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OZET

Viral Hemorajik Septisemi (VHS), Infeksiyoz Pankreatik Nekrozis (IPN), infeksiydz Hematopoetik
Nekrozis (IHN) ve Epizootik Hematopoetik Nekrozis (EHN), Tiirkiye’de ve Diinya’da alabaliklarin en
onemli viral hastakliklar1 olarak kabul edilmektedir. Bu c¢alismada, Dogu Karadeniz Bolgesindeki
alabalik kulugkahanelerinde ve yavru alabaliklarda VHS, IPN, THN, EHN viruslarinmn varligi
arastirildi. Bu amagla, 2014-2016 yillar1 arasinda Artvin, Rize, Trabzon, Giresun, Ordu, Giimiishane
ve Bayburt illerinde bulunan 20 alabalik ¢iftliginde tretilen 3 farkli alabalik tiiriinden (Gokkusagi
alabaligi Oncorhynchus mykiss, Karadeniz alabaligi Salmo trutta labrax ve Kaynak alabaligi
Salvelinus fontinalis) toplam 2100 adet balik 6rnegi temin edildi. Toplanan baliklardan elde edilen
doku ornekleri PZR/RT-PZR yontemi ile bu viral ajanlar yoniinden test edildiler. Bu molekiiler
tarama sonucunda, RZR/RT-PZR pozitif bulunan o&rneklerden BF-2 (Bluegill fry) ve EPC
(Epithelioma papulosum cyprini ) hiicre kiiltiirii hatlarina inokulasyon yapildi. Calisma sonucunda;
orneklenen 20 alabalik isletmesinin higcbirinde VHSV, IHNV, EHNV niikleik asidi tespit edilemezken,
10 isletmede IPNV genom varlig1 belirlendi. IPNV niikleik asidi pozitif doku &rneklerinin BF-2 ve
EPC hiicre kiiltiirlerinde 2 kez pasajlanmast sonucunda, ekilen biitiin numunelerin hepsinden BF-2
hiicre hatlarinda IPN virusu izolasyonu gergeklestirildi. Fakat, EPC hiicre hatlarindan sadece 5
adedinde etken izole edilebildi. Dogu Karadeniz bdlgesinde yetistiriciligi yapilan kiiltiir
alabaliklarinda IPNV enfeksiyon varliginin ortaya konuldugu bu ¢alismada, RT-PZR test sonuglart ile
BF-2 hiicre hatt1 izolasyon sonuclari arasinda uyum oldugu belirlendi. Ayrica IPNV izolasyon
caligmalarinda, BF-2 hiicre hattinin EPC hattindan daha duyarli oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: EHNV, IHNV, IPNV, RT-PZR, VHSV.
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ABSTRACT

Viral Hemorrhagic Septicemia (VHS), Infectious Haematopoietic Necrosis (IHN), Infectious
Pancreatic Necrosis (IPN), Epizootic Haematopoietic Necrosis (EHN) are accepted as a most
important diseases of trouts both in the World and Turkey. In this study, the presence of VHS, IPN,
IHN, EHN viruses in trout hatcheries and juveniles in Eastern Black Sea Region was investigated. For
this purpose, between the years of 2014-2016, total of 2100 fish samples from 3 diffrerent fish species
(Rainbow Trout Oncorhynchus mykiss, Black Sea Trout Salmo trutta labrax, and Brook trout
Salvelinus fontinalis) in 20 trout farms in Artvin, Rize, Trabzon, Giresun, Ordu, Giimiishane and
Bayburt provinces were obtained. Tissue samples from collected fish samples were tested by
PCR/RT-PCR for this viral agents. Samples determined as positive by RT-PCR/PCR were inoculated
into BF-2 (Bluegill fry) and EPC (Epithelioma papulosum cyprini ) cell culture lines. As a result of
this survey, IPNV was detected in 10 of 20 trout farms while the other viral agents were not detected
in any of the farms. After tissue samples determined as positive by RT-PCR/PCR were passaged 2
times in BF-2 and EPC cell lines, IPN virus isolation was realized from all samples in BF-2 cell lines.
But, IPN virus was isolated from only 5 samples in EPC cell line. In this study that IPNV infection in
trout farms in Eastern Black Sea Region was revealed, it was detected to be harmonious between the
results of RT-PCR test and cell culture isolation. However, The BF-2 cell line was found to be more

susceptible than the EPC cell line.

Key Words: EHNV, IPNV, IHNV, RT-PCR, VHSV.
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1. VIRAL HEMORAJIK SEPTIiSEMI VIRUSU (VHSYV)

1.1. Giris

Viral hemorajik septisemi virusu (VHSV) baliklarda o6zellikle de
alabaliklarda, hastaliklara ve 6nemli ekonomik kayiplara neden olan viral etkenlerin
basinda gelir. Biiyiikliige ve genetik faktorlere gore degisiklik gosteren VHS nin
mortalitesi yavru ve parmak boy baliklarda %80-100 oranina yiikselebilmektedir. iki
kg ve 1lstli baliklarda hastalik yavas seyretmekle beraber mortalitenin %350’ye
ulasabildigi rapor edilmistir (271).

1991 yilinda yapilan bir ¢caligmaya gore viral hemorajik septisemi hastaliginin
(VHSH) Avrupa kiiltiir balik¢iligina verdigi zarar yillik yaklasik olarak 40 milyon
Pound olarak belirtilmistir (326). Danimarka’da 2000 yilinda meydana gelen VHS
salgininda ise yillik iiretimi yaklasitk 165 ton olan iki gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) isletmesinde mortalitenin %50’ye ulastigi ve goriillen maddi
kaybin yaklasik 211 bin Avro oldugu bildirilmistir (326).

Viral hemorajik septisemi, Diinya Hayvan Saghg Orgiitii (OIE) tarafindan
thbar1 mecburi, izlenmesi gereken en tehlikeli viral balik hastaliklar1 arasinda
listelenmektedir (269). Tiirkiye’de ise Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin, 1
Nisan 2004 tarihli ve 2004/14 sayili tebliginde ihbart mecburi hayvan hastaliklar

arasinda yer almaya baglamistir (19).

