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Kiiltiir Baliklarindaki Vibrio anguillarum’un immunohistokimyasal Yontemle Teshisi*
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Ozet: Bu calisma ile yurdumuzda kiiltiirii yapilan levrek (Dicentrarchus labrax) ve ¢ipura (Sparus aurata) baliklarinda
gorilen Vibrio (Listonella) anguillarum kaynakli enfeksiyonlarin bakteriyolojik, histopatolojik ve immunohistokimyasal
yontemler kullanilarak teshisinin yapilmasi amaglanmistir. Hastalik belirtisi gosteren agirliklari 150-220 gr arasinda
degisen toplam 10 adet levrek bahdi ve agirliklari 150-200 gr arasinda degisen toplam sekiz adet gipura baligi 6rnegi
bakteriyolojik ve histopatolojik yontemler kullanilarak incelenmigtir. Etkenin dokulardaki varligi ve lokalizasyonu ise
immunohistokimyasal yontem (streptavidin-biotin boyama) kullanilarak tespit edilmistir. Gergeklestirilen bakteriyolojik,
histolojik ve immunohistokimyasal galismalar sonucunda, hastaligin klinik semptomlarini gosteren levrek ve gipura
baliklarinda vibriosis hastaliginin teshisi yapiimis ve etkenin dokulardaki varligi tespit edilmistir. Ayrica bu ¢alismada
bakterinin enfekte balik dokularindaki varliginin tespiti amaciyla kullanilan ve indirekt immunoenzimatik yontemlerden
olan streptavidin-biotin boyama yontemi (StrepABC—IHC) Listonella anguillarum’un teshisinde ilk kez kullaniimis ve
basarili sonuglar elde edilmistir.
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Diagnosis of Vibrio anguillarum by Using Immunohistochemical Method in Cultured Fish

Summary: In this study, diagnosis of Vibrio (Listonella) anguillarum infections in cultured European sea bass
(Dicentrarchus labrax) and gilt-head sea bream (Sparus aurata) in Turkey by using bacteriological, histopathological
and immunohistochemical methods was aimed. In total, 10 European sea bass samples weighing between 150-220 g
and eight gilt-head sea bream samples weighing between 150-200 g showing disease signs were investigated by using
bacteriological and histopathological methods. The presence and the distribution of the agent in the tissues were de-
tected by using immunohistochemical method (streptavidin-biotin staining). As a result of the bacteriological, histologi-
cal and immunohistochemical studies, the diagnosis of vibriosis was made and the presence of V. anguillarum was
detected in the tissues of affected European sea bass and gilt-head sea bream samples showing clinical symptoms.
Also an immunoenzimatic method, streptavidin-biotin staining method (StrepABC—IHC) was used for the first time in
this study for the detection of the presence of this bacterium in the infected fish tissues.
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Girig

Levrek (Dicentrarchus labrax) ve gipura baliklar
(Sparus aurata) vyetigtiricilik kosullarinda hizli
blylyen 6nemli deniz bahdi tirlerindendir. Bu
nedenle bu iki balk turinin Akdeniz Ulkelerinde
oldugu gibi yurdumuzda da yetistiriciligi basarili
bir sekilde yapilmaktadir (2). Vibrio tirt bakteri-
lerin neden oldugu vibriosis bakteriyel ve bulasi-
ciI bir hastaliktir. Hastalik diinya genelinde kilttr
balik¢ihdi yapan tatl su ve deniz igletmelerinde
ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir
(3,17). Kultirt yapilan levrek ve cgipura gibi de-
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niz baliklarinda (10,16) vibriosise neden olan en
onemli patojen Vibrio (Listonella) anguilla-
rumdur (3,12,13,20). Arastirmacilar daha ¢ok
ad1 gegen patojen bakterinin virilans mekaniz-
masini aydinlatilmasi, hizl tespiti ve neden ol-
dugu hastalhigin onlemesi Uzerinde yogunlas-
mastir. Ginimuizde etkenin teshisinde mikrobi-
yolojik, serolojik, molekller, histopatolojik ve
immunohistokimyasal teknikler farkli arastiricilar
tarafindan kullaniimistir (3,4,11,12,19).

