Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2017; 28 (1): 23-27
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Ozet: Tatl su baliklarinda ¢ok tehlikeli olan “Beyaz Benek Hastalig1” eski zamanlardan beri bilinmektedir. Hastaligin
etkeni siliatali bir protozoon olan Ichthyophthirius multifiliis’dir. Parazit dogal yasam alani ile kulugkahane ve kafes-
lerde yetistirilen her yas ve boydaki tath su baliklarinda enfeksiyona neden olur. Hastaligin Avrupa’da her y1l alabalik
ciftliklerinde 140 milyon dolar zarara neden oldugu bilinmektedir. Ulkemizde hastaligi neden oldugu zararin ekonomik
boyutunun ne oldugu tam olarak bilinmemektedir. Ama alabalik isletmelerin iiretim potansiyellerine zarar verdigi bili-
nen bir gergektir. Bu derlemede koruyucu hekimlik a¢isindan 1. multifiliis enfeksiyonlarinda as1 yaklagimlar: hakkinda
giincel veriler sunulmustur.
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Vaccination Studies on Ichthyophthirius multifiliis Infection in Freshwater Fishes

Abstract: The “White Spot Disease” that is a very dangerous disease in freshwater fishes has been known since ancient
times. Ichthyophthirius multifiliis is a ciliated protozoan. Parasite causes infection in freshwater fishes of all ages and
sizes grown in habitats and hatcheries and cages. It is known that the disease is causing $ 140 million loss in trout farms
every year in Europe. It is not exactly known what the economic dimension of the harm is caused by the disease in
Turkey. But, it is a fact that trout farms are damaging to their production potential. In this review, current vaccine ap-
proaches in I. multifiliis infections are presented in terms of preventive medicine.
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Giris

Tatli su ekosisteminde yasayan baliklarda ¢ok teh-
likeli bir hastalik olan Ichthyophthiriosis ¢ok eski
zamanlardan beri bilinmektedir. Hastaligin etke-
ni siliatali protozoon olan Ichthyophthirius mul-
tifiliis’dir.  Etken Oligohymenophorea sinifinda
ve Ichthyophthirius cinsinde yer alan tek tiirdiir.
Parazit dogal yasam alam ile kulugkahane ve ka-
feslerde yetistirilen her yas ve boydaki tatli su
baliklarinda enfeksiyona neden olur. Salginlar so-
nucunda baliklardaki 6liim oranlar1 %100’lere ula-
sabilmektedir. Parazit solungac filamentleri, deri
ve ylizgeglerin epidermis tabakasina penetre olur.
Bu tabakada derin olarak yerlesir ve olusan beyaz
renkli vezikiillerin icerisinde gelismesine devam
eder. Enfeksiyonda deri, yiizgeg¢ ve solungaclarda
1 mm ¢apina ulasan beyaz noktalar/benekler halin-
de vezikiiler lezyonlar goriilmektedir. Karakteristik

olan bu lezyonlar nedeni ile hastalik “Beyaz Benek
Hastalig1” olarak isimlendirilir. Parazit kozmopo-
lit bir tiirdiir ve tiim diinyada yaygindir. Etken ba-
lik popiilasyonlarinda gesitli faktorlerin etkisi ile
salginlara ve sonucta dliimlere neden olmaktadir.
Salginlarin olmadig1 zamanlarda parazit, balik po-
piilasyonlarinda hafif enfeksiyon diizeyinde per-
siste halde beklemektedir. Kuluckahane ve kafes
sistemlerinde kalabalik barindirma, yogun stoklama
ve stres kosullar1 (diisiik oksijen seviyesi, su sicak-
l1g1, suyun kimyasal kirliligi vb.) hastaligin seyri-
ni olumsuz yonde etkileyip, enfeksiyonun hizli bir
sekilde yayilmasina ve salginlarin ortaya ¢ikmasi-
na neden olur. Enfeksiyonun ortaya ¢ikmasinda ve
salginlar sonucu mortalitenin sekillenmesinde su
sicakligt cok onemlidir. Parazitin yasam dongiisii
ile su sicaklig1 arasinda yakin bir iligski bulunmakta-
dir. Enfeksiyon genellikle su sicakliginin artmasina
bagli olarak 6zellikle ilkbahar aylarinda patlak verir
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[17, 18, 24, 26]. Avrupa’da her y1l alabalik ¢iftlikle-
rinde hastalik 140 milyon dolar zarara neden olmak-
tadir [16]. Ulkemizde hastaligin neden oldugu eko-
nomik zararin boyutunun ne oldugu bilinmemekle
beraber isletmelerin iiretim potansiyeline zarar ver-
digi bilinen bir gercektir.