1.2. Etiyoloji

Viral Hemorajik Septisemi Virusu (VHSV) Rhabdoviridae ailesinin
Novirhabdovirus genusunda bulunur. Virion mermi seklinde 180 nm uzunlugunda ve
70 nm ¢apinda olup; negatif, tek iplikli, yaklagik olarak 11000 niikleotid igeren RNA
genomuna ve membran glikoproteini igeren bir zara sahiptir. VHSV genomu 3°-N-P-
M-G-Nv-L-5" diizenin de kodlanmis alt1 proteinden olusur ve bunlar; niikleoprotein
(N), fosfoprotein (P), matrixprotein (M), glikoprotein (G), non-virion protein (Nv) ve
RNA polimeraz (L)’dir (364). Enfekte hayvanlarda nétralizan antikorlarin

olusumuna neden olan protein virusun G proteinidir (63, 319).
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Sekil 1.1. Rhabdoviridae ailesine ait viruslarin N geni kismi DNA dizi analizine gére
neighbor-joining metoduyla yapilmis filogenetik agaci. Koyu karakterle yazilmig

olanlar baliklarda hastalik yapan viruslardir (191).



VHS virusunu tiplendirmede en ayirict metod niikleik asit sekansidir. Yapilan
sekans analizlerinin karsilastirilmast sonucunda genetik farliliklarin virusun izole
edildigi cografi bolge ile baglantili oldugu belirtilmistir (326). Niikleoprotein (N),
glikoprotein (G) ve non-virion (Nv) proteinin tam veya bolgesel sekans analizi
sonucunda VHS virusunun dort genotipi oldugu bildirilmistir (335). Bunlar;

Genotip I: Avrupa tatli su izolatlari, Karadeniz izolatlar1, Baltik denizi bdlgesinin
deniz izolatlarini igerir ve bes alt gruba ayrilir.

I-a) Avrupa tath su baliklar1 izolatlar1

I-b) Baltik denizi, Skagerrak, Kattegat, ingiliz kanali ve Kuzey denizi izolatlarmin
bazilar

I-c) Danimarka tatli su izolatlarinin bazilari

I-d) Norveg ve Finlandiya izolatlar1

I-e) Karadeniz izolatlari

Genotipi II: Baltik denizinde Gotland havzasi izolatlari

Genotip III: Kuzey denizi izolatlarmin bazilari(ingiltere ve irlanda kiy1 sularindan ve
Fransa’da yilan baliklarindan elde edilen izolatlar)

Genotip IV: Kuzey Amerika ve Asya (Kore ve Japonya) izolatlarini igermektedir.
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Sekil 1.2. Viral hemorajik septisemi virusunun kismi G geni sekansina (nt 361'den

720'ye) gore sekillendirilmis filogenetik agaci (256).

1.3. Epidemiyoloji

VHSV’nun konake¢1 disinda hayatta kalisi iginde bulundugu sivi ortamin
fizyokimyasal sartlarma ve sicakliga baghdir (4). Etken 4°C’de, 20°C’ye kiyasla
daha uzun siire hayatta kalir. Virus 4°C’de tatli suda 28-35 giine kadar hayatta
kalabilir ve filtre edilmis tathi su da 4°C’de 1 yil boyunca infektivitesini korudugu
goriilmiistiir (133, 283). Virus, ortama kan ve ovaryum sivisi gibi organik materyal
eklendik¢e daha uzun siire hayatta kalir. Etken tath su da 15°C’de 13 gilinde inaktive
olurken, deniz suyunda bu siire 4 giindiir (133). VHS ile enfekte baliklar1 dondurup
¢Ozdiirmek virusu tamamen ortadan kaldirmamakta fakat %90 oraninda inaktive

ettigi bildirilmistir (26).



Hastalik daha ¢ok 4-14°C su sicakliklarinda goriiliir. Inkubasyon siiresi 7-15
giindiir. Replikasyon i¢in optimum su sicakligr 14—15°C ve optimum pH 7,4—7,8 dir
(40, 79, 233). Hastalik y1lin her mevsiminde gézlenmekle beraber salginlar genellikle
su sicakliklarinda dalgalanmalarin oldugu ilkbahar dénemlerinde daha ¢ok goriliir
(2).

VHS virusuna karsi1 ergin baliklar geng baliklara gore daha direnglidir. En
duyarlh tiir gokkusagi alabalilaridir. Cevre kosullarina bagli olarak balik 6liimleri
%20’den %80’lere kadar cikabilir, hatta alabalik larvalarinda %100 OGliimler de
goriilebilir (63).

Hastalig1 gecirip hayatta kalan baliklar VHSV rezervuarlarint olusturmaktadir
(269). Hayatta kalan baliklar 6miir boyu tasiyici hale gelerek lireme sivisi ve idrar
yoluyla virusu ¢evreye sacgarlar. Virus ikinci solunga¢ lamelleri ve viicuttaki yaralar
vasitasiyla baliga bulasir. Yumurtlamadan 3—4 saat sonra yumurtalardan virus izole
edilmesine ragmen bu virusun yumurta ile vertikal bulasmast heniiz
kanitlanamamustir (80, 167).

Klinik belirtileri VHS’ye benzer ilk kayit 1938 yilinda Schaperclaus
tarafindan gokkusagi alabaliklarinda siskin bobrek sendromu olarak bildirilmistir
(315). Pliszka 1946 da Giiney Polonya’ da benzer problemi tanimlamistir (326).
1950’lerin basinda hastalik Danimarka ve Fransa’da gozlenmistir (294, 316). Jensen
1963 yilinda alabalik hiicrelerinden ilk izolasyonu yapmistir ve izolatin drnekledigi
koye ithafen virusu Egtved virus olarak adlandirmistir (162, 163). VHS nin Atlantic
cod baligindan (Gadhus morhua) ilk izolasyonu 1979’da giiney Zelanda’da, mezgit
baligindan (Melanogrammus aeglefinus) ve morina baligindan ilk izolasyonu 1993
ve 1995°de dogu Iskogya sularinda yapilmustir (164, 166, 170, 327, 328).

VHS 1988’de Amerka Birlesik Devletleri’nde chinook, O. tshawytscha, and
coho salmon, O. kisutch, baliklarmin ovaryum sivilarindan izole edilinceye kadar
sadece Avrupa kiyilarinda bildirilmistir (53, 145).

Son 15 yilda VHS, Amerika Birlesik Devletleri, Kanada, Japonya, Kore ve
Avrupayr iceren kuzey yarim kiire boyunca 48’den fazla balik tiiriinden izole

edilmistir (326).



