) ve P.B.S (21 tr/balik) enjekte edilenlere gére, deriye penetre olabilen ortalama trofont sayisi dnemli derecede (P<0.05) azaldigindan
dolay! bu baliklarda kismi korunma meydana geldigi belirlendi. immobilizasyon titresindeki artis ile immun baliklardaki kismi korunma arasinda pozitif korelasyon
bulundu.

Anahtar kelimeler: Ichthyophthirius multifiliis, asilama, gékkusadi alabaligii, immobilizasyon titresi

Abstract: In this study, the humoral immune responses and host protection of rainbow trout, O. mykiss (Walbaum, 1792) against Ichthyophthirius multifiliis (Ich)
were determined after vaccination with live theronts, sonicated trophonts, adjuvant added heat inactived theronts. Immunizations with live theronts, sonicated
trophonts or adjuvant added heat inactive theronts by intraperitoneal (I.P.) injection. Serum immobilization titres were determined 21 days post-immunization. Four
weeks after immunization, the number of trophonts were assessed in rainbow trout skin four days after challenge. Mean of serum immobilization titres levels were
significantly higher (P<0.05) in fish immunized with live theronts (1/67,4) and sonicated trophonts (1/29,7) by I.P. injection, than in the fish immunized with adjuvant
added heat inactivated theronts (1/11,4) and PBS (1/9,42) by I.P. injection. Mean number of the trophonts that can penetrated to skins were significantly lower
(P<0.05) in fish administered live theronts (21 trophonts/fish) and sonicated trophonts (29,13 tr/fish) by i.p. injection, than in the fish immunized with adjuvant added
heat inactivated theronts (48,53 tr/fish) and PBS (54,07 tr/fish) by I.P. injection. Therefore, partial protection was noted on those fish. There was found positive
correlation between higher levels of immobilization titres and partial protection in the immunized fish.

Keywords: Pelophylax bedriagae, Levant Water Frog, Lake Siiliikli, breeding ecology, population parameters

GIRIS
Diinya niifusunun artisina karsin, dogal balik stoklarinda  disease ve ichthiyophthiriasis adiyla da bilinmektedir.
hizla azalma gozlenirken, yetistiricilik yoluyla iretilen balik  ichthyophthiriasis 10-27 °C su sicakligi araliginda, Antarktika
miktarinda artis  gdzlenmektedir. Diinyada su driinleri  harig, diinyanin tlim kitalarinda goriimektedir (Dickerson ve
yetistiricilik sektorinde i¢ sularda Uretilen gokkusadi alaballk ~ Dawe, 1995).
balik miktari, 2014 yilinda yaklasik 577 bin tona ulagmistir
(FAO, 2014). Ulkemizde yetistiricilik yoluyla yapilan Gretimin
o i Sy LnerTte Y] Hor o facar iz s e s i
meydana getirdigi kayiplar Uzerine detayll bir arastirma

Alabalik (retiminde gorllen en Onemli paraziter yapimadiysa da Buylk Britanya'da alabalik ciftliklerinde
hastaliklardan  biri Ichthyophthirius ~ multifilis ~tarafindan  hastaligin % 80 lere varan mortaliteye neden oldugu
olusturulan beyaz benek hastaligidir. Hastalik Ich, whitespot  bildiriimistir. Ayni raporda tedaviye ragmen hastalik nedeniyle

Enfeksiyonun siddetli seyretti§i ve herhangi bir tedavinin
uygulanmadigi durumlarda, mortalite % 100’e ulagabilmektedir.
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kaybin % 5 oldugu bildirilmistir (Shinn vd., 2003).

Ichthyophthriasis'in tedavisinde banyo yoluyla ilaglarin
kullaniimasi, ¢ok fazla is giicine ve ¢ok sayida donanima
ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle oldukga zordur. Baliklarin ilagh
suda tutulmalari, kepge ile aktarimi, yaralanmalara, doku
bitunliginin bozulmasina bagli sekonder enfeksiyonlara,
kimyasal uygulamalara ve ellemeye bagli strese yol agmaktadir
(Hines ve Spira, 1974). Ozellikle biiyik isletmelerde, hastaligin
patlak vermesi durumunda cok miktarda kemoterapdtigin
banyo yolu ile uygulanmasi, gevre Kkirliligine neden olabilir.
Kemoterapétiklerin -~ kullanmi - tim  bu  dezavantajlari
beraberinde getirmesinin yani sira hastaligi kalici ve etkin
olarak tedavi edemez. Halihazirda beyaz benekle miicadelede
tedaviden c¢ok sudaki terontun 6ldrilerek baliklarin enfekte
olmamasi saglanmaya calisiimaktadir. Enfekte baliklarin
aslinda ilagla tedavisi yapilmamakta uygulanan terapétikler
tedaviden ¢ok, yeni invazyonlardan korunma seklindedir (Post,
1987). Fakat bu tarz uygulamalarda, ne kadar dikkat edilirse
edilsin olimler tamamen engellenememektedir. Bu nedenle
hastalikla micadelede baliklara bagisiklik kazandiriimasi
(immunizasyon) alternatif bir yontem olarak
degerlendirilmelidir.

immunizasyon, hastaliklardan korunmada en etkin yol
olmakla beraber protozoonlara kars! etkili bir asi gelistirmek
antijenik epitoplarin goklugu nedeni ile oldukga zordur. Bu
calismada, gkkusag alabaliklarinda beyaz benek hastaligina
kars! koruyucu olabilecek bir asi gelistiriimeye caligiimigtir.

MATERYAL VE METOT

Aragtirmada 11.13 (+1,48) gr agirhi§inda ve 10.9 (£0,5) ¢cm
boyunda 260 adet alabalik kullanildi (Demirkdpri Baraji-Salihli-
Manisa).