L. anguillarum ile ilgili yapilan immunohistokim-
yasal ¢alismalar; enfekte balik ve su canlilarinin
dokularindaki bakteri varhginin teyit edilmesi,
dokulardaki lokalizasyonunun belirlenmesi, anti-
jenin dokulardaki yogunlugunun tespit edilmesi
ve patojenin patogenezisinin belirlenmesi Gzeri-
ne yogunlasmistir (5,6,8,11). Ayrica L. anguilla-
rum’'a kargi probiyotik etkisi olan bakterilerin
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tespit edilmesi ve asi etkinliginin belirlenmesine
yOnelik arastirmalarda da immunohistokimyasal
yéntemlerden yararlanilimigtir (1,17). Ulkemizde
ise L. anguillarum serotip O1 ile deneysel olarak
enfekte edilen gdkkusagdi alabaliklarinin doku ve
organlarindaki antijenlerin varligini ve dokudaki
dagiiminin belirlenmesi amaciyla immunohisto-
kimyasal teknikler kullaniimistir (4).

Bu calismada; Ulkemizde kultirt yapilan levrek
ve c¢ipura baliklarinda gorllen V. anguillarum
kaynakh enfeksiyonlarin bakteriyolojik, histopa-
tolojik ve immunohistokimyasal yontemler kulla-
nilarak teshisinin yapiimasi amaglanmistir.
Gere¢ ve Yontem

Calismada kullanilan balik materyali

Bu calismada incelenen balik materyalleri Ege
Bolgesi’nde bulunan farkh deniz isletmelerinden
temin edilmistir. Hastalik belirtisi gbsteren ve
agirhiklari 150-220 g arasinda degisen toplam
on adet levrek baligi ve agirhklari 150-200 g
arasinda degisen toplam sekiz adet cipura bali-
g1 incelenmistir. isletme sahiplerinden alinan
bilgeye goére en ylksek 6lim orani hasta levrek
baliklarinda gorulirken (%70), gipuralarda ise
Olim oraninin oldukga dusuk oldugu (%10) be-
lirtilmigtir.

Bakteriyolojik 6rnekleme

Hastalik belirtisi gosteren baliklarin i¢ organla-
rindan (dalak, bobrek ve karaciger) %1.5 NaCl
iceren Trypticase Soy Agar (TSA) (Merck
1.05458, Almanya) besiyerine ekimler yapilmig-
tir. EKim yapilan petriler 22-23 °C’de 48-72 saat
boyunca inkibe edilmis ve izole edilen bakteri-
lerin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zel-
liklerinin tespiti igin rutin bakteriyolojik metotlar
kullanilmistir (3,7,18). Bu calismada referans
bakteri (R) olarak ispanyadaki gipura baligindan
izole edilmis olan bir adet V. anguillarum susu
kullanilmigtir.

Histopatolojik muayene

Histopatolojik inceleme igin hasta balik érnekle-
rine ventral, lateral ve operkular insizyon teknik-
leri uygulanarak i¢ organlari ortaya ¢ikartiimigtir.
Daha sonra baliklarin dalak, karaciger ve bdb-
rek gibi i¢c organlari yani sira solunga¢ ve kas
dokularindan da makas yardimi ile 0.5-1cm?®
buyukligunde drnekler alinarak %10’luk formal-
dehit icerisinde 72 saat fikse edilmistir. Tespit
edilen doku drneklerinden rutin doku igleme pro-
sedurt uygulanarak 5 ym kalinhginda kesitler
alinmigtir. Bu kesitler Hematoksilen-Eosin boya-
ma yOntemi ile boyanarak histolojik olarak ince-
lenmistir (9,18).
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Immunohistokimyasal boyama (streptavidin-
biotin yontemi)