Bu derlemede koruyucu hekimlik agisindan 1.
multifiliis enfeksiyonlarinda as1 yaklagimlari hak-
kinda giincel veriler sunulmustur.

Immunite ve Antijenik Yapi

Ichthyophthirius multifiliis enfeksiyonlarinda mu-
kozal immun yanit ile sistemik antikor yanit1 6n pla-
na ¢ikmaktadir. Parazite kargi immun sistemi uyaril-
mis Ictalurus punctatus, Cyprinus carpio ve Salmo
gairdneri baliklarinin serum ve mukusunda bulunan
antiparazitik faktorler invitro kosullarda theront ve
trofontlar1 hareketsiz (immobilize) hale getirmis ve
aglitiine etmigstir. Bu immobilizasyon aktivitesinin
parazite karsi gelisen spesifik antikorlara bagl ol-
dugu ve antikorlarin parazitin membran yiizeyinde
bulunan silier antijenlerine baglanarak therontlarin
mukus tabakasia penetrasyonlarinin engellendigi
goriilmiistiir. Hafif enfeksiyonlarda mukus immobi-
lizasyon titresinin serum titresine goére fazla oldu-
gu, hastalik semptomlari kaybolduktan sonra serum
titresinin arttig1 ve bu artigin uzun bir siire yiiksek
kaldigi bilinmektedir. Enfeksiyon sonrasi balik-
larda koruyucu immun yanit gelismekte ve bellek
B lenfositler uzun siire humoral yanit1 aktif halde
tutmaktadir. Bu durum enfeksiyona kars1 koruyucu
astlamanin miimkiin oldugunu gostermis ve asilarin
geligtirilmesi yoniinde biiyiik ¢aba harcanmasina
katki saglamistir [2, 16-18].

Ichthyophthirius  multifiliisin  tim  ylizeyi
membran proteinleri ile kaplidir. Bu proteinler im-
mobilizan antijen (i-antijen) olarak ifade edilmekte-
dir. Baliklarda olugsan immun yanitin birinci derece
hedefi bu i-antijenlerdir. I-antijenler dogal olarak
enfekte baliklarda giiclii humoral yanitin olusmasini
saglar [5, 13, 17, 18, 22]. Ichthyophthirius multifili-
is’in trofont, tomont ve enfektif theront evrelerinde
farkli diizeylerde i-antijenleri eksprese ettikleri bi-
linmektedir [1]. Suslarin serotipik olarak ayriminda,
parazitin yiizey immobilizan antijenlerini hareket-
siz kilan suslara spesifik antiserumlar kullanilarak 5
farkli serotip (A, B, C, D, E) identifiye edilmistir [9,

14, 15]. Bu serotipler arasinda ¢apraz bagisikligin
gbzlenmedigi ve bagisikligin sero-spesifik oldugu
bilinmektedir [31]. G5 susunun (serotip D) en yay-
gin sus olup, Cin’den ABD’ne kadar yaygin oldugu
bildirilmistir. G5 susundan sonra, G1 susunun (se-
rotip A) en iyi sekilde molekiiler olarak karakterize
edildigi ve susun sadece Georgia (ABD) ve New
York (ABD) kdokenli oldugu belirtilmistir [16-18,
22]. Parazitin G5 ve G1 suslar1 haricinde ARS-6,
G15,NY3, NY4, NY7, Ark5, Ark7, Ark9 ve Ark10
suslar1 da bilinmektedir. Bu suslarin orijini Amerika
Birlesik Devletleri’dir [16, 25, 35].

