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Levrek Yavrularinda (Dicentrarchus labrax L., 1758) Vibriozise Kargi Asi
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Abstract: Vaccine development in sea bass fry (Dicentrarchus labrax L., 1758) against vibriosis. A successful dip vaccine
against vibriosis which caused by Vibrio anguillarum Serotype O1, was developed for sea bass fry. 0.5-3 g of sea bass fry were
vaccinated with 1:10 diluted vaccine which, containing 2x10 ¢ cfu ml* formalin inactivated V. anguillarum Serotype O1, for 30
seconds. Fish were boosted for 1 minute bath when reached 10-15 g of size. Protections were determined following 21 days and
240 days with experimental bath challenge and intraperitoneal challenges respectively. All challenges were designed two replicates.
Vaccinated (n=30) and control groups (n= 44) were infected with pathogenic V. anguillarum serotype O1 (1.23x107 cfu ml-) for 40
minutes bath. 10% and 59% mortality were recorded in vaccinated and control groups respectively. Calculated relative percentage
survival (RPS) was 83. The second challenge was performed by 0.5 ml intraperitoneal injection of 1.75x105 cfu ml-* pathogenic V.
anguillarum serotype O1 which was diluted with phosphate buffer saline (PBS) (pH 7.4) and inoculated to one time vaccinated (n=
38), booster vaccinated (n=40) and control groups. 53% and 27.5% mortalities were observed in one time vaccinated and boosted
fish respectively. However 71% mortality were found in unvaccinated control (n= 34). The results showed that good protection was
obtained in booster vaccinated group following 240 days from vaccination (RPS= 61.3).
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Ozet: Levrek yavrularinda (Dicentrarchus labrax L., 1758) Vibrio anguillarum Serotip O1'in neden oldugu vibriozise kars bagarili bir
daldirma as! gelistirildi. 0.5-3 g levrek yavrulari 1:10 sulandirilmig 2x 109 cfu ml-* bakteri iceren formalin ile inaktive edilmis asi ile 30
saniye slreyle daldirma yéntemiyle asilandi. Baliklar 10-15 g agirliga ulasinca 1 dakika daldirma yontemiyle tekrar asilandi.
Korunma 21 giin ve 240 giin sonra sirasiyla banyo ve intra peritoneal enjeksiyon yontemiyle deneysel enfeksiyon olusturularak
belirlendi. Tim deneysel enfeksiyonlar 2 tekrar olarak diizenlendi. Asili (n= 30) ve kontrol gruplari (n= 44) 1.23x107 cfu ml-t
patojenik V. anguillarum Serotip O1 iceren deniz suyunda 40 dakika slreyle banyo yaptirildi. Asili ve kontrol grubunda sirasiyla
%10 ve %59 mortalite goriildii. Hesaplanan gérecel yasam orani (RPS) 83 bulundu. ikinci deneysel enfeksiyon intra peritoneal yolla
0,5 ml fosfat tuz tamponu iginde (PBS) (pH 7,4) 1,75 x 105 cfu ml* patojenik V. anguillarum Serotip O1 verilerek gergeklestirildi. Bir
kez asili (n= 38) iki kez asili (n= 40) gruplarda mortalite oranlari sirasiyla %53, %27.5 olarak bulundu. Fakat asisiz grupta (n= 34)
%71 mortalite bulundu. Sonuglar, 2 kez asili grupta, asilamadan 240 gun sonra iyi bir korunmanin oldugunu ortaya koydu
(RPS=61.3).

Anahtar Kelimeler: Asi, vibriozis, levrek, Dicentrarchus labrax.

Girig

Vibriosis, Vibrio ve Listonella genusuna ait ¢ok sayida
bakteri tiirliniin neden oldugu enfeksiyonlara verilen addr.
ilk tanimlanan balik patojenlerinden biri olan Vibrio
anguillarum, genotipik ve fenotipik arastirmalar sonucunda
Listonella anguillarum olarak degistiriimigse de, cogu
arastirmacilar V. anguillarum’u  kullanmayi  tercih
etmektedirler (Austin ve Austin, 1999). Degisik balik
tirlerinde vibriozise neden olan etkenler ve olusturdugu
enfeksiyonun epizootiyolojisi etken dzellikleri, klinik ve otopsi
bulgulari detayli olarak bildirilmistir (Tanrikul ve dig., 1996;
Austin ve Austin, 1999; Cengizler, 2000). Hastalik,
antibiyotik ve sulfonamitlerle sagaltilabilirse de, tani konulup
sa@altima baslayincaya kadar gegen siirede dlimler devam
etmekte, hastaliji geciren populasyonda verim kayiplari
gérilmektedir. Enfeksiyonun bir dretim periyodunda birden
gok tekrarlamasi, sik sik kemoterapotik kullanimina,
dolayisiyla sagaltim maliyetlerinin artmasina yol agarken,