Denemede kullanilan baliklar 10 adet 220 litre hacimli
silindirik plastik tanklara konuldu. Alabalik yetistiriciligine uygun
artezyen suyu, ihtiyag duyulan oksijen miktarinin saglanmasi
ve sudaki kaba partikillerin giderilmesi igin resirkile filtreden
gegirildi (Jet 907F). Suyun oksijen diizeyinin 6,5 mg/L'nin altina
dismemesine Ozen gosterildi. Her giin tanklardaki oksijen,
oksijenmetre (Hanna HI 8043) ile olglildi. Su sicakliginin
ayarlanmasi amaci ile 8 adet 300 W Ik termostatli isitici
(Resun) kullanild.

Yapilan bakteriyel ve paraziter muayenelerde herhangi
patojene rastlanmamasindan sonra, baliklar her tankta 65 balik
olacak sekilde 200 litrelik 2 ye bdllinmus, plastik silindirik
tanklara aktarildi. Her bir tanka 1,5 L/dakika olacak sekilde su
girisi saglandi. Tum denemeler iki paralel licer tekrarli olacak
sekilde dlizenlendi.

Antijenlerin Hazirlanmasi
Sonike trofontlarin hazirlanmasi

Sonike trofontlarin hazirlanmasinda, Xu vd. (2004) yaptigi
galismadaki yontemi modifiye edildi. Deneysel olarak enfekte
edilen gokkusagl alabaliklarindan 6lmek Uzere olan ve
Uzerinde trofontlarin  belirginlestigi baliklar ylksek dozda

fenoksi etanolle étanazi uygulandi. Olen baliklarin her biri 600
mllik ve 25 °C sicaklikta su bulunduran plastik kaplara
aktarildi. Trofontlar bali§i terk eder etmez mikropipet yardimiyla
alinarak  ependorf  tlplerinde  toplandi.  Parazitin
yodunlastirimasi ve saklanmasi amaci ile dolan ependorf
tiplerine, tlpteki sivida % 4 formalin olacak sekilde formalin
ilavesi yapildi. Boylece trofontlarin dlerek dibe ¢dkmesi
dolayisiyla da yogunlasmasi sagland.

ilerleyen asamalarda trofont sayisinin gok fazla olmasina
ve bazi tespit ediimis (formalin ilavesi ile o6ldirlimus)
trofontlarin  ependorf tiplnin yukari bélgesine yapismasi
nedeni ile ependorf tlipleri 2822 g de 1 dk siire ile santrifilj edildi
(Niive NF-200). istenilen yogunlukta toplanan trofontlarin
icinde bulundudu sivi tamamen uzaklastirilarak, yerine % 4
formalin igeren tespit sollisyonu ilave edildi ve kullanilana kadar
-20 °C saklandi (Xu vd., 2004).

Deneme grubuna kullanilacak tim baliklara yetecek kadar
trofont sayisina (19320) ulasildiktan sonra, trofontlar 3 defa
PBS ile yikanarak tespit solusyonu uzaklastirildi. Balik basi 223
trofont olacak sekilde standardize edildi. Trofontlar, 20 KHZ'de
5 kez 5 saniye olacak sekilde sonike edildi (Bandelin sonoplus
HD 2200). Ultrasonikatdr sonikasyon sirasinda % 45 glice
ayarlandi. Sonikasyon islemi sirasinda, isinmaya bagl
antijenik  yapida meydana  gelebilecek  bozulmalarin
engellenmesi amaci ile trofontlar buz kaliplari icinde sonike
edildi. Hazirlanan antijenin Lowry Metoduna gdre protein
miktar dl¢uldl (Lowry vd., 1951).

inaktive adjuvantli terontlarin hazirlanmasi

Gokkusagi alabaliklar 1. multifiliisle siddetli sekilde enfekte
edilerek, trofontlarin deride gbzle gorllebilir hale gelmesi
beklendi. Baliklarin izerinden ayrilan trofontlar ayrilir ayriimaz,
tomont evresine gegip kistlesmeden, pasteur pipeti yardimiyla
toplanilarak, 2 adet 2 ml hacimli cam kaplara ve 30 adet 10 ml
hacimli plastik kaplara aktarildi. Trofont sayisi, cam kaplarda
30'u, plastik kaplarda ise 100’0 gegmeyecek sekilde ayarland!
ve kaplardaki suyun buharlasmasinin 6nlenmesi amaciyla
agizlar kapatildiktan sonra 23 °C’ye ayarlanan inkubatdre
yerlestirildi (Nuve ES-110).

Kaplarin inkubatdre yerlestiriimesinden 21 saat sonra,
kaplar inkubatérden cikarilarak lup altinda (20 ve 40 Xx)
incelendi (Novex AP-8), tomokistlerin canli olup olmadigi ve
sudaki teront sayisi belirlendi, bu sayimlar saatte bir tekrar
edildi. Tomontlarin canli oldugu ve cogunun patladigi tespit
edilen ve gok yogun sekilde teront gériilen kaplardaki su, 10 ml
hacimli plastik tliplere aktarildi. Burkart vd. (1990)'in izolasyon
metodu modifiye edildi, buna gére teront iceren su 20 °C'de
1000 g de 2 dakika santrifij edildi (Hettich EBA 12R). Santrifij
islemi biter bitmez cam pipet yardimiyla tiipin (zerinden
yavasga 7 ml su gekilerek uzaklastirildi. Her tlipin dibinde
kalan, yogun teront iceren su (3ml), 10ml lik tliplere toplanarak
istenilen teront yogunlu elde edilene kadar yogunlastirma islemi
tekrar edildi. Saym igin tipln dzerindeki suyun
uzaklastirimasindan sonra, dipte kalan sividan, otomatik pipet
yardimiyla (Gilson 1-20 pl) 5 kez 1 pl lik su drnekleri alindi.
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Ornekler 10 kat sulandirildiktan sonra kisik igikta 40 x ve 100 x
biyitmede incelenerek, iginde yer alan aktif terontlar sayildi
(Olympus CX21FSI).