1.4. Klinik Belirtiler

Akut VHS olgularinda klinik belirtiler spesifik olmamakla beraber, deride,
yiizge¢ diplerinde, kaslarda ve i¢ organlarda petesiyel kanamalar ve eksoftalmus
olarak goriiliir. Nekropside asites goriliir. Akut formda mortalite ¢ok yiiksektir;
yavru baliklarda %100’e eriskinlerde ise %30-90’a ulasabilir. Kronik formda
enfekte baliklar herhangi bir klinik belirti veya patoloji gostermezler (35, 326). Bazi
konakgilarda kronik infeksiyon dengesiz ve kararsiz ylizme gibi sinirsel semptomlar

ve solgun solungagclar ile karakterizedir (179, 379).

1.5. Patoloji ve Bagisikhik

Akut enfekte baliklar havuzlarin veya tanklarin ¢ikisinda kenarinda ya da
diplerinde toplanarak davranis degisikligi gosterirler. Baliklar genellikle anoreksik ve
sonrasinda letarjiktir (269). Mortalite klinik belirtiler goriildiikten birkag gilin sonra
baslar. Oliim oran1 balign tiiriine, yasina, cevresel kosullara ve virusun titresine gore
degisir. Yavru baliklarda mortalite oran1 duyarh tiirlerde ve virulent suslarda %100’e
kadar ulasabilir (63).

VHSH’nda klinik semptomlar akut, kronik ve sinirsel olarak 3 gruba ayrilir
(379). Hastaligin akut fazinda goriilen tipik patolojik lezyonlar multifokal external
ve internal hemorajilerdir. Bu hemorajik lezyonlar iilsere dontiserek daha cok goz
cevresi ve yiizge¢ diplerinde yayginlasirlar. Internal hemorajiler i¢ organlarin serdz
yiizeylerinde yaygin petesi odaklar1 olarak goriiliir (48). Kronik safthadaki hastaligin
bilinen belirtisi akut fazdada olusabilen eksoftalmus ve karin boslugunda olusan
asitestir (99, 180, 324). Deride koyulasma kronik sathada balik tiirline bagli olarak
gortliir. Hastaligin sinirsel formunda hayatta kalan baliklarda anormal ylizme ve
durus bozukluklariyla birlikte letarji gozlemlenir.

Hemoraji, eksoftalmus ve asites dogal ve deneysel enfeksiyonlarda baliklarda
goriilen yaygin lezyonlardir (99, 180, 326). Bununla birlikte kaya baliklarinda
(Neogobius melanostomus) renkte solgunluk yaygin bulgulardandir (128).

Gokkusagr alabaliklarinda VHSV  genotip Ia ile yapilan histolojik
calismalarda bobrek ve dalak gibi lenfopoetik ve hematopoetik dokularda multifokal
nekrozlar ve degisen derecelerde vaskulitis histolojik lezyon olarak gorilmistiir
(109, 256, 379). Baska bir izolat olan VHSV 1b ile yapilan histolojik ¢alismada ise

histolojik lezyonlar karaciger, kalp ve beyinde, hematopoetik dokulardan daha ¢ok
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goriilmiistiir (51, 109, 152). Ontario G6li’nde yapilan arastirmalarda Aplodinotus
grunniens tiirii baliklarin kalbinde VHSV’ndan kaynakli mikroskobik kalp nekrozlar
goriilmiis ve bu lezyonlarin 6liime yol a¢tig1 vurgulanmistir. (225).

Karakteristik bobrek histolojik bulgulari, hemorajilere eslik eden multifokal
dejenerasyon ve renal tubullerdeki nekrozlardir (51, 109, 183, 241, 334). Baska bir
calismada interstitiumlarda nekroz ve fibrin birikimi bildirilmistir (179). Dalakta
fokal ve multifokal dejenerasyon ve nekroz gozlenmistir (179, 183, 341). Dogal
enfekte giines baliginda (Pomoxis nigromaculatus), karacigerde hepatoseliiler nekroz
ve sinuslarda eritrosit birikimine rastlanmistir (121, 341).

Hastaligin merkezi sinir sistemindeki bulgular1 beyin ve beyin zarlarinda
multifokal hemorajiler ve noropillerdeki nekrotik odaklardir (74, 225, 324).

Hastaliga kars1 duyarlilik baligin tiiriine, yasina ve immun durumuna bagl
olarak degismektedir (138, 139, 220). Yapilan ¢alismalarda gokkusagi alabaliklarinin
VHSV genotip la grubuna ¢ok duyarli, genotip 1b, IVa ve IVb gruplarina daha az
duyarli olduklar1 saptanmustir (113, 147, 179, 376). Virusa kars1 duyarlilikta ortaya
cikan varyasyonun viral genotipin virulensinin farkliligiyla birlikte konakg¢idan
kaynaklandig diistiniilmektedir (95).

Beslenme kosullari, stok yogunlugu, kotii ¢evre kosullari, su kalitesi ve diger
patojenler VHS salginlarinin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan stres faktorleridir (31,
102, 139, 174).

Baliklarda deri ve solungaglarin viruslara karst korunmada o6nemli rol
oynadigi cesitli galigmalarda ifade edilmistir (20, 44, 101). interferonun (IFN)
baliklardada viruslara kars1 dogustan gelen immun faktorlerden oldugu bildirilmistir
(44, 101). Fiziksel bariyerden sonra tipl IFN cevabi virusun replike olmasini
kisitlayicit en 6nemli ajanlardan biridir (44, 101). VHSV ile enfekte veya genotip 1
den yapilan DNA asilar1 enjekte edilmis baliklarda IFN-1 benzeri genlerin
ekspresyonunun arttign  gozlenmistir (346). IFN varhigimin Mx1, Mx2, Mx3,
proteinlerinin iretimini indiikledigi ve bu proteinlerin lokal bagisiklikta rol oynadig:
bildirilmistir (75). Mx proteinlerinin iiretimini bir¢ok deneysel ¢aligmada kullanilan
polyinosinic-polycytidylic asidin de (poly I:C, sentetik ¢ift iplikli RNA) tesvik ettigi
gosterilmistir (343, 344, 346). Bu proteinlerin ayn1 zamanda deri ve solunga¢ gibi

mukozal dokulardada varligi saptanmustir (245).
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Makrofajlar virus replikasyonunun sinirlandirilmasinda énemli rol oynarlar
(340). Enfekte makrofaj tarafindan iiretilen IFN-1 diger hiicreleri enfekte olmaktan
korurken, makrofajlar tarafindan tretilen nitrik oksit (NO) gibi maddeler internal
viral replikasyonu azaltir (340, 344, 346). Yapilan bir ¢calismada VHSV ile enfekte
kalkan balig1 bobrek hiicresi hattinda NO iiretimi goriilmiis ve bunun viral
replikasyonun azalmasi ile korelasyon gosterdigi saptanmustir (345).