Arastirmada immunohistokimyasal metot olarak
immunoenzimatik ydntemlerden streptavidin-
biotin boyama ydntemi (StrepABC-IHC) kulla-
nilmistir. Hasta baliklarin i¢ organlarindan ali-
nan doku ornekleri formalin ile fikse edildikten
sonra rutin doku isleme basamaginin ardindan
parafine gémilmis ve bu parafin bloklardan
4pum kahnhginda kesitler poly-L-lysin kapli lam
Uzerine alinmigtir. Daha sonra kesitler %3’luk
hidrojen peroksit solisyonunda 30 dakika bekle-
tilmis ve sonrasinda PBS ile yikanmistir. Lamla-
rin Uzerine 1:1000 oraninda sulandiriimis anti-
V. anguillarum monoklonal antikorundan (ibt FM
-040AX-5) 30uL ilave edilmis ve oda sicakligin-
da 2 saat inkiibe edilmigtir. Kesitlere biotin ile
isaretli sekonder antikor eklenmis, 15 dakika
inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasinda PBS
ile yilkanan kesitlere streptavidin peroksidaz ek-
lenmis ve 15 dakika inklbasyona birakilmigtir.
Yikamadan sonra doku kesitleri Gzerine 30uL
AEC (Three-amino-9-ethylcarbazole) soltisyonu
damlatilarak 15-20 dakika nemli ortamda bekle-
tildikten sonra yikanmistir. immun boyamanin
ardindan preparatlar Mayer's hematoxylin ile
boyanmig, entellan ile kapatilarak isikli mikros-
kop altinda incelenmigtir. Antijen-antikor birles-
mesinin gerceklestigi immun pozitif odaklar, nor-
mal doku hucrelerinden farkh olarak kahverengi-
ye boyanmalari ile tespit edilmistir (5,16,18).
Bulgular

Klinik ve nekropsi bulgulari

Hasta baliklarda dis bakida genel olarak hare-
ketlerde durgunluk, istahsizlik, solungaglarda
solgunluk ve vicut ylzeyinde az miktarda pul
kaybi gibi benzer klinik bulgular dikkati cekmis

Sekil 1. (a) Hasta cipura baliklarinin yizgeg diplerinde ka-
nama (b) solungag filamentlerinde erozyon ve karacigerde
solgunluk
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Sekil 2. (a) Levrek baliklarinin bas bdlgesindeki hemorajik
odaklar ve (b) karaciger Uzerinde petesiyel kanama odakla-
r1, i¢ organlarda asiri yaglanma ve i¢ organlarin genel goru-
numu

Tllay Akayli

tir. Cipura baliklarinin pelvik, anal ve pektoral
yuzge¢ diplerinde hemoraji gorulirken (Sekil
1a.) hasta levrek baliklarinda ise bu bdlgeler
yani sira bas ve karin bélgesinde yogun hemo-
rajik alanlar dikkati ¢gekmistir (Sekil 2a). Cipura
baliklarinin i¢ bakisinda solungag filamentlerin-
de erozyon yani sira karacigerin anemik gorin-
tisu dikkati cekmistir (Sekil 1b). Levrek balikla-
rinda asiri solgun karaciger Uzerinde hemorajik
odaklar, dalakta biylime, bagirsakta sari renkli
ve kokulu sivi birikimi ve i¢ organlarda yaglan-
manin oldugu gézlenmistir (Sekil 2b).