kemoterapétik madde kalintilari tliketici saghgini ve akuatik
cevreyi olumsuz yonde etkilemektedir (Cagirgan, 1993). Bu
nedenle tim dinyada vibriosisin sagaltimindan ¢ok,
korunmaya y6nelinmis, banyo, enjeksiyon ve/veya oral yolla
uygulanabilen agilar gelistirilmistir (Toranzo ve dig., 1997).

Hasta baliklardan ve deniz suyundan izole edilen V.
anguillarum’arin O serotiplendirmeyle, 23 tipinin ve alt sero-
tiplerinin bulundugu bildirilmis olup (Pedersen ve dig., 1999),
bunlardan ilk dordii degisik balik tirlerinde patojen, digerleri
ise patojenik degildir. (Santos, 1995) Levreklerde gogunlukla
serotip O1, alabaliklarda serotip O1, 02 ve V.ordalii
enfeksiyonlara yol agmaktadir. Serotip O2'nin, O2a ve O2b
olarak adlandirilan 2 alt grubu vardir (Larsen ve dig., 1994).
Bununla beraber, Fransa'da levreklerden serotip O3 de izole
edilmis olup 2 alt grubunun (O3a ve 03b) bulundugu
bildirilmistir (Santos ve dig., 1995). Fakiltemizde son 15
yilda levreklerden izole edilen tim V. anguillarum suslari
Serotip O1 olarak identifiye edilmistir  (Cagirgan,
yayinlanmad).
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Yurdumuzda 90°h yillarda levreklerde kullaniimaya
baslanan  vibriosis  asllarindan  basarili  sonuglar
alinmasindan sonra, iftliklerde yaygin olarak kullaniimaya
baslanmistir. Ancak tamami yurt disindan ithal edilen
asllarin yiiksek fiyatla satiimasi, maliyetleri artirmakta ve
yurtdigl pazarlarda rekabet sansinin azalmasina yol
acmaktadir. Bu arastirmada, V. anguillarum’un neden
oldugu vibriosten korunmada kisa streli daldirma yontemiyle
uygulanabilen asi gelistirilmesi amaglanmstir.

Materyal ve Yontem

Aragtirmada kullanilan 0.5-3 gramlik levrek yavrulari Kilig
Deniz Urlinleri Uretim Sanayi ve Ticaret A.S’den sagland.
Baliklar ~ Nisan  ayinda  kulugkahaneden  alinarak
Seferihisar'da bulunan Hunkar Besicilik Hayvancilik ve Su
Urlinleri A.S'ye ait cipura levrek Uretim tesisinde 5mx5 m
ebadindaki tahta kafese, su sicakligi 14-15°C’iken konuldu.
Kafes, ag ile tam ortasindan bdliinerek, 2.5x2.5 m ebadinda
4 m derinlikte 4 adet a§ kafes haline getirildi. Her bir goze,
1500'er adet olacak sekilde stoklandi. 10 gun sireyle
baliklara higbir islem yapilmadi. 11. gln daldirma y6ntemiyle
asllandi. Ag bélmelerden ikisi asili, ikisi asisiz kontrol grup
olarak ayrildi. Asili grubun biri 10-15 grama gelince tekrar
asiland. Baliklar deneme siresince pelet yemle (CamhiYem,
Bornova-izmir), su sicakligi ve balik agirigina gére degisen
oranlarda Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda beslendi.
Asili grup ve kontrol grubundan ayri ayri alinan Ornekler
Urla’ya, Su Urlinleri Fakdltesi laboratuvarlarina tasinarak, ilk
asilamadan 21 giin ve 240 giin sonra deneysel enfeksiyonla
asinin koruyuculugu belirlendi. Tagimadan énce baliklar 2-
phenoxy ethanol ile anesteziye edildi ve saf oksijen ilave
edilerek anestezik bulunmayan tankta tasindi.