Teront sayisi yeterli yogunluga ulasinca (2500 th/0,2 ml)
inaktivasyon islemine gecildi. inaktivasyon igin sicaklik
kullanildi. Hazirlanan antijen 35 °C de 2 saat sireyle
inkubatdrde bekletildi (Nive EN-500). inaktivasyonu takiben
tekrar yogunlastirma santrifij (1000g de 2 dk) islemi
uygulanarak, 2500 th/0,1 ml yogunlugunda antijen elde edildi.

Yogunlastirilan antijene 1’e 2,5 (1 birim antijen 2,5 birim
adjuvant) oraninda ticari adjuvant (Seppic, Cedex, France)
ilave edildi. Adjuvantin homojenizasyonu amaci ile antijen-
adjuvant karisimi homojen hale gelinceye kadar buz kaliplari
icerisinde sonike edildi. Adjuvantli antijen, + 4 °C de 24 saat
saklandiktan sonra kullanildi.

Canli (Aktif) teront antijenin hazirlanmasi

Terontlar, inaktif adjuvantli teront kisminda deginilen
sekilde hazirlandi ve yogunlastirildi. Onceki bélimde deginilen
islemlerden farkli olarak, teront sayiminda sadece aktif
hareketli terontlar sayildi. Terontlarin yogunlugu 2500 th/0,2 ml
olarak ayarlandi. Antijen hazirlanir hazirlanmaz canli
haldeyken, baliklara intraperitoneal (I.P.) yolla enjekte edildi.

Baliklarin immunizasyonu

Antijenlerin hazirlanmasi kisminda belirtilen antijenlerin
hepsi, baliklara i.p. yolla verildi. Kontrol grubundaki baliklara,
ayni yolla 0,2 ml. phosphate buffered saline (PBS) verildi.
Baliklar fenoksietanol anesteziye alindiktan sonra (0,32 ml/L),
bir gruba insulin enjektdrt ile 0,2 ml sonike trofont (457,20
mg/ml protein igeren), diger gruba ayni miktarda canli teront
verilerek |.P. yolla agilandi. Kontrol grubuna ayni miktar ve yolla
PBS verildi. Adjuvantli inaktive teront uygulanacak gruba ise
balik bagi 0,35 ml antijen I.P. yolla verildi.

Canli terontun verildigi grupta Xu vd. (2004) yaptigi
yontemin modifikasyonuna gore olasi Ich enfeksiyonlarini
dnlemek amaci ile enjeksiyon islemini takiben bir hafta stre ile
her giin 1 saat 250 ppm formalin banyolari uygulandi .

Antijenlerin  verilmesinden  deneysel  enfeksiyonun
yapilacagi zamana kadar, baliklar 17 (£ 2 ) °C sicaklikta ve
(10It/dk) su girisi olacak sekilde tutuldu.

Deneysel enfeksiyon

immunizasyondan 4 hafta sonra deneysel enfeksiyon
gerceklestirildi. Deneysel enfeksiyonun yapilmasindan bir giin
once tanklardaki su sicakhginin yikseltiimesi ve yiksek
sicakhigin  korunmasini kolaylagtirmak amaci ile su akisl
azaltildi (1.2 1t/dk) ve tanklardaki su sicakligi 24 °C (+1)'ye
cikartildi.

Yeni enfekte edilen baliklar temiz su igeren tanka
aktarildiktan sonra, su sicakhgi 25 °C yiikseltildi ve su akisi
azaltildi (1.2 It/dk), tankin iginde bulunan baliklarin tamaminin
OlimUnd takiben 20 adet enfekte olmamig balik tankin igine

yerlestirildi. Bir saat sire ile tankta bekletilen baliklar daha
sonra parazitten ari su igeren tanklara aktarildi ve su sicakligi
23 (1) °C'ye ayarlandi, baliklarin (izerinde trofontlarin gézle
gorilir hale gelmesi beklendi. Derinin Uzerindeki trofontlar
belirginlestikten sonra her bir balik, yiksek dozda anestezikle
Gtanazi uygulanmasini takiben her balik ayri 600 ml lik su
iceren plastik kaplara aktarildi. Kabin igindeki baliklar 23 °C
sicaklikta inkube edilerek, saatte bir, élen balik bulundugu
kaptan alinip, yeni artezyen suyu igeren kaba aktarildi. Bu
islem her balik icin 3-6 defa tekrar edildi. Baliktan ayrilan
trofozoitler 23 °C de inkube edildi. inkubasyonun
baglamasindan sonraki 20-26. saatler arasinda otomatik pipet
yardimi ile her kaptan 5 kez 10-50 pl hacminde alinan su
orneklerindeki terontlar, 100x blyltme altinda sayild.

Parazitin Uretimini takiben, balik basi 2500 teront diisecek
sayida teront iceren su, tanklara ayni anda bosaltildi.
Tanklardaki su akisi kesildi ve yogun miktarda parazit igeren
suyun tanklara dokilmesini takiben 6 saat slresince tanklara
su verilmedi. Bu slrenin bitiminde tanklardaki su akisi eski
haline déndurdldu (1.21t/dk).

Baliklarda meydana gelen immun cevabin ortaya
konmasi

Baliklarda meydana gelen bagisikligin yorumlanmasinda
konakgida parazite karsi gelisen immobilizasyon titreleri ve
deneysel enfeksiyon sonrasi deri (zerine tutunan trofont
sayllari kullanildi.

immobilizasyon

immunizasyondan 3 hafta sonra her deneme grubundan
5'erden 3 tekrarli olacak sekilde toplam 15’er adet balik kan
alinmasi amaciyla kullanildi. Baliklar fenoksiethanolle anestezi
edildi, kaudal vena’dan heparinli enjektorler yardimiyla kan
alinarak serumlari gikarildi. Kan alinan baliklar deneysel
enfeksiyonda olasi strese bagli immun supresyon olusmasi
ihtimaline kargi denemelerden uzaklastirildi. Serum 20 °C de
pihtilasmis kanin 1 dakika santrifiiji (2822 g) ile elde edildi.
Serum 6rnekleri mikropipet yardimi ile bagka ependorf tiipline
aktarildi, -20 °C'de saklandi.