Tablo 1. Orneklemeler sonucu izole edilen bakteri izolatlarinin biyokimyasal ézellikleri

Karakterler 1 2 3 4 5 6 7 8 R
Hareket + + + + + + + + +
Gram Boyama - - - - - - - - -
O/F F F F F F F F F F
Sitokrom Oksidaz + + + + + + + + +
Katalaz + + + + + + + + +
TCBS'de Ureme S S S S S S S S S
VAM’'da treme S S S S S S S S S
Sitrat kullanimi + + + + + + + + +
-galaktosidaz (ONPG) + + + + + + + + +
Voges-Proskauer + + + + + + + + +
Metil Red - - - - - - - - -
Indol + + + + + + + + +
Arjinin dihidrolaz + + + + + + + + +
Lizin dekarboksilaz - - - - - - - - -
Ornitin dekarboksilaz - - - - - - - - _
Nitrat indirgeme + + + + + + + + +
Ureaz (retimi - - - - - - - - .
Jelatinaz Gretimi + + + + + + + + +
Nisasta + + + + + + + + +
H,S - - - - - - - - -
D-Glukoz, gaz - - - - - - - - -
D-Glukoz, asit + + + + + + + + +
L-Arabinoz, asit - + + + + + + + -
myo-inositol, asit - - - - - - - - .
Laktoz,asit - - - - - - - - -
D-Mannitol, asit + + + + + + + + +
D-Mannoz, asit + + + + + + + + +
D-Maltoz,asit + + + + + + + + +
Sukroz, asit + + + + + + + + +
inositol - - - - - - - } -
Salisin - - - - - - - . _
% 0 NaCl’'de treme - - - - - - - - -
% 3 NaCl'de Greme + + + + + + + + +
% 8 NaCl’'de treme - - - - - - - - -
% 10NaCl’'de Ureme - - - - - - - - -
37 'C’de buyime + + + + + + + + +
0/129’a duyarlilik + + + + + + + + +

(+): Pozitif reaksiyon, (-): Negatif reaksiyon, S: Sari, F: Fermantatif, VAM: Vibrio anguillarum Medium, TCBS: Tiyosulfat sitrat

safra tuzu, O/F: oksidatif/fermentatif
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Bakteriyolojik bulgular

%1.5 NaCl iceren TSA besiyerine yapilan ekim-
lerin inklibasyonu sonucu yuvarlak, konveks,
hafif kabarik, parlak ve krem renkli 20 adet bak-
teri izolati elde edilmistir. Bu izolatlarin 8 tanesi
referans susa benzer sekilde, Gram-negatif ka-
rakterli, hareketli bakteriler olmalari, O/F glukoz
testinde fermantatif 6zellik géstermeleri, O/129
vibriostat testine duyarl olmalari ile genus du-
zeyinde Listonella genusuna mensup oldugu
tespit edimistir. Ayrica izolatlar sitokrom oksi-
daz, katalaz, indol, 3-galaktosidaz (ONPG) gibi
testlere pozitif reaksiyon vermeleri yani sira ya-
pilan diger biyokimyasal 6zellikleri nedeniyle L.
anguillarum olarak teshis edilmistir (Tablo 1).
Histolojik bulgular

L. anguillarum ile enfekte gipura baliklarinin ka-
raciger hicrelerinde vakuoler dejenerasyon, ve
nekroz (Sekil 3a), bébrek dokusunda interstisi-
yel alanda hicre ve matriks kaybi, bébrek tibul-
lerinde dejenerasyon (Sekil 3b), dalak dokusun-
da nekroz (Sekil 3c) ve solungag lamellalarinin

Sekil 3. (a) Hasta cipura baliginin karaciger hiicrelerinde
vakuoler dejenerasyon, (b) bébrek dokusunda interstisiyel
alanda hiicre ve matriks kaybi (oklar), bébrek tlbiillerinde
dejenerasyon (c) dalak dokusunda nekroz (d) solungag
lamellalarinin epitel hiicrelerinde nekroz (oklar).

epitel hucrelerinde nekroz dikkati ¢ekmistir
(Sekil 3d).