Deneysel calismalar baliklarin  yasinin  enfeksiyona karst duyarliligi
etkiledigini gostermistir. Ornegin, Pasifik ringa baligimm yavrularmi dldiiren VHSV
IVb genotipinin ayni baligin ergin bireylerinde ¢ok az enfeksiyona yol a¢mistir
(139). Arastirmacilar yasla birlikte virusa karst goriilen bagisikligin arttigin
belirtmislerdir. Gokkusagi alabaliklarinda genotip la ile yapilan deneysel bir
enfeksiyonda 3 gr kadar olanlarda 6liim oraninin %100 e ulastifi, 3 gramdan
biiyiiklerde ise mortalitenin %10-15 arasinda seyrettigi bildirilmistir (332).

Teleost baliklarda dogal enfeksiyon veya immunizayon ile bagisiklik elde
edilebilmistir (220, 222). Kahverengi alabaliklarda diisiik virulensli VHSV susunun
enfeksiyona karsi yeterli bir bagisiklik sagladigi belirtilmistir (106).

VHSV’nun G proteininin enfekte baliklarda viral titreyi azaltan noétralizan
antikorlarin olusumuna sebep oldugu tespit edilmistir (220, 222). Yapilan deneysel
calismalarda VHSV’na maruz birakildiktan 8 giin sonra nétrlizan antikorlara
rastlanmugtir (273). Noétralizan antikorlarin geligsmesi sicakliga ve viral proliferasyon
stiresine bagli olarak degismektedir. Daha yiiksek antikor titresi 5-10°C de
gorilmektedir (362).

1.6. Teshis

Ani Oliimler, letarji, deri renginin koyulasmasi, eksoftalmus, anemi, ylizgec
diplerinde, solungaclarda, deride ve gozlerde hemoraji, anormal yiizme, karin
boslugunda asites ve 6dem hastaligi akla getirse de diger hastaliklarda da benzer
bulgular goriildiigiinden klinik belirtiler teshiste tek basina yeterli degildir (269).

Patolojik goriinlim, deri, kaslar ve i¢ organlarda petesiyel hemorajileri igerir.
Dorsal kaslardaki petesiyel kanamalar VHS olgularinda yaygin belirtilerdir. Bobrek
koyu kirmiz1 ve dalak sismis vaziyettedir. Karaciger ve gastrointestinal kanal solgun

ve bagirsaklar besin maddesi ile doludur (269).



Hastaligin akut fazinda kirmizi kan hiicreleri azalmistir ve kan parlak kirmizi
seffaf goriinimdedir.

Mikro patolojide immuno-histokimyasal incelemelerde vaskuler sistemde
VHSV pozitif endotelyal hiicreler goriilmistiir (109). Bobrek, karaciger ve dalakta
nekroz odaklari, sitoplazmik vakuol, karyolizis, piknozis, lenfosistik invazyon gibi
dejenarasyonlar bildirilmistir.

Etken elektron mikroskobunda 60-70 nm ¢apinda ve 180-240 nm
uzunlugunda tipik mermi seklinde goriiliir (269).

VHSV icin standart siirveyans metodu direkt metodlara dayanir. Balik
dokusunun hiicre hatlarinda inokulasyonunu takiben uygulanan IFAT, ELISA, RT-
PZR teknikleri direkt yontemlerdir. VHSV antijeni i¢in uygulanan direkt
immunolojik yontemler diisiik sensiviteye sahiptir. Antijen-antikor iliskisine bagli bu
metodlar sadece klinik, epidemiyolojik ve histokimyasal belirtiler gosteren baliklarda
kullanilabilir. Yapilan yaymlar RT-PZR’nun dokulardan VHSV’nu teshis etmede
yiiksek hassasiyete sahip oldugunu gostermistir (120, 166).

VHSYV izolasyonu igin yaygin olarak, BF-2 (bluegill fry), RTG-2 (rainbow
trout gonad), EPC (Epithelioma Populosum Cyprini), FHM (Fathead Minnow),
CHSE-214 (Chinook Salmon Embrio) hiicre kiiltiirleri kullanilmistir (379).

Enfekte baliklarda antikorlar, ELISA, IFAT, plak nétrolizasyon ve Western
blot analizi ile teshis edilebilir (118, 272).

Etkenin teshisinde RT-PZR yaygin sekilde kullanilmakta ve OIE tarafindan
tavsiye edilmektedir (269). Kantitative RT-PZR, VHSV’nun tiim genotipleri igin
gelistirilmis olup yliksek sensivitesi, hizlilig1 ve verimliliginden dolay: aragtirmalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir (120, 144, 231). PZR tekniklerinde 6lii ve canli virus
ayrimi yapilamadi1 icin, virus izolasyonu ile PZR birlikte kullanilir (269). Inokiile
edilmis hiicre kiiltiirlerinde viral antijenin tespiti Indirek Florasan Antikor teknigi

(IFAT), Immun Peroksidaz (IP) boyama ydntemleriyle yapilabilir.

1.7. Koruma ve Kontrol
Yiizey sularindan kagmmak gibi siki biyogiivenlik onlemlerinin alinmasi
hastaliga kars1 korunmada 6nemlidir. Isletmeye giren suyun ultraviyole sistemi ile

inaktive edilmesi etkili olabilir fakat pahali ve uygulama alan1 kisith bir yontemdir
(146, 279).



Hastaliga direngli tiirlerin yetistiricilik i¢cin se¢ilmesi tartigmali olmasina
ragmen uygulanabilir bir metottur. 1980’lerin ortalarinda VHSV’na direngli
gokkusagi alabalig1 yetistirmek icin bir program baslatilmistir (66). Bu program
deneysel yontemle hastaliga direngli hale getirilen ergin disi ve erkek bireylerin
secilmesine dayanmaktadir. Hastalifa direngli bireylerden elde edilen yavrularin
birinci generasyonu ile iiglincli generasyonu karsilastirildiginda VHSV’na karsi
direng 6nemli 6l¢tide artmistir (95).