Daha 6nce deneysel enfeksiyon kisminda bildirildigi gibi
Uretilen terontlar 50 ul suda ortalama 50 adet teront olacak
sekilde sulandirildi. Serum 6rnekleri, Sakai, 1992'de bildirdigi
yontemle 44 °C 20 dakika tutularak komplement faktérler
inaktive edildi. Mikroplak gdzlerine 50°'ser pl plazma kondu
(Greiner bio-one, Germany). Her 6rnek 2 ser kat olacak sekilde
1/256 dillisyona kadar PBS (ph 7.2) ile sulandirildi. Negatif
kontrol olarak plaklardan 3 gbze 50 pl PBS ilave edildi.
Sulandirilan érneklerin ve PBS igeren mikroplaklarin gézlerine
50 ul teront (yaklasik 50 teront) iceren su ilave edildi.
Mikroplaklar 30 dk. arayla 2 saat boyunca 40 x buytitmede lup
altinda incelendi. Mikroplak gdzlerinde bulunan terontlarin
yarisindan fazlasinin aktif hareketini kaybettigi rnekler
“immobilizasyon pozitif ” olarak degerlendirildi.
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Baliklarin iizerine tutunan parazitlerin sayilmasi

Deneysel enfeksiyonun yapilmasindan 4 gin sonra her
deneme grubundan 5 er den 3 tekrarli olacak sekilde toplam
15%er balik alindi. Bu baliklar fenoksi etanolle bayiltilarak lup
altinda 20 ve 40x buydtmelerde incelendi, her balikta bulunan
trofont sayisi tespit edildi (Sekil 1 ve 2). Uzerindeki parazitlerin
saylldigi baliklar, diger baliklara gére ekstra stres faktérlerine
(elleme, anesteziye alma gibi) maruz kaldiklarindan tekrar
tanklara geri konulmadi, ylksek dozda anestezikle dldrdldu.

BULGULAR

immobilizasyon Sonuglari Sekil 1. /. multifiliis'in trofontlari
Figure 1. Trophonts of I. multifiliis

immobilizasyon sonuglari Tablo 1'de sunuldu. Bu bulgulara
gore canli asinin kullanildigi grubun serum ornekleri gerek
ortalama, (67,4), gerekse birey bazinda (1/128) en yiksek
titreyi verdi. Canli terontla asilanan baliklarda en yiksek
immobilizasyon titresi bazi baliklarda 128'e kadar ulagabilirken,
sonike trofontlarla agilananlarda en yiksek deger 64, diger iki
grupta ise 32 olarak gergeklesti. Canli teront ve sonike trofontla
asllanan gruplarda meydana gelen immobilizasyon titre farklari
kontrol grubuyla karsilastiriidiklarinda aralarindaki fark dnemli
bulundu (Mann Mann-Whitney U testi, p<0,05). Adjuvantli
inaktif terontla asilanan grupta meydana gelen immobilizasyon
titresiyle kontrol grubu arasindaki fark istatistiki olarak 6nemsiz
bulundu (p>0,05). Canli teront verilen gruptaki immobilizasyon
titresi, sonike trofont verilen gruba gore 2 kattan daha yiksek
clkmasina ramen aralarinda olusan bu titre farki istatistiki  Sekil 2. Kaudal yiizgecte sayilan trofontlar (T) (20x)
olarak dnemsiz bulundu (p>0,05) (Tablo 1) Figure 2. Trophonts that counted on caudal fin (20x)

Tablo 1. Imunizasyondan 21 giin sonra gruplarda meydana gelen ortalama immobilizasyon titreleri (*Kontrol grubuna gére istatistiksel olarak
(Mann-Whitney U testi) dnemli derecede fark bulunan gruplar (p<0,05)

Table 1. Immobilization titers meaning of groups 21 days after immunization (*Statistical (Mann-Whitney U test) significant difference from control
(p<0,05)

Grup Kullanilan Balik Sayisi Ortalama Immobilizasyon Titresi
Canli Teront (2500/balik) 3x5 67,4*
Sonike Trofont (223/balik) 3x5 29,7*
Ad. Inaktif Teront (2500/balik) 3x5 114
Kontrol (PBS) 3x5 9,4

Tablo 2. Deneysel enfeksiyondan 4 giin sonra baliklarin derisinde gérillen ortalama trofont sayilari (+ Standart sapma, *Kontrol grubuna gore,
tek yonlli varyans analizi sonucunda istatistiksel olarak dnemli derecede fark gorilen gruplar (p<0,05)).

Table 2. Number of trophonts meaning of groups 4 days after challenge on fish skin (+ Standard Deviation, *Statistical (ANOVA) significant
difference from control (p<0,05)

Grup Kullanilan Balik Deneysel Enfeksiyon Deride Belirlenen Ortalama
Sayisi Dozu Trofont Sayisi

Canli Teront (2500/balik) 3x5 2500 th/balik 21* (£12,89)

Sonike Trofont (223/balik) 3x5 2500 th/balik 29,13* (£15,80)

Ad. Inaktif Teront (2500/balik) 3x5 2500 th/balik 48,53(+17,90)

Kontrol (PBS) 3x5 2500 th/balik 54,07 (£19,44)
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Baliklara tutunan trofont sayilarinin kargilagtiriimasi

Deneysel enfeksiyon sonrasi, su sicakli§i glines isinlarina
bagli degismekle beraber, tanklar arasi 0,5 °C'den yliksek fark
gbzlenmedi. Enfeksiyon boyunca tanklarda dlgiilen en yliksek
sicaklik 26 °C, en disik sicaklik ise 23,5 °C olarak belirlendi.
Terontlarin verilmesinden 3 glin sonra, parazitlerin trofont
safhasina gegmeye basladi§i gézlendi. Deneysel enfeksiyonu
takiben 4. glinde sayilan trofontlar Tablo 2'de gésterilmektedir

Tutunan  trofont  sayllarma  gdre  immunitenin
degerlendirilmesi ile immobiloziasyon sonuglari arasinda
paralellik gézlenmistir. Ancak canli agl ile asilanan baliklarla,
sonike trofontla asilanan baliklar arasinda, immobilizasyon
titrelerine gore 6nemli fark gézlenmezken, tutunan trofontlarin
degerlendirilmesinde, canli asi sonike trofonta gore daha etkili
bulundu.