Asi, daha dnceki salginlarda hasta levreklerden izole
edilen V. anguillarum serotip O1'den (V. ang. B-0O7),
detaylari Dec (1984) tarafindan bildirildigi sekilde kisaca;
%1.5 NaCl iceren triptik soy buyyonda (Oxoid) bakterinin
kiltiri  yapilip formaldehitle inaktive edildikten sonra,
mililitrede 2x10° cfu ml" bakteri olacak sekilde standardize
edilerek hazirlandi. AsiI susunun biyokimyasal 6zellikleri API
20 E yodntemiyle biyokimyasal karakterleri dogrulandi. 7
basamakli APl 20 E kodu 3247524 olarak belirlendi. Asi
susunun serolojik yénden dogrulanmasi igin ayrica lamda
cabuk aglutinasyon testi uygulandi.

ilk agilama, baliklarin 30 saniye siireyle 10 kez diliie
asili suya (1 It asi+9 It deniz suyu) daldirimasiyla, ikinci
asllama ayni sekilde fakat 1 dakikallk daldirma yéntemiyle
uygulandi.. ik asilama baliklar 0.5-3 gramken 16°C su
sicakliinda, ikinci agsilama 10-15 gramken 21°C su
sicakliginda yapildi. Her iki asilamada da 100 kg balga 1
litre asi kullanildi. Baliklarin  tagsinma, yakalanma ve
astlanmalarindan énce 2-phenoxy ethanol (Merck) ile hafif
dlzeyde sedasyon sagland.

Asinin  sagladigi  koruyuculugun belirlenmesi igin
laboratuvara getirilen baliklar 1 hafta sireyle 2.5 ton filtre
edilmis deniz suyu igeren tanklara (2mx 2mx 0.7 m) konuldu.

Deneme suresince su sicakligi 16-18°C olup sirekli akis ile
saatte %50 su degisimi saglandi. Sudaki ¢ozlinmls oksijen
dlzeyi 6 ppm'’in Uzerinde tutuldu.

Birinci deneysel enfeksiyon; 3.5+0.5 gramlik baliklarda
Haziran ayinda, asilamadan 21 gun sonra, su sicakiigi 18-
19°C iken 50 litrelik plastik kovalarda yapildi. Sedasyona
tabi tutulmus baliklar kepcelerle alindiktan sonra patojenik
V. anguillarum serotip O1 (V.ang. R-O1) iceren suda
(1.23x107 cfu mlt ) 40 dakika slreyle banyo yaptirildi.
Banyo siresince ortama hava tagindan difuze edilen hava
strekli olarak verildi. Asili ve kontrol gruplari sirasiyla 44 ve
30 adetlik gruplar halinde ve ikiser paralel olarak denemeye
alindi. ikinci deneysel enfeksiyon, ilk asilamadan 240 giin
sonra, 140+10 gramlik baliklara su sicakligi 15°C’de iken,
1.75x105 cfu ml!' bakterinin (V.ang. R-O1) 0.5 ml PBS'te
intraperitoneal yolla (iP) enjeksiyonuyla yapildi. Kontrol
grubuna 0.5 ml steril PBS (pH: 7.4 ) enjekte edildi.

Baliklar deneysel enfeksiyondan sonra 21 giin 200 litre
deniz suyu bulunan tanklarda (1mx0.7 mx0.4 m) tutuldu
(%30 su degisimi, minimum 6 ppm ¢dzinmus oksijen).
Deneysel enfeksiyon sonucunda élen veya semptom
gosteren baliklarin bdbreklerinden TCBS'ye ekimler yapildi.
Petri kutulari 22+1°C'de 72 saat inkube edildi. izole edilen
tipik kolonilerin TSA’ya pasajindan sonra hareket, 0/129,
oksidaz ve katalaz testi uygulandi. Koloniler homolog
antiserumla aglutinasyonla identifiye edildi. Aglutinasyon
testi, tavsanda V. anguillarum serotip O1'e (ATTC 43305)
karsi hazirlanan serumla, lamda cabuk yontemle yapildi.
Antijen ve antiserum hazirlanmasi, aglutinasyon testi;
detaylari Toranzo ve dig. (1987)'nin bildirdigi yontemle
yapildi.