Danimarka’da VHSV’nun yayilmasii konrol altina almak i¢in sanitasyon
programlar1 1960’11 yillarda uygulanmaya baslanmigtir. Uygulanan program baslica
ic agsamadan olusmustur; kuru bekletme, dezenfeksiyon ve yeniden stoklama (127,
326). Su sicaklig: yiikseldiginde oncelikle havuzlardaki baliklar imha edilmis bunu
kuruda bekletme ve dezenfeksiyon takip etmistir. Kafes sistemleri bulundugu nehir
veya goliin disina ¢ikarilarak dezenfekte edilmistir. Kurutulan havuzlar sénmemis
kireg ile, ciftlikteki tiim alet ve ekipman formalin veya iyodin kullanilarak
temizlenmistir. Imha edilen baliklarin yerine konulan yeni baliklar virus-free
sertifikali  populasyonlardan segilmistir. Uygulanan bu yOntem sayesinde
Danimarka’da VHSV ile enfekte isletme sayis1 27 yilda 500°den 26’ya diismiistiir
(127, 326).

Giiniimiize kadar, canli, 6lii, rekombinant as1 ve DNA asis1 olmak tlizere dort
tip as1 VHSV icin gelistirilip denenmistir (56, 78, 206). Genis capli aragtirmalar
yapilmasina ve deneysel as1 ¢aligmalarinin etkinliginin gosterilmesine ragman VHSV
icin heniiz ulasilabilir ticari as1 yoktur (222). Gokkusagi alabaliklarinda degisen
Olctilerde koruyucu etkisi olan canli-ateniie bir as1 gelistirilmistir, fakat canli asilara
onay verilmemektedir (79, 77, 168, 332). VHSV’nun rekombinant G proteini ile
yapilan asilar sadece intraperitoneal (i.p.) injeksiyon yoluyla kullanildiginda koruma
saglamistir (206, 224). Oral asilar ile goreceli bir bagisiklik ve degisen Olgiilerde
antikor elde edilmistir (2).

VHSV’na kars1 gelistirilen DNA asilar1 yapilan deneysel ¢alismalarda yiiksek
bagisiklik saglamistir (73). DNA asilart igin VHSV’nun G ve N genleri
kullanilmakta ve iki gen de koruyucu bagisikligi tesvik etmektedir (73, 206, 221).
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Tablo 1.1. Cesitli dezenfektanlarin VHSV {izerine virusidal etkileri (188).

Dezenfektan En diisiik etkili doz En diisiik etkili siire
Ethanol %40 2 dakika

1-propanol %20 2 dakika

Fenol %2,5 5 dakika

Sodyum hipoklorit 100 ppm 5 dakika

Sonmemis kireg 50 ppm 60 dakika

Iyodin 50 ppm 1 dakika
Benzalkonyum kloriir 1/1000 diliisyon 5 dakika
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2. INFEKSiYOZ PANKREATIK NEKROZIS VIRUSU (iPNV)

2.1. Giris

Infeksiydz pankretik nekrozis (IPN) baliklarm 6zellikle de yavru ve geng
salmonidlerin akut, bulasic1 ve sistemik viral hastaliklarindan biridir. Hastalik yaygin
ve mortalite yasa gore degismektedir. Yavru ve parmak boy baliklarda 6lim orani
ergin baliklara gore daha ytiksektir.

Hastaligin verdigi ekonomik zarar, 2001 de Ingiltere’de yapilan bir saha
caligmasina gore yillik 2 milyon pounddur. Norveg’te 1991-2002 yillar1 arasinda
yiiriitiilen arastirmalara gdre somon baliklarinda direkt IPN’den post-smolt dliimlerin
total saytya orani %4,5-12 olarak bulunmus ve bunun senelere gére 5-10 milyon avro
kayba neden oldugu belirtilmistir (157, 158, 211).

IPN Diinya Hayvan Saghg Orgiiti (OIE) tarafindan ihbari mecburi,
izlenmesi gereken en tehlikeli viral balik hastaliklari arasinda listelenmekteyken
hastaligin yayginlagsmasi sonucu bu statiiden ¢ikarilmistir (262, 263). Tiirkiye’de ise
Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin, 12 Temmuz 2007 tarihli ve 2007/32 sayili

tebliginde ihbar1 mecburi hayvan hastaliklar1 arasindan ¢ikarilmistir (19).

2.2. Etiyoloji

Infeksiydoz pankreatik nekrozis virusu, infeksiyoz pankreatik nekrozis
hastaliginin etiyolojik ajani olup, Birnaviridae ailesinin Aquabirnavirus genusunda
yer alan ¢ift segmentli bir RNA virusudur (209, 149). Birnaviridae ailesi
Aquabirnavirus, Avibirnavirus, Blosnavirus ve Entomobirnavirus olmak iizere 4
genusdan olugsmaktadir (84). Aquabirnavirus genusu akuatik tiirleri infekte eder ve
IPNV, Yellowtail ascites virus ve Tellina virus olmak iizere 3 tiirden olusmaktadir.

IPNV segment A ve segment B olmak iizere iki segmentli ¢ift iplikli bir
RNA’ya sahiptir (209). Segment A yaklasik olarak 3100 niikleotid igerir ve iki agik
okuma cer¢evesinden olusur (ORF). Birinci ORF bolgesi 106 kDa poliprotein kodlar
ve NH2-pVP2-VP4- VP3-COOH dizilimine sahiptir. Ikinci ORF bélgesi ise VP5
proteinini kodlamaktadir (285). Segment B 2900 niikleotid den olusur ve VP1
proteinini kodlamaktadir. VP1 proteininin molekiiler kiitlesi 94 kDa olup viral
replikasyondan sorumludur (59, 209, 125). VP2 major kapsid proteini olup birgok

antijenik bilesenler igerir ve ayni zamanda yapisal fonksiyonlara sahiptir (71). VP3
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minor kapsid proteinidir ve bazi antijenik epitoplart igerir (30, 209). VP4 viral
proteaz ve VP5 anti-apopitozis proteindir (111, 207, 227, 313, 314). Virion zarsiz
ikozahedral yapida 60 nm ¢apindadir (84).

IPNV yiizey epitoplarina karsi gelisen ndtralizan antikorlara gére A ve B
olmak iizere iki serogruba ve yapilan genetik analize gore 6 genogruba ayrilmaktadir
(9, 42, 142, 274, 296, 358). Serogrup A dokuz serotip icerirken (A1-A9), serogrup B
sadece bir adet virulent serotip igermektedir (142). Genel olarak, serotip Al Kuzey
Amerika, A2-A5 Avrupa, A6-A9 Kanada suslarindan olusmaktadir. Asya ve Giiney
Amerika suslar1 A1-A3 serotiplerine girmektedir (108, 276). Norvec ve Iskogya’da
Atlantik somonundan elde edilen suslar ise A2 serotipi igerisinde yer almaktadir

(184, 240, 329).

Tablo 2.1. IPNV suslariin serum nétralizasyon testine gore serotiplendirilmesi ve

genetik analize gore genogruplara ayrilmasi (42, 142).