As1 Calismalar

Parazite karsi korunmada etkili asilarin gelisti-
rilmesinde i-antijenlerin kodladig1 proteinlerin
farkliligi son derecede Onemlidir. Bu nedenle /.
multifiliis'in farkli suslarinin i-antijen genlerinin
molekiiler karakterizasyonlar1 ve klonlanma ¢alig-
malar1 basarili bir sekilde yapilmistir [12, 16, 22,
35]. Ichthyophthirius multifiliis in i-antijenleri gl-
ycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI) yapisindadir.
I-antijenlerin SDS-PAGE ve Western Blots analiz-
lerinde ~37-60 kilodalton (kDa) arasinda molekiil
agirligina sahip oldugu gozlenmistir [8-11, 22, 35].
Parazitin i-antijenleri hastaliktan korunmak i¢in po-
tansiyel as1 adaylaridir. G1 (serotip A) susunun ~48
kDa, ARS-6 susunun ~37 kDa ve G5 (serotip D)
susunun ~52/55 kDa agirliginda i-antijenlerini eks-
prese ettikleri ¢cok net olarak kanitlanmistir [10, 11,
22, 35]. Bugline kadar parazitin sadece en yaygin
susu olan ABD orijinli G5 susu ile yine ABD orijin-
li G1 ve ARS-6 suslarinin i-antijenlerini kodlayan
gen bolgeleri klonlanmig ve molekiiler karakterizas-
yonlar1 yapilarak Genbank veri kayitlar1 girilmistir.
Klonlanan izolatlarda i-antijenlerin ekspresyonu
sabit kaldig: icin, bu antijenler 1. multifiliis’in se-
rotiplerinin/suslarinin ayriminda da kullanilmak-
tadir [10, 11, 14, 22, 35]. Bu suglardan G1’in ~48
kDa agirligindaki protein kodlayan i-antijen gen
bolgesinin (IAG48[G1]) 1329 baz ve 442 aminoa-
sit (aa) dizilimine sahip oldugu bilinmektedir [10].
G5 susunun ~52/55 kDa agirhigindaki i-antijenini
eksprese eden iki farkli gen bolgesi (IAG52A[G5]
ve IAG52B[G5]) karakterize edilmistir. Genbank’a
AF324424 erisim numarasi ile kayith olan protein
kodlayan IAG52A[GS5] gen bolgesi 1407 baz ve
468 aa dizilimine, AF405431 erisim numarasi ile
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kayitl olan protein kodlayan IAG52B[G5] gen bol-
gesi 1383 baz ve 460 aa dizilimine sahiptir. Bu gen
bolgelerinden 52B’nin 52A’ya gore 100 kat daha
fazla transkripsiyon diizeyine sahip oldugu ispat-
lanmistir [22]. Ayrica ARS-6 susunun Genbank’a
FJ012354 erisim numarasi ile kayitli olan ~37 kDa
agirligindaki protein kodlayan i-antijen gen bolgesi
1358 baz ve 452 aa dizilimine sahiptir [35].