Gruplar arasindaki mortalite oranlarindaki farklilig
ortaya koymak igin istatistiksel analiz, Student t testi
(Gruplar arasi farkin 6nem test) yapilarak belirlendi.
(Stmbiiloglu 1978).

Bulgular

Deneysel olarak enfekte edilen baliklarda renkte kararma, su
ylzeyinde ylzme, halsizlik, yizge¢ kaidelerinde, operkulum
ve cevresinde hemorajiler, bagirsakta beyaz renkli ishal
gorildi. Birinci deneysel enfeksiyonda asili baliklar ve
kontrol grubunda 6liimler 6 giin igerisinde sonlandi, 21 gln
streyle gozlem devam ettirildi. Asili grupta (30 balik, 2
paralel) deneysel enfeksiyon sonucunda her iki paralelde de
uger balik (%10) élurken, kontrol grubunda, birinci tankta 44
baliktan 25, paraleli olan denemede ise 27 balik (ortalama
26) oldi. Banyo yoluyla deneysel enfeksiyon sonuglari ve
hesaplanan RPS Tablo 1’de, kiimiilatif mortalite oranlari
Sekil  1'de verilmigtir. 240 gln sonraki deneysel
enfeksiyonda; bir kez asili (n= 38) ve iki kez asili baliklarda
(n=40) ve asisiz kontrol grubunda (n=34) 6lim oranlari
sirasiyla %53, %27.5 ve %71 olarak bulundu. Enjeksiyon
yontemiyle yapilan deneysel enfeksiyon sonuglari ve
hesaplanan RPS Tablo 2'de kiimilatif mortalite oranlari
Sekil 2 de verilmistir.



Cagirgan / E.U. Su Uriinleri Dergisi 21 (3-4): 271-274 273

Tablo 1. Asili baliklarda ve kontrol grubunda asilamadan 21 giin sonra banyo yoluyla yapilan deneysel enfeksiyon sonucundaki mortalite oranlari ve asinin
verdigi gérecel korunma orani (RPS)*.

Banyo yoluyla deneysel Denemeye alinan balik sayisi (2 Kontrol grubundaki balik Kontrol grubunda Asili grupta RPS

enfeksiyondaki bakteri sayisi tekrar olarak) saylsl mortalite (%) mortalite (%)

40 dakika banyo 1.23 x 107 cfu/ml 30 44 59 10 83
*Asili baliklardaki mortalite (%)

*RPS=[1 - ]x 100

Kontrol grubunda mortalite (%)

70 -
60 -
50 -
40 -
30
20 -

10 *THI—I—I—I—I—I—I—I—I—I—H—H

Kiimiilatif mortalite (%)

—e— Kontrol grubunda mortalite —8— Asih grupta mortalite

$Sekil 1. Asili ve kontrol grubunda asilamadan 21 giin sonra banyo yoluyla yapilan deneysel enfeksiyon sonucunda gozlenen kiimilatif mortalite.

Tablo 2. Bir kez ve iki kez asili baliklarda ve kontrol grubunda asilamadan 240 giin sonra IP yolla yapilan deneysel enfeksiyon sonucunda mortalite oranlari ve

asinin RPS'i.
IP yolla 1.75 x 105 cfu deneysel enfeksiyon ~ Denemeye alinan balik Kontrol grubundaki Kontrol grubunda  Asili grupta mortalite RPS
uygulanan grup sayIs! (2 tekrar olarak) baliksayisi mortalite (%) (%)
1kez asili 38 34 7 53 -
2 kez asili 40 34 71 215 61.3

Kiimiilatif mortalite (%,

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

—o— Bir kez asili —#— iki kez agili —&— ag1s1z kontrol

Sekil 2. 1 kez ve 2 kez asili baliklarda ve kontrol grubunda asilamadan 240 guin sonra intra peritoneal yolla yapilan deneysel enfeksiyon sonucundaki kiimulatif
mortalite.
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Tartigma ve Sonug

Vibriosise kars! asi uygulamasi ilk defa 1970'li yillarda Kuzey
Amerika kiyllarinda gortilen V.anguillarum ve V. ordali
enfeksiyonlarindan korunmaya yonelik uygulanmis, Pasifik
salmonlarini agilamanin, ilaglarla sagaltimdan daha basarili
ve ekonomik oldugu anlasilmistir (Evelyn, 1984). Daldirma
yontemiyle ilk agsilama calismalarinda hiper ozmotik
infiltrasyon yontemi kullaniimistir. Ancak bu ydntemle agilanan
salmonid baliklarda stres nedeniyle subklinik enfeksiyonlarin
provake oldugu gdrildiginden, dogrudan daldirma ydntemi
denenmis ve bu ydntemin daha uygun oldudu sonucuna
variimistir (Antipa ve dig., 1980).