TARTISMA VE SONUG

Yapilan arastirmada degisik yontemlerle hazirlanan Ich
asllarinin - gbkkusagl alabaliklarinda meydana getirdigi
koruyuculuk; deneysel enfeksiyon sonrasi baligin (izerine
olusan trofotlarin sayilmasi ve immobilizasyon antikor titresinin
belirlenmesi yontemleri ile belirlendi.

Baliklarin Uzerine tutunan trofont sayilari esas alinarak
immunitenin - de@erlendirimesinde, canli terontun asisinin
sonike trofont asisindan daha basarili oldugu inaktif asinin ise
etkili olmadig tespit edildi.

immoblizasyon testinde parazitin trofont evresi yerine
enfektif olan teront formu kullanildi. Su ana kadar yapilan
calismalarin blylk ¢ogunlugunda serumdaki immobilizasyon
titresinin - mukustakinden ylksek olmasi, ayrica serum
immobilizasyon ve antikor titresinin humoral yanitta daha etkin
rol oynadiginin tespit edilmesi (Xu vd., 2004; Maki ve
Dickerson, 2003; Osman vd., 2009) nedeni ile bu arastirmada
mukustan immobilizasyon testi tercih edilmedi.

Gokkusag! alabaliklarinda yapilan bu arastirmada,
ortalama immobilizasyon titresi arttik¢a, deriye tutunan trofont
sayisinda azalma gdzlendi. Buchmann vd. (1999) tarafindan
yapilan deneysel galismada deriye tutunan trofont sayisi ile
immobilizasyon arasinda herhangi korelasyon gdzlenmedigini
bildirmistir.  Bu arastirmada sicaklikla inaktive serum
drneklerinin  higbiri immobilizasyon meydana getirmezken,
sicaklikla inaktive edilmeyen serum orneklerinde 1/256'ya
kadar immobilizasyon gdzlenmistir. Ancak Buchmann vd.
(1999) arastirmasinda uygulanan immobilizasyon testinde her
mikroplak g6zine 5 adet teront konmustur. Yapilan
calismadaki immobilizyon y6ntemi ile Buchmann'in uyguladigi
yontem arasinda biiyik benzerlikler gorliimekle beraber, titre
belirlemede kullanilan teront sayilari (50 adet) farklidr.

Calismada, immun baliklarda ortalama immobilizasyon
titresi yaklasik 1/67 olarak gerceklesti. Gokkusag!
alabaliklarinda yapilan bir baska calismada, banyo yoluyla
enfekte edilen immun baliklara yapilan immobilizasyon
testinde, serumun sicaklikla inaktive edildigi durumda, .

multifilis'e kargl olugan immobilizasyon ftitresinde nemli
dususlerin g6zlendigi saptanmigtir (Sigh ve Buchmann, 2001).
Calismada belirtilen bu farkliligin ise, komplement faktor gibi
nonspesifik immun sistem kompanentlerinin eleminasyonu ile
ilgili olabilecegi éne slrilmistiir. Sigh ve Buchmann (2001)
tarafindan gerceklestirilen calismada 1si ile inaktive edilen
serumda titre 1/32'ye kadar dusgmustlr. Bilindigi gibi 151 ile
inaktivasyon islemi bazi nonspesifik faktérlerin (komplementler
gibi) eleminasyonu amaci ile yapilmaktadir, bu calismada
titrenin daha yiiksek gikmasi, komplement faktorler disinda isi
ile inaktive olmayan diger faktérlerin (antikor, lektin, lizozimler
gibi) daha yliksek oldugunu diistindlirmektedir.

Gokkusagi alabaliklarinda yapilan calismada, deriye
tutunan trofont sayisi azalma ile immobilizasyon titrelerindeki
artis arasinda korelasyon oldugu belirlendi. Nil tilapyalarinda
yapilan immunizasyon galismasinda, canli teront ve sonike
trofontlar I.P. yolla verilmistir (Xu vd., 2008). immunizasyonu
takiben baliklardan kan alinarak immobilizan antikor titreleri
karsilastiriimistir. Antikor ftitreleri ile korunma arasinda da
pozitif korelasyon oldugu tespit edilmigtir. immobilizasyon
antikor ftitresinin immunizasyondan sonraki 25. giinde en
yiiksek oldugu ve canli terontla I.P. yolla asilanan baliklarda
titrenin  1:1922'ye kadar c¢iktigi tespit edilmistir. Yapilan
calismada immobilizasyon titrelerinin tilapyadaki kadar yiksek
titrelere ¢ikmadigi gorildi. Daha 6nce alabaliklarda yapilan
calismalarin hig birinde 1s1 ile inaktive edilen serumla yapilan
immoblizayon testlerinde, tilapya ve kanal yayin baliklarindaki
titrelere yakin titrelere ulagilamamusgtir, bu kadar yiksek titrelere
ulasilamamasi tlr duyarlih§ina baglanabilir (Burkart vd., 1990;
Buchmann vd., 1999; Dalgaard vd., 2002; Xu ve Klesius, 2002,
2003; Alishahi ve Buchmann, 2006; Xu vd., 2004, 2005, 2006,
2008).