Serotip Orijin Tarihsel Genogrup

isimlerndirme

A Kuzey Amerika WB 1
A Danimarka Sp 5
Az Danimarka Ab 2
Ay Ingiltere He 6
As Almanya Te 3
As Kanada Can.1 3
A; Kanada Can. 2 4
Ag Kanada Can. 3 4
Ag Kanada Ja 1
B Ingiltere TV-1
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2.3. Epidemiyoloji

Hastaliga benzer bulgular, ilk defa 1940 yilinda kaynak alabaliklarinda
(Salvenilus fontinalis) akut kataral enteritis olarak rapor edilmistir ve ¢ogu zaman
sadece kuluchanelerde yetistirilen yavru baliklar1 etkiledigi diisliniilmiistiir (238).
Dogu Amerika kiyilarinda parmak boy kaynak alabalig1 ve gokkusagi alabaliklarinda
(Oncorhynchus mykiss) meydana gelen salginlar hastaligin ilk yemlemeyi
miiteakiben bagladigini gdstermistir. Etkenin ilk izolasyonu 1957 yilinda yapilmistir
(333, 382). IPNV ile enfekte yavru bireylerde mortalitenin %90’larin {izerine ¢iktig
rapor edilmistir (363).

Dogu ve bati kuzey Atlantik kiyilarinda yapilan ¢aligmalar, enfeksiyonun
yabani 6zellikle de yass1 balik tiirlerinde yaygin oldugunu gostermistir (301, 325).
Danimarka’da yapilan arastirmalar sonucunda ise Kuzey Denizi, Skargerrak ve
Kattegat denizlerinden 45 izolat elde edilmis ve bunlarin serogrub B’ de yer aldiklar
belirtilmistir (325).

Yapilan galismalar Japonya ve Kore kiyilarint IPNV igin ikinci sicak bdlge
olarak gostermis, bu bolgede deniz baliklarindan bir¢ok izolat elde edilmistir (190).
2004 yilinda yapilan bir ¢alismada Japonya’nin Kawaga vilayetinde kiiltiirii yapilan
saritkuyruk baligi (Seriola quinqueradiata), akya baligi (S. dumerili), pisi baligi
(Paralichthys olivaceus), benekli pisi baligi (Verasper variegatus) gibi deniz
tiirlerinde etkenin varlig1 rapor edilmistir (151). IPNV Kore’de kiiltiirii yapilan pisi
baliklari, kaya baligi (Sebastes schlegeli) ve Japon pisi baligindan izole edilmistir
(171, 320, 336).

IPNV ayrica Yeni Zelanda’da kral somon baliklarinda (O. tshawytscha),
Tazmanya’da denizde kiiltiirii yapilan salmonidlerde izole edilmistir (351). Etkenin
Tiirkiye’de, Yunanistan’da ve Meksika’da varlig1 2002 yilinda bildirilmistir (60, 276,
360). IPN Rusya’nin Murmansk bélgesinde Atlantik somon baliklarinda 2003 yilinda
belirlenmistir  (289). Yapilan survey ¢aligmalarina gore Isve¢ salmonid
yetistiriciliginde bu hastalik goriilmemistir (23).

Etken, asit, eter, kloroform, gliserole ve goreceli olarak da sicakliga
dayaniklidir. IPNV’nun + 4°C’de 4 ay boyunca canli kaldign ve uzun siireli
muhafaza i¢cin en az -20°C’de saklanmasi gerektigi, etkenin %0-40 araliginda

tuzluluk oranina dayanikli oldugu ve yagsiz siit, laktoz, laktoalbumin hidrolizati
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varliginda kolayca liyofilize oldugu belirtilmistir (246). Etkenin enfektivitesinin filtre
edilmis dekontemine sularda + 4°C’de 5-6 aya kadar devam ettigi bildirilmistir (36).
Cesme sularinda 10°C’de etkenin varliginin 7. aya kadar devam ettigi fakat hi¢ islem
gormemis sularda virusun 14. giinden sonra tespit edilemedigi rapor edilmistir (5).
Tathh su ve deniz suyunda 17 giinde etkenin gozle goriiliir bicimde azaldig
goriilmiistiir. Enfektivitenin steril nehir agz1 suyunda dogal kirli sulara gore 4 kat
daha fazla uzun siirdiigli belirtilmistir (33, 352, 353). Virus kurutulmaya (4 hafta),
radyasyona (10° rad doz) ve UV isinlarina (5 dakika 254 nm) oldukca direnclidir (5,
279). IPNV Kklorin, iyodin, ozon, formalin gibi dezenfektanlara duyarlidir. Bir¢ok
balik virusu 1siya duyarli iken IPNV 1s1ya dayaniklidir. 60°C’de termal inaktivasyon
stiresinin pH 3 degerinde 30 dakika siirdiigli, pH 9’da ise enfeksiyonun saatlerce
devam ettigi ifade edilmistir (85).

IPNV rutin olarak BF-2 (bluegill fry), CHSE-214 (chinook salmon embryo),
EPC (epithelioma papulosum cyprini), RTG-2 (rainbow trout gonad), and SAF-1
(sea bream fins) hiicrelerinde ¢ogaltilmaktadir. (3, 38, 378). Optimum tireme 1s1s1 20-
24°C’dir (88). IPNV izolasyon ¢alismalarinda en iyi sonuclar BF-2 ve CHSE-214
hiicre hatlarindan elde edilmistir (219).

Kaynak alabaligi ve gokkusagi alabaligi hastaliga en duyarl tiirler olup,
Atlantik somonu salmonidler arasinda en direngli tiirler arasinda yer almaktadir (287,
306). Konak¢inin yast hastaligin virulensine etki eden en onemli faktorlerdendir.
Mortalite orani geng baliklarda daha yiiksektir (381).

Kaynak alabaliginda yapilan bir deneysel ¢alismada total mortalite 1 aylik
baliklarda %85, iki ayliklarda %73, dort ayliklarda %45 goriiliirken, 6 aydan
biiyliklerde dikkate deger bir 6lim olusturmamustir (117). Gokkusag: alabaliklarinda
yapilan benzer bir ¢aligmada 6liim orani, iki haftalik enfekte baliklarda %70 oraninda
goriiliirken, 20 haftalik baliklarda 6liim orani diisiik degerlerde seyretmistir (96). Altt
aydan biiyiik yastaki baliklar enfeksiyona karsi direngli olup, asemptomatik olarak
etkenin tastyicisidirlar. Tasiyict baliklar etkeni feces ve reproduktif sivilari ile diger
bireylere bulastirirlar (122, 380). Vertikal bulasma sekli de bir¢ok arastirmaci
tarafindan bildirilmistir (234, 249).