Hasta levrek baliklarinin i¢ organlarinin ve so-
lungaglarinin histopatolojik incelemesinde kara-
cigerde kligik hemorajik odaklar (Sekil 4a),
bobrek dokusunda interstisiyel alanda hiicre ve
matriks kaybi, bobrek tibullerinde dejeneras-
yon, melanomakrofaj merkezlerinde hemoside-
rin depozitleri (Sekil 4b), dalak dokusunda nek-
roz (Sekil 4c) ve solungag filamentlerinin yani
sira solungac¢ lamellalarinin epitel hicrelerinde
nekroz tespit edilmigtir (Sekil 4d).
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Sekil 4. (a) Levrek baliklarinin karacigerinde kigiik hemora-
jik odaklar (okla gosterilmistir) (b) bobrek dokusunda inters-
tisiyel alanda hiicre ve matriks kaybi, periglomeruler 6dem
(oklar), bébrek tubdllerinde dejenerasyon (okla gosterilmis-
tir), melanomakrofaj merkezlerinde hemosiderin depozitleri
(c) dalak dokusunda nekroz (d) solungag¢ lamellalarinda
nekroz (oklar).

immunohistokimyasal bulgular

Calismada incelenen V. anguillarum ile enfekte
gipura baliklarinin solungag¢ ve i¢ organlarinin
immunohistokimyasal incelemesi sonucunda;
karacigerde bir arterin etrafindaki karaciger hic-
relerinde koyu kahverengi renkte boyanmis im-
mun pozitif odaklar (Sekil 5a), bobrek tibdillerin-
de (Sekil 5b), dalak dokusunda sinuslarda (Sekil
5c) ve solungag filamentlerinde ve Ozellikle fila-
ment diplerinde immun pozitif alanlar gérilmus-
tar (Sekil 5d).

Sekil 5. (a) Enfekte gipura baliginin karacigerinde arterin
etrafindaki karaciger hicrelerinde, (b) bdbrek tibiilllerinde,
(c) dalak dokusunda ve (d) solungaglarda kahverengi renk-
te boyanmis immun pozitif odaklarin gériinima (oklar)

Hasta levrek baliklarinin i¢ organlarinin immu-
nohistokimyasal incelemesi sonucunda; karaci-
gerde sinuzoidlerde, nekrotik alanlar iginde ve
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damar etrafinda (Sekil 6a), bobrekte tubdillerde
(Sekil 6b), dalakta sinuslarda, damar kenarlarin-
da ve nekrotik alanlarda (Sekil 6¢), solungag ve
solunga¢ filamentlerinde antijen antikor birles-
mesi sonucu olusan kahverengi renkteki immun
pozitif odaklar gézlenmistir (Sekil 6d).

a M

s . b

nekrotik alanlarinda,
(b) bobrek dokusundaki tubdllerde, (c) dalak dokusunun
sinuslarinda ve (d) solungaglarda kirmizi renge boyanmis
immun pozitif alanlar (oklar)

sinuzoidlerinde ve damar etrafinda,

Tartisma ve Sonug¢

Vibrio anguillarum’ un neden oldugu klasik vibri-
osis, deniz ve tath sularda yetistiriciligi yapilan
baliklarda ylksek mortalitelere neden olmakta-
dir (4,7,13,19). Bu calisma ile Tarkiye'de kalturd
yapilan levrek ve cipura baligi isletmelerindeki
vibriosisin klinik belirtilerini gésteren hasta balik
drneklerinden V. anguillarum izole ve identifiye
edilmis ve bu patojenin balik dokularinda sebep
oldugu hasar histopatolojik olarak tespit edilmis
ve streptavidin-biotin boyama ydntemi kullanila-
rak etkenin immunohistokimyasal olarak teshisi
yapilmigtir.