Ichthyophthirius  multifiliis'in  rekombinant
proteinlerinin elde edilmesinde prokaryotik (bakte-
r1) ve okaryotik (Tetrahymena thermophila, memeli
hiicresi) hiicre sistemlerinde protein ekspresyon-
lar1 yapilmustir [6, 19]. Ichthyophthirius multifiliis
non-standart genetik kodlara sahiptir [7]. Siliatal
protozoonlarin (1. multifiliis, Cryptocaryon irritans
vb.) glutamin aminoasitini kodlayan UAA ve UGA
kodonlari, diger organizmalar (bakteri, maya vb.)
tarafindan terminal (stop) kodon olarak algilanir.
UAA ve UGA kodonlari cDNA i¢inde TAA ve TGA
olmak iizere ticlii niikleotid dizilimleri ile kodlanir.
DNA mutasyon teknigi ile TAA ve TGA dizilim-
lerinin, E. coli gibi prokaryotik sistemlerde gluta-
min aminoasitini kodlanmasi igin siras1 ile CAA
ve CAG niikleotid dizilimlerine modifiye edilmesi
gerekir [21, 23, 28]. Ichthyophthirius multifiliis in
diinyada en yaygin oldugu bilinen ABD orijinli G5
susu tiim genomu sekanslanan ilk balik parazitidir.
Bu genom ¢aligmasi sirasinda G5 susunda 17 adet
yeni i-antijen geni identifiye edilmistir. Bu antijenik
determinantlarin karakterize edilmesi sonucunda
yeni as1 proteinlerinin elde edilebilecegini bildiril-
mistir [12].

Ichthyophthirius multifiliis’in immunojen ol-
dugu ve spesifik bagisiklik olustugu bilinen bir
gercektir. Baliklarda immunizasyon denemelerinde
canli theront, inaktive theront, canli tomit, inaktive
trofont ve sonike trofontlardan natif (dogal) olarak
elde edilen antijenler deneysel olarak immersiyon
ve intraperitonal yolla baliklara uygulanmis ve
enfeksiyona karsi kismi derecede koruma saglan-
mistir [3, 27, 29, 32-34]. Fakat parazitin antijenik
determinantlarmin gen diizeyinde molekiiler ola-
rak belirlenmesi koruyucu immun yanit i¢in haya-
ti derecede onem arz etmektedir. Tiirkiye’de canli
theront, sonike trofont, 1s1 ile inaktive adjuvanth
theront asilanan Gokkusagi alabaliklarinda /. mul-
tifiliis’e karsi olusan humoral immun yanit ve ko-
runma diizeyleri aragtirilmistir. Aragtirma sonucun-

da dogal yolla elde edilen antijenler ile baliklarda
kismi korunma sekillendigi belirlenmistir [27]. Bu
as1 denemelerinde antijenlerin (theront, trofont vb)
elde edilmesinde canli baliklar kullanilarak pasaj-
lama ydntemlerine gidilmektedir. Bu nedenle is-
letmelerin tiretim kapasiteleri dikkate alindiginda
antijenlerin hazirlanmasi ve inaktivasyonu i¢in op-
timizasyonun saglanmasinin zor, zaman alic1 ve ¢ok
maliyet gerektirmesi nedeni ile ticari olarak lisans
almasi ¢ok zordur. Bu nedenle rekombinant subunit
asilarin, konvansiyonel antijenler ile hazirlanan asi-
lara gore daha fazla iistiinliikleri vardir. Su tirtinleri
sektoriinde hem bakteriyel hem de viral hastaliklara
kars1 rekombinant proteinlerden ticari olarak iiretil-
mis ve sahada kullanilan rekombinant subunit asilar
bulunmaktadir [4, 16]. Ichthyophthirius multifiliis’e
kars1 bu giline kadar herhangi bir ticari as1 iiretilip
ruhsat almamistir, ancak hastaliga karsi ilk ticari
asinin cok yiiksek ihtimalle rekombinant protein
asis1 olacagi kanist hakimdir [16].