Gokkusagi alabaliklarinda I. multifilis'e kargi olusan
bagisikhgin su sicakligi ile baglantisinin arastinldigr bir
calismada, 20 °C de immunize edilen balklarin 12 °C
immunize edilen baliklara g6re immobilizasyon titresinin daha
yiksek oldugunu, en yiksek immobilizasyon titresinin ise canli
terontlarla agilanan baliklarda bulundugu bildirilmistir (Alishahi
ve Buchmann, 2006). Yapti§imiz calismada elde edilen veriler,
yaptiklari ¢alisma ile paralellik gdstermis olup, canli terontla
immunize edilen grupta immobilizasyon titreleri, en ylksek
bulunmustur. Arastirmacilar, en iyi immunizasyon gdsteren
grupta yer alan baliklardaki titre ortalamasini 46 olarak
bulmustur, bu arastirmada ise elde edilen ortalama titre
67,4'dir. Alishahi ve Buchmann’in (2006) calismasinda kontrol
grubunun ortalama titresinin 8,5'a kadar ¢iktigi bildirilirken,
yapilan ¢alismada bu titre ortalama 9,42 olarak gergeklesti.
Gokkusagi alabaliklarinda dogustan badisikligin yani sira,
sonradan kazanilan bagisikliginda popiilasyonlar arasi farklilik
gosterdigi bildirilmistir (Gleeson vd., 2000). Alishahi ve
Buchmann'nin  (2006) yapmis oldugu calismada da bu
calismada oldugu gibi immobilizasyon titresi ile deriye tutunan
trofont sayisinin azalmasi arasinda paralellik oldugu tespit
edilmistir.
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Yapilan calismada sonike trofont asisinin gokkusagi
alabali§inda antikor titresini yukselttigi ve yiikselen bu titrenin
deriye tutunan trofont sayisindaki azalma ile paralel seyrettigi
belirlendi. Gokkusagl alabaliginda yapilan bu calismada
immobilizasyon antikor titresi yaklasik 1/29 olarak belirlendi.
Kahverengi alabalikta (S. trutta) sonike 1. muiltifiliis trofont
asisinin kontrol grubuna gére daha ylksek immobilizasyon
titresi sadladigi bildirilmigtir (Sigh ve Buchmann, 2002).
Gokkusag alabaliklarinda yapilan galismada sonike trofont
kullanilarak elde edilen bulgular, kahverengi alabalikla yapilan
calisma sonuglarina  benzerlik  gdstermektedir.  immun
kahverengi alabaliklarda yapilan galismada immobilizasyon
titresinin 1/256 oldugu belirlenmistir (Sigh ve Buchmann 2002).
Kahverengi alabalikta immobilizasyon titresinin gokkusagi
alabaligina gbre daha ylksek c¢ikmasi, gokkusag
alabaliklarinin  (O.mykiss) kahverengi alabaliklara (Salmo
trutta) gore hastaliga karsi daha duyarli olmasi ile agiklanabilir
(Butcher, 1947; Gleeson vd., 2000).

Dalgaard vd. (2002) gdkkusagi alabaligi yavrularini 10 ve
20 trofont/g CA sonike tropfont asisiyla IP yolla agilamistir.
Kullanilan asinin toplam protein miktari 12,70 mg/g CA olarak
bildirilmistir. 11.6 °C su sicakiginda balik basina 250 teront
verilerek yapilan deneysel enfeksiyonda, agsili baliklarda
penetre olan trofont sayisinin (ortalama 1 adet), kontrol
grubuna (ortalama 3,5 adet) karsin anlamali derecede disik
ciktigr bildirilmis, ancak baliklarin yasama orani ile ilgili
herhangi bilgi verilmemistir. Yapilan bu arastirmada ise 20
trofont/g CA balik ultrasonike trofont asisi IP yolla baliklara
inokule edildi. Deneysel enfeksiyon sonucunda asili grupta
penetre olan ortalama parazit sayisi ortalama 29,13 adet,
asisiz kontrol grubunda ise 54,07 adet olarak belirlendi gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli bulundu (p<0,05).
Dalgaard vd. (2002) yapmis oldugu calismada sonike trofont
antijenin hazirlanmasinda balik bagi 20 trofont/g CA dozunun
12,70 mg protein/gCA dozuna denk geldigi bildirimis ise de bu
calismada 20 trofont/g CA dozunun protein icerigi 8,22 mg
protein/gCA olarak bulundu. iki esit sayida trofont igeren antijen
arasinda protein miktarinda gézlenen bu farklilik, trofontlarin
elde edildigi sicakliklarin farkli olmasi ile agiklanabilir. Dalgaard
vd. (2002) yaptigi galismada, trofontlarin elde edildigi sicaklik
belirtiimemekle birlikte deneysel enfeksiyon yapilirken elde
edilen terontlarin 11,6 °C de dretildigi bildirilmistir. Bu
calismada ise antijen olarak kullanilan trofontlar 22-26 °C de
elde edildi. Trofontlarin ¢aplarinin 0,5-1,5 mm oldugu ve trofont
biyikliiklerinin sicakiga bagli oldugu bildirilmistir (Lom ve
Dykova, 1992, Dickerson ve Dave, 1995).

Alishahi ve Buchmann'in (2006) arastirmasinda 20 °C su
sicakliginda canli terontla agilanan 10 gramlik alabaliklarin 12
°C’de asllananlara gore daha ylksek immunite gésterdigi rapor
edilmigtir. Aragtirmacilar yaptiklar galismada balik bagi 800
teront 1.P. yolla verilmis ve 28 giin sonra 2000 teront/balik
dozunda deneysel enfeksiyon yapilmistir. immunitenin
degerlendirilmesinde deneysel enfeksiyon sonrasi deriye
tutunan trofont sayisi ve immuniteyi takiben serum 6rneklerinde
meydana gelen immobilizan antikor titrelerindeki artis esas

alinmigtir. Aragtirmacilar 20 °C immunize baliklarda balik
basina ortalama 1,02 trofontun tutundugu bildirilirken kontrol
grubunda ise 66,9 trofont oldugu bildirilmistir. Bu arastirmada
ise immunize baliklarda ortalama 21 trofont, kontrol grubunda
ise ortalama 54,07 trofont bulundu. Ancak bu calismada,
Alishahi ve Buchmann’in (2006) ¢alismasindan farkli olarak,
baliklar daha yliksek dozda canli terontla agilandiktan sonra,
17 (£ 2') °C de muhafaza edildi ve 2500 th/balik dozunda
parazit kullanarak enfekte edildi. iki calismada ézellikle immun
baliklarda tutunan trofont sayisinda meydana gelen fark,
immun baliklarin bulundugu su sicakliklarinin farkli olmasinin
yanisira, deneysel enfeksiyon dozlarinin farkli olmasi,
kullanilan  parazitlerin ~ (patojenite) ve  konakgilarin
(populasyonlar arasi immunite yeteneginin) farkli olmasi gibi
faktorlerle agiklanabilir.