Su sicakligi etken i¢in 6nemli bir faktordiir. Kaynak alabliklarinda yapilan

deneysel bir calismada IPNV ile enfekte yavru baliklarda &liim oran1 10°C’de %74,
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15,5°C’de %46 olarak goriiliirken 4,5°C’de hi¢ O6lim godzlenmemistir (117).
Gokkusagr alabaligi yavrulartyla yapilan baska bir calismada mortalite 6°C’de,
10°C’ye oranla ¢ok daha az goriilmiis ve 16°C’de baskilanmistir (96).

2.4. Klinik Belirtiler

IPN hastaliginin spesifik bir klinik belirtisi yoktur. Davranissal degisiklikler,
hasta bireylerdeki i¢ ve dis makroskobik ve mikroskobik bulgular hastaligin
teshisinde fikir edinmeyi saglar. Salmonid yavrularinda dénerek yiizme, anoreksi ve
havuzun veya kafesin kenarinda yiizme gibi anormal belirtiler rapor edilmistir (382).
Enfekte bireylerde deride kararma, eksoftalmus, karinda siskinlik, solungaglarda
solgun goriiniim, ventral ylizge¢ diplerinde petesiyel hemorajiler infeksiyonun
patognomik olmayan klinik belirtileridir ve enfekte baliklarin birgogunun anal
boslugundan ince beyazimsi-sarimsi bir akint1 geldigi goézlemlenmektedir. Sindirim
kanali, genellikle bostur ve siite benzer mukoz bir icerikle kaplidir ve visseral asites
ile hemoraji mevcuttur. Bazi bireylerde karaciger, kalp, bobrek ve dalak anormal
sekilde solgun bulunmaktadir (378).

Inkubasyon periyodu kaynak alabalig1 ve gokkusag: alabaligi yavrularinda 4-
7 giin, Atlantik somonu yavrularinda 10-14 giin olarak belirtilmistir (270, 348, 367).

Enfeksiyonun Atlantik somonunun post-smoltlarinda, istah kaybi, artan
Oliimler, atipik ylizme, bos sindirim kanali, bagirsaklarda kataral viskoz bir eksudat
ve solgun sar1 bir karaciger ile karakterize oldugu saptanmistir (299). Pilorik yag
dokuda petesiyel hemorajiler gortilebilir. Hastalig1 atlatan baliklar genellikle kasektik
ve depresiftir (330). Enfeksiyonun Atlantik somonlarinin post-smoltlarindaki

inkubasyon siiresi 10°C’de, 10-14 giin olarak bildirilmistir (49, 293).

2.5. Patoloji ve Bagisikhik

Sindirim kanali ve barsak liimenlerinin bos ve beyazimsi yapiskan bir sivi ile
dolu oldugu, bazi enfekte baliklarda pilorik sekanin yag dokusunda petesiyel
odaklarin bulundugu, karin boslugunda asites goriildiigii, dalak, kalp, karaciger ve
bobreklerin anormal olarak biiyiimiis olup solgun goriindiigii ve tiim i¢ organlarda
petesiyel hemorajilerin saptandigi, hastaligin makro patolojik bulgular1 olarak rapor

edilmistir (117).
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IPN hastaligi salmonidlerde, bircok histopatolojik degisikliklere neden
olmaktadir. Enfekte baliklarin pankreas asiner hiicrelerinde siddetli ve biiylik nekroz
odaklar1 1ile birlikte hiicre c¢ekirdeklerinde piknosis, karyoreksis ve bazofilik
sitoplazmik inkluzyon cisimcikleri gozlenmistir (331, 348). Renal bosaltim ve
hematopoetik dokular, glomeruluslardaki konjesyon ile hemorajiden ve tubul
epitellerindeki 6dem ve tahribattan etkilenmistir (310, 311). Pilorus, pilorik sekada
nekroz odaklar1 ve bagirsaklarin 6n kisminin mukozasinda akut enteritis ve bagirsak
epitelinde dokiilmeler gézlenmistir (239, 331).

IPN ile enfekte gokkusagi alabalifi ve Atlantik somonlarinin karaciger
dokularinda konjesyon, nekroz odaklari ile birlikte parankima hiicrelerinde fokal
dejenarasyonlar gozlemlenmistir (310, 342, 348). Hepatositlerde virionlarin varlig
saptanmustir (185). IPN virusunun varligi panktreatik ve bébrek dokularinin en kiigiik
yapitaglarinda bile goriilmiistiir (213, 383). Enfekte hiicrelerin sitoplazmasinda zar ile
cevrili kristalize formda viral kiimelesmeler rapor edilmistir. Enfekte baliklarin
dokularinda viral titre genellikle yiiksek olup 10"-10"/gr doku kiiltiirii enfektif doz
civarinda oldugu belirtilmistir (61).

Persiste enfekte Atlantik somonlarmin 6n bdbrek Iokositleri (OBL) ile
yapilan in vitro bir ¢calismada, ad1 gegen Idkositlerin kontrol grubuna gére IPNV’na
kars1 zayif bir proliferatif immun cevap verdikleri gorilmistiir (181). Gokkusagi
alabaliklarinda nylon wool-adherent yontemi ile yapilan benzer bir g¢alismada
immunglobulinlerin pozitif oldugu bolgede mitojenik cevabin daha kuvvetli oldugu
belirtilmistir (349). Plastik-adherent metodu kullanilan ve enfekte somonlarda
yapilan baska bir ¢alismada OBL’nin respiratuvar bursal aktivitesinde belirgin bir
azalma rapor edilmistir (165).