Rekombinant subunit protein agilariyla balik-
larda immunizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. i1k ola-
rak G1 susunun 442 aa dizilimine sahip 48 kDa’luk
i-antijeninin sadece 316 bazlik kii¢iik fragmentinin
kodladig1 105 aa igeren GST-fiizyon protein bdlgesi
(repeat I) immunizasyon i¢in hedef se¢ilmistir [20].
Bu kiigiik gen bolgesi primerler ile ¢ogaltilmis ve
sonrasinda klonlanmistir. Klonlanan gen bdlgesi-
nin kodon optimizasyonu yapildiktan sonra E. coli
bazli protein ekspresyon sisteminde basarili sekilde
rekombinant proteinleri elde edilmistir. Elde edilen
proteinler ile Carassius auratus’lar intraperitonal
yolla immunize edilmistir. Sonrasinda immunize
baliklarin 6liimciil dozda canli parazitler ile ¢eling
enfeksiyonlar: yapilmigtir. Immunize baliklarin
kontrol grubuna gore %50’ sinde yogun enfeksiyon
goriilmesine ragmen, baliklarin %95 oraninda ha-
yatta kaldig1 goriilmiistiir. Arastiricilar elde edilen
rekombinant proteinin /. multifiliis enfeksiyonlarina
kars1 potensiyel as1 olarak kullanilabilecegi bildir-
mislerdir [20]. Bagka bir arastirmada, G5 susunun
~52/55 kDa agirhigindaki i-antijen proteini immu-
nizasyon denemelerinde kullanilmigtir. G5 susunun
1407 baz ve 468 aa igeren tiim gen bdlgesi karakte-
rize edildikten sonra rekombinant proteinleri bak-
teriyel ekspresyon sistemlerinde basari bir sekilde
elde edilmistir. Intraperitonal yolla immunize edilen
kanal yaym baliklar1 6liimciil dozda G5 therontla-
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11 ile geling edildikten sonra, baliklarin %72’sinin
hayatta kaldig1 goriilmiistiir. Arastiricilar 1. multifi-
[iis’in i-antijenlerine karsi olusan antikorlarin spe-
sifik oldugunu ve akvaryum ile gida degeri olan
baliklarin bu rekombinant antijenler ile immunize
edilerek asilanabilecegini bildirmislerdir [6]. Bu
arastirmalar ile i-antijen geninin kiigiik bir frag-
mentinin kodladig1 protein ile tiim gen fragmentinin
kodladig1 proteinlerin baliklarda olusturdugu koru-
ma diizeylerinin farkli oldugu goriilmektedir.

Oncorhynchus mykiss’lerde enfeksiyona karsi
DNA as1 (genetik immunizasyon) ¢aligmalar1 da
yapilmistir. DNA as1 calismalari ile yapilan en son
giincel aragtirmada 52A ve 52B i-antijen ile sistein
proteaz gen bolgesi plazmid vektorlerine eksprese
edilmis ve immunizasyon i¢in plazmidler balikla-
ra uygulanmigti. DNA immunizasyonu sonrasinda
baliklarda parazite kars1 zayif antikor yanitr alinmig
ve geling enfeksiyonlarina karst korunma saglan-
mamistir. DNA immunizasyonunun korunma i¢in
yeterli mukozal antikor yanitin1 uyaramadigi vurgu-
lanmustir [30].

Sonug olarak 7. multifiliis’in kulugkahane ve
kafes sistemlerinde yetistirilen Gokkusag1 alabalik-
larinda salgin ve 6liimlere neden oldugu bilinmekte-
dir. Tiirkiye’de salgin ve 6liimlere neden olan geno-
tipler/genogruplar hakkinda bugiine kadar herhangi
bir arastirma yapilmamistir. Bu yiizden Tiirkiye’de
1. multifiliis saha suslarinin belirlenmesi gerekmek-
tedir. Tiirkiye’de 1. multifiliis in genotiplerine karsi
lisanslanmig herhangi bir as1 da yoktur. Bu nedenle
Tiirkiye’de 6zellikle Gokkusagr alabaligi sektoriin-
de rekombinant subunit /. multifiliis asisma gerek
duyulmaktadir.
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