Jorgensen vd. (2008), gékkusagdi alabaliklarini 18 °C su
sicakiiginda 600 theront/ballk dozunda canli terontla
asllamiglardir. Asilamadan sonraki 32. giinde 1750 teront/balik
ile yapilan deneysel enfeksiyonda asili balikta deriye tutunan
ortalama trofont sayisinin 4 oldugunu, kontrol grubundaki
balklarda 18,7 oldugunu bildiriimislerdir. Yapilan bu
arastirmada ise canli asl ile kontrol grubu arasindaki fark
onemli cikmakla birlikte her iki grupta da daha fazla sayida
trofont gozlendi. Iki calisma arasinda deneysel enfeksiyon
dozlarl ve su sicakliklari agisindan énemli farklar vardir. Bu
calismada su sicakligi 23°C ve deneysel enfeksiyon dozu 2500
teront/balik olarak belirlendi. Bundan dolayl immunize edilen
baliklarda deneysel enfeksiyon sonrasi daha fazla trofont
belirlenmesi beklenen bir durumdur.

Japon baliklarinda yapilan calismada dondurulup
coziilerek 1.P. olarak verilen terontlarin immunite sagladigi
bildirilmistir (Parker, 1965, Areerat, 1974; Dickerson ve Dawe,
1995). Kanal yayin baliklarin inaktif trofontlarin I.P. yolla
verilmesi ile korunma saglandig bildirilmistir (Beckert, 1975;
Dickerson ve Dawe, 1995). Sonralari yapilan ¢alismalarin
cogunda sonike trofontun bagisiklik sistemini uyardigi
bildirilirken inaktif teront agilari etkisiz oldugu bildirilmistir
(Burkart vd., 1990; Dickerson ve Dawe, 1995; Dickerson ve
Clark, 1996; Dalgaard vd., 2002; Xu vd., 2004). Bagska bir
calismada, kanal yayin baliklarina inaktif terontun Freund'un
tam (complete) adjuvanti ve Freund'un tam olmayan
(incomplete)  adjuvantt  ile  yapilan  immunizasyon
denemelerinde korunma saglanmadigr bildirilmistir (Wang ve
Dickerson, 2002). Bu arastirmadaki sonuglar Parker (1965) ve
Areerat (1974)'un galismasindan farkli, Wang ve Dickerson
(2002)'un arastirmasi ile paraleldir. Tam freunt adjuvanti ve ya
tam olmayan freund adjuvanti baliklara i.P. yolla verildiginde
adjuvantin yapisindaki mineral yaglar sebebiyle peritonda
adezyon ve et Kkalitesinde bozulmalara yol agmaktadir
(Vagsholm ve Djupvik, 1999). Boyle bir adjuvant bagarili olsa
bile, aragtirma sonuglarinin uygulanabilirligi olmayacaktir.
Alabaliklarda yapilan bu arastirmada bu nedenle bitkisel
yaglarla balik igin 0zel olarak hazilanmis ve freund
adjuvantindaki gibi olumsuzluklara yol agmadigi bildirilen
adjuvant (Seppic, France) denendi. Ayrica, inaktif terontlarin
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immunojen etkisini kaybetmesinde inaktivasyon yénteminin rol
oynayabilecedi g6z Onlne alinarak terontlar daha 6nce
denenmemis bir yontemle inaktive edildi. Ancak bu ydntemlerle
hazirlanan antijen herhangi immunite meydana getirmedi.

Yapilan ¢alismada, deneysel enfeksiyonu takiben, sonike
trofontla asilanan baliklara, kontrol grubundakilere gére balik
basi yaklagik 25 adet (% 46) daha az trofontun tutundugu
gbzlendi. Kahverengi alabalikta (S. trutta) 12 °C su sicakliginda
yapilan immunizasyon galismasinda, 40 trofont/gCA dozunda
sonike trofont ile agilanan grubun, kontrol grubuna gére daha
yiksek immunizasyon gosterdigi bildirilmistir (Sigh ve
Buchmann 2002). Ancak arastirmacilar yaptiklari ¢alismada
aktif terontla immunizasyon yapmayl denememislerdir.
Deneysel enfeksiyon sonrasi, sonike trofontla asilanan grupta,
deriye tutunan trofont sayisi ortalama olarak 6.5 adet
azalmistir. Arastirmacilar, deneysel enfeksiyonda kullanilan
teront dozunu belirtimemis ancak tiim baliklarin enfektif teront
iceren ayni tanka konuldugu bildirmistir. Bu sekilde yapilan
deneysel enfeksiyonda, teront dozu ile enfeksiyon siddetti
arasinda pozitif korelasyon goérilmesi nedeni ile deneysel
enfeksiyon stantandardizasyonu agisindan probleme neden
olur.