Hasta levrek ve c¢ipura baliklarinin i¢ organlari-
nin ve solungaclarinin histopatolojik ydnden
incelenmesi sonucunda diger arastirmacilara
benzer olarak karacigerde kugik hemorajik
odaklar, bébrek tubullerinde dejenerasyon gibi
bulgularda benzerlik gézlenmistir (14,18). En-
fekte cipura balik dokularinin histopatolojik ola-
rak incelenmesi sonucunda ise Korun ve Timur
(14)’'un bildirdigi gibi bobrek dokusunda intersti-
siyel alanda hlcre ve matriks kaybi, boébrek tu-
blllerinde dejenerasyon, dalakta doku kaybi,
yani sira solunga¢ lamellalarinin yapisal dize-
ninde bozulma tespit edilirken inceledigimiz L.
anguillarum ile yapilan g¢alismalarda daha g¢ok

Tllay Akayli

immunokimyasal ydéntemlerden olan peroksidaz
antiperoksidaz (4,8) ve avidine-biotin-alkaline
fosfataz metodu kullanirken (11), Planas ve ark.
(17) probiyotik 6zelligi olan Roseobacter sp.nin
kalkan baliklarinda gértlen V. anguillarum en-
feksiyonunda enfekte balik dokulari Gzerindeki
etkisinin belirlenmesinde streptavidin-biotin tek-
nigini tercih etmislerdir. Baliklarin solungaglarin-
da yogun antijen antikor birlesmesine bagli ola-
rak kahverengi renkte immun pozitif alanlarin
go6rilmesi diger arastiricilarin verileri ile benzer-
lik gosterirken (4,11), Laurencin ve Germon (15)
tarafindan belirtildigi gibi L. anguillarum’un so-
lungaglar birincil giris yolu olarak kullandiginin
gOstergesi olabilecegi dustinilmektedir.
Karaciger dokularinda immun pozitif alanlarin
sinuzoidlerde, nekrotik alanlarda gdézlenmesi
diger arastiricilarin hasta gokkusagi alabaligi
(4) ve kalkan baliklarindaki (12) bulgularina
benzerlik gdstermesine ragmen bu calismada
incelenen baliklarin karaciger dokularinda 6zel-
likle arter etrafindaki hicrelerde yaygin immun
pozitif alanlara rastlaniimistir. Baliklarin bébrek
dokularinda ise immun pozitif alanlarin daha
once yapilan arastirmalarin sonuglarina benzer
sekilde sadece bdbrek tibdillerinde yogun oldu-
gu tespit edilmistir (4).

Dalak dokularinda immunohistokimyasal incele-
meler sonucunda levrek ve gipura baliklarinin
dalak kesitlerinde immun pozitif alanlar Avci ve
ark. (4) nin yapti§i ¢alismanin sonucuna ben-
zer sekilde sinus ve nekrotik alanlarda tespit
edilmigtir. Bu calismada daha 6nce yapilan ¢a-
lismalardan farkli olarak levrek baliklarina ait
dalak dokularinda damara yakin boélgelerde im-
mun pozitif reaksiyonlara rastlanilirken gipura
baligina ait balik dokularinda gdzlenmemistir. iki
balik tirine ait dalak ve karaciger dokularinda
damara yakin boélgelerde de immun pozitif alan-
lara rastlaniimasi Grisez ve ark. (12)'nin belirttigi
gibi bu bakterilerin bagirsagin lamina propria-
sindan kan yolu ile karaciger ve diger i¢ organ-
lara tasindiginin bir géstergesidir.

Sonug olarak; bu calisma ile L. anguillarum’un
streptavidin-biotin yontemi ile teshisi levrek ve
Gipura baliklarinin dokularinda ilk kez yapilmis
olup elde edilen verilerin bu ydntemin immun
hassasiyetinin ylksek olmasi nedeniyle bu bak-
terinin tanisinda gavenilirliginin de ylksek olabi-
lecedini gostermigtir. Dolayisi ile ¢alismanin
sonugclari V. anguillarum kaynakli enfeksiyonla-
rin teshisinde diger immun ydntemlere gore da-
ha yaygin kullaniminin dnind agacaktir.
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