Levreklerde vibriosisten korunma igin banyo, enjeksiyon
ve oral yolla uygulanan agilar igerisinde en kolay uygulanani
kuskusuz oral yoldur. Dec ve dig. (1990) 10-50 g agirligindaki
levrek baliklarini 90 g yeme 3 ml, 2x10"" bakteri iceren ticari
asl ile islayarak 5 glin sureyle beslemis, asilamadan 33 giin
ve 79 giin sonra IP yolla sirasiyla 9.5x10 6 cfu ml* ve 2.6x10 7
cfu ml' patojenik V. anguillarum vermek suretiyle asinin
koruyuculugunu test etmistir. Oral yolla asilanmis baliklarda
agllamadan 33 ve 79 gin sonra yapilan deneysel
enfeksiyonda asili grupta sirasiyla %11.3 ve %71.4 mortalite
belirlerken, kontrol grubunda sirasiyla %40.9 ve %92.8
mortalite belirlemistir. Ayni arastirmacilar on kez dillie asiyi,
0.2 ml IP yolla uygulamasi sonucunda 33. ve 79. ginlerdeki
deneysel enfeksiyonda sirasiyla %0 ve %10.7 mortalite
goruldigund bildirmiglerdir. Denizde kultlri yapilan Atlantik
halibutta (Hippoglossus hippoglossus) bir dakikalik banyo ve
0.1 ml enjeksiyonla ile asllamadan 12 hafta sonra V.
anguillarum serotip O2 o ile yapilan deneysel enfeksiyonda
asili grupta yasama orani %100 e yakin iken asisiz grupta ise
%0 oldudu bildirilmistir (Bowdwen ve dig., 2002).

Bu arastirmada levrek baliklarindan bir grup sadece bir
kez banyo yoluyla digeri ise iki kez banyo yoluyla agilanmistir.
ilk agilama baliklar 0.5-3 g iken asi 10 kez sulandiriip 30
saniye daldirma yontemiyle, ikincisi baliklar 10-15 gramken 1
dakika sireyle asili suya daldirma yontemiyle uygulanmigtir.
Birinci agilamadan 21 giin sonra banyo yoluyla gerceklestirilen
deneysel enfeksiyon sonucunda RPS 83 olarak hesaplandi.
Baliklara banyo yoluyla deneysel enfeksiyon yapilmigsa 60
RPS ve Uzeri, korunma igin yeterlidir (Amend, 1981). Kontrol
grubunda gérilen spesifik mortalite orani (%59) ile asili
baliklardaki mortalite oranlarinin (%10) kargilastirmasinda
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli bulunurken
(t=4.24, P<0.05), kontrol grubu baliklardaki paralel
denemedeki fark ise énemsiz bulunmustur (P>0.05). Birinci
asllamadan 240 glin sonra enjeksiyon yontemiyle yapilan
deneysel enfeksiyon sonucunda; her ne kadar asili baliklarda
%53, kontrol grubunda %71 spesifik mortalite gortiimis, dltim

oranlarinda %18'lik bir fark elde ediimisse de, asili ve asisiz
gruplar arasindaki 6lim oranlari arasindaki fark, istatistiksel
olarak énemsiz bulunmustur (t=1.65, P>0.05) iki kez agilanan
baliklarda mortalite orani (%27.5) kontrol grubu (%71)
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli olup (t=3.75,
P<0.05) RPS 61.3 olarak hesaplanmistir.

Sonug olarak bu arastirmada Turkiye'de ilk kez Uretilen
vibrio agisi ilki 0.5-3 gramlik, ikincisi 10-15 gramlik levrek
yavrularina kisa sureli daldirma ydntemiyle uygulanmis, ve en
az 240 gin sireyle koruyuculuk sadladigi belirlenmigtir.
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