Japon baliklarinda (Carassius auratus) 24-27 °C su
sicakliinda yapilan immunizasyon denemesinde, canli teront,
sonike edilmis ve sonike edilmemis trofont I.P. yolla ve banyo
yoluyla uygulanmig, immunizasyondan sonraki 2 ve 3.
haftalarda kan ve mukus érnekleri alinarak immobilizasyon testi
yapilmis, deneysel enfeksiyon sonrasi deriye tutunan trofont
sayilari tespit edilerek degerlendiriimistir. Deneysel enfeksiyon
sonras! alinan tim serum ve mukus Orneklerinde 3. haftadaki
titreler 2. haftadakilere gére daha ylksek olarak tespit
edilmistir. En yiiksek titre I.P. yolla canli terontla agilanan
grupta belirlenmistir. immobilizasyon titrelerinin yiikseklii ile
deriye tutunan trofont sayisi arasinda ters oranti oldugu
bildirilmistir (Osman vd., 2009). Japon baliklarinda yapilan
calismada kontrol grubunda immobilizasyon titresi 1/5’e kadar
cikarken, gokkusag! alabaliklarinda yapilan bu arastirmada
kontrol grubundaki baliklarda ortalama titre 1/9,42 olarak tespit
edildi. immunize edilen japon baliklarinda titrenin 1/654'e kadar
ciktigi bildirilirken, gokkusagi alabaliklarinda yapilan bu
calismada, ayni antijen (canli teront) kullaniimasina ragmen
immobilizasyon ftitresi 1/128'in (ortalama 1/67,4) Uzerine
¢ikmadi. Olusan farkin, her ne kadar japon baliklarinda
kullanilan antijenin  yogunlugunun yiiksek olmasi yada
serotipler arasi olusan immunite farki ile agiklanmasi
mlmkinse de simdiye kadar gokkusadi alabaliginda yapilan
galismalarda, isi ile inaktive edilen serumlarda bu galismada
belirlenen immobilizasyon antikor titresinden daha yiksek titre
bulunamamugtir.  Arastirmacilar, baliklara immunizasyonu
takiben 21. glinde, 15000th/balik dozunda parazit kullanilarak
deneysel enfeksiyon yapilmistir. Deneysel enfeksiyondan 3
guin sonra baligin derisindeki trofontlar sayilmigtir. Osman vd.
(2009), yaptiklari immunizasyon denemesinde antijen olarak,
kanal yayin baliklarinda kullanilan dozda (20000th/balik) teront
kullanmiglardir ki bu doza gore kullanilan antijenin her

mikrolitresinde 200 aktif teront bulunmasi gerekmektedir. Bu
arastirmada, yogun santrifiij islemleri uygulanmasina ragmen
bu yogunlukta teront elde edilemedi. Osman vd. (2009) japon
baliklarinda denedikleri antijenlerin, etkiliden etkisize dogru
sirasiyla, canli teront (I.P.), canli teront (banyo), sonike trofont
(i.P.), kontrol olarak siralandigji bildirilmistir. Banyo yoluyla canli
teront agisinin kontaminasyon riskinin gok ytksek olmasindan
dolayr ve kullaniminin pratik olmamasi nedeni ile yapilan
calismada bu antijen denenmedi. Osman vd. (2009) un
calismasinda  kullanilan  antijenlerle, bu arastirmada
kullanilanlar ~ arasinda, immun cevap kriteri olarak,
immobilizasyon ve deneysel enfeksiyon sonrasi baligin Gizerine
gorilebilir trofont sayisi belirlendiginde, paralel sonuglar elde
edildi. Japon baligl, tilapya, sazan, kanal yayin bali§i gibi birgok
tiirde (Xu vd., 2004; Hines ve Spira, 1974; Xu vd., 2008 Osman
vd., 2009) /. multifilis’e kargl tam korunma saglanmis ancak
gokkusagi alabaliginda yapilan denemelerde deriye tutunan
trofont sayisinda azalma gortimekle birlikte baliklarin mortalite
oranlari karsilagtinimamistir (Dalgaard vd., 2002; Sigh ve
Buchmann, 2002; Alishahi ve Buchmann, 2006; Jorgensen vd.,
2008). Bunun nedeni baliklarin tamaminin deneysel enfeksiyon
sonrasi élmesi olabilir. Nitekim bu ¢alismada dahil olmak (izere
yapilan bazi ¢calismalarda, deneysel enfeksiyon sonrasi immun
gokkusag! alabaliklarinin tamami 6Imstir (Jorgensen vd.,
2008).

Bu calismada sonike trofont antjen miktarinin
standardizasyonunda protein/gCA biriminin  kullaniimasinin
trofont/gCA kullaniimasindan daha basarili bir ydntem oldugu
belirlendi. Yapilan arastirmada her ne kadar immoblizasyon
titresindeki artis ile deriye tutunan trofont sayisinda azalma
arasinda paralellik gézlendiyse de, immobilizasyon fitresi ile
immunitenin  paralel olmadigr durumlar da bildirilmistir
(Buchmann vd., 1999; Houghton ve Matthews, 1993). Bu
bilgiler 1s1§inda, immunitenin degerlendirimesinde yeterli
korunma bulunmadiginda, gerek istatistiki olarak gerekse
biyolojik olarak, tutunan trofont sayisina gére degerlendirmenin
yapilmasi, immoblizasyon titresine gdre yapiimasindan daha
yararli olacaktir.

Bu arastirmada, gokkusag alabaliklarinda 1. multifiliis'e
karsi denenen asllardan en iyi sonucu canli teront asisi verdi.
Sonike trofont agisinda da kontrol grubuna goére istatistiki olarak
anlaml kabul edilen (p<0,05) immun cevap meydana geldi.
inaktif adjuvanli teront agisi ise immun cevap olusturmada etkili
olmadi (p>0,05). Etkili antijenlerin kullaniimasi ile her ne kadar
baliklarda kismi bir korunma gézlendiyse de olusan bu immun
yanit I. multifilisden tam olarak korunmada yeterli olmadi.
Canli as! ile inaktif asi arasindaki bu farkliligin immun sistemle
ilgili genlerin canli parazitteki bilesenlerle (Membran proteinleri,
sekret, eksret vb.) yliksek derecede aktive oldugu veya bu
bilesenlerin  oldirtilen parazitle ilgili islemler sirasinda
immuniteden sorumlu epitoplarin (dondurma, sillerlin izole
edilmesi veya formalinle fiske etme) kaybina bagli oldugu
saniimaktadir.  Terontun  inaktivasyonu ile  kaybolan
immunojenite faktérinln belirlenerek ¢ogaltiimasi ile pratikte
kullanilabilecek bir asl yapilmasi mimkin olabilecegi
dlsundlmektedir.
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