IPNV ile enfekte gokkusag: alabaliklarinda kan 16kosit hiicrelerinin fagositik
oldiirme ve miyeloproksidaz kapasitelerinde ve OBL’nin respiratuvar bursal
aktivitelerinde azalma gozlemlenmistir (322). Atlantik Salmonlarinda yapilan
deneysel bir ¢aligmada OBL’inde, nétrofillerin azaldig: ve B lenfositlerin sayismin
degismedigi goriilmiistiir (302). Hastahgin gokkusagi alabaliklarinda OBL’nin
fagositik aktivitesini ve plazmadaki komplement mekanizmasim etkiledigi

gorilmemistir (57).
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Interferonun ¢esitli balik hiicrelerinde Mx protein ekspresyonunu tetikleyerek
non-spesifik bir bagisiklik sagladigi bilinmektedir (28). Yapilan arastirmalarda iPNV
enfeksiyonunun Atlantik somonlarinin post-smoltlarinda Mx gen ekspresyonunu
hizli ve siirekli olarak indiikledigi tespit edilirken, periste enfekte yetiskinlerde
benzer bulgu tespit edilememistir (216). Mx gen ekspresyonunun, poli inosinik; poli
sitidilik asit (poly I:C) ile de tesvik edildigi gosterilmistir. Mx indiiksiyonu, enfekte
Atlantik somonlarinin post-smoltlarinin karaciger dokularinda, saglikli ve diisiik viral
titreye sahip parmak boy bireylere gore daha yliksek seviyede oldugu saptanmistir
(217). Senegal dil baliklarinda yapilan deneysel enfeksiyon c¢aligmasinda, Mx
transkripsiyonunun poly L:C ile tetiklendiginde, IPNV replikasyonunun azaldig
goriilmiistiir (112). Immuno histokimyasal yontemlerle enfekte post-smoltlarin,
karaciger, bobrek ve solunga¢ dokularinda Mx protein varligi belirlenmis, bunun
yiiksek diizeyde interferon ve Mx geni transkripsiyonuna delil oldugu ifade edilmistir
(76). Atlantik somonlarinda yapilan deneysel enfeksiyonlarda cesitli dokulardaki
immun genlerin miktar1 6l¢iilmis, intraperitoneal (i.p.) injeksiyon yoluyla enfekte
baliklarin bobrek dokularindaki Mx, IFN-1, IFN-2 ve gama interferon indiikleyici
proteinin (yIP) infeksiyondan 6 giin sonra arttig1 gézlemlenmistir (237).

2.6. Teshis

IPN hastalign igin etkili as1 ve antiviral ila¢ bulunmadigi igin hastaligin
teshisinde hizli ve duyarli metodlarin kullanilmasi hastaligin yayilimi ve salginlarin
onlenmesinde en uygun yaklagimdir.

Etkenin teshisinde, doku kiiltiirii izolasyonunu, nétralizasyon testi, ELISA,
IFAT/FAT, flow sitometri, immunohistokimyasal yontemler, ve PZR metotlari
kulanilmaktadir. Doku Kkiiltiirli izolasyonu birgok viroloji laboratuvarinda kullanilan
bir yontemdir. Bu maliyetli ve zaman alic1 bir yontem olup, bu yontemin etkinligi
kullanilan hiicrenin duyarliligina baghdir (235). Noétralizasyon testi spesifik, duyarl
ve kolay okunabilir referans teknik olarak bilinmesine ragmen; hizli sonug¢ veren bir
teknik olmamasi, kullanilan monoklonal antikor gruplarinin yetersizligi ve kullanilan
viral titrenin standardize edilmesindeki zorluklar gibi dezavantajlara sahiptir (8, 175,
212, 255). FAT/IFAT geleneksel yontemlere gore hizli, duyarli ve spesifik
tekniklerdir. Fakat bu tekniklerin de hatali boyama ve kalifiye eleman ihtiyaci gibi

birtakim dezavantajlar1 bulunmaktadir (300). Son zamanlarda IPNV’nun teshisi igin
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hassas, hizli ve tek asamali RT-LAMP (reverse transcription loop-meadiated
isothermal amplification) yontemi gelistirilmistir. Bu yeni yontemin Real Time
PZR’dan daha hassas oldugu gosterilmistir (337).

Bir¢ok arastirmaci RT-PZR testinin hizli, duyarli, giivenilir ve elverisli bir
metod oldugunu gostermistir (258, 300, 366, 374). Yapilan bir ¢alismada RT-PZR
testi IPNV nun teshisi icin optimize edilmistir. Optimize edilen yontem kullanilarak
A serogrubundaki tiim etkenler 10 enfeksiy6z iinite/g bobrek dokusu kullanilarak
identifiye edilmistir (176, 347). RT-PZR testinin duyarlihgi, IPNV’ nun teshisinde
kullanilan 6rnek miktarlart (10 fg-15 pg’a kadar) disiiriilerek l¢iilmiistiir (218, 297,
366). PZR teknigi hiicre kiiltiirli izolasyonu i¢in yetersiz miktarda olan drnekte bile
viriisii tespit edebilmektedir (89). Bundan dolay1 yontemin, kontaminasyon, asilama
ve non-enfektif viral niikleik asit varliginda yanlis pozitif reaksiyon verebilecegi
belirtilmistir (11, 210).

2.7. Koruma ve kontrol

Hastaliktan korunmada ilk asama hayvan sagligi icin gerekli onlemleri
almaktir. Bu asamadaki temel ama¢ alinan Onlemlerle vertikal ve horizontal
bulagsmay1 onlemektir. Hastalikli bireylerin ayrilmasi bu bireylerin ve bulundugu
yerlerin dezenfekte ve dekontamine edilmesi, periyodik olarak tarama ¢alismalarinin
yapilmasi, balik hareketlerinin ulusal ve uluslararasi1 kurallar ile diizenlenmesi
hayvan saglig1 6nlemlerinin bir pargasidir (317).

Virus in vitro kosullarda iodofor, klor, etanol, metanol ve halosiyamine
duyarli olup, quaterner amonyum bilesiklerine, propanol ve fenol’e direnglidir (15,
29, 91, 94, 110, 150).

IPNV salginindan korunmak igin ciftlikte kullanilan tiim alet ekipman
periyodik olarak dezenfekte edilmelidir. Kulugkahaneye ve ¢iftlige giren su UV,
ozon ve klor ile temizlenmelidir. Su kaynaginin etkenden dekontemine edilmesi igin
246 ml/cm? doz gibi yiiksek dozda UV gerekmektedir (214). Bununla birlikte
etkenin 0.1-0.2 mg/litre ozona 60 saniye maruz birakildiginda %99 oraninda inaktive
oldugu bildirilmistir (279). Akuakiiltiir liretim sistemlerinde popiilasyon yogunlugu
degistirilerek 6liim oranini kontrol edilebilecegi belirtilmistir (202, 288). Popiilasyon
yogunlugunun azaltilmasmin, kuluckahanede yetistirilen alabaliklarm PNV

salgininda 6liim oraninin azalmasini sagladigi goriilmiistiir (169).
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Genetik olarak hastaliga direngli hayvanlarin yetistirilmesi hastaliktan
korunma yontemlerinden biridir. Gokkusag1 alabaliklarinda yapilan bir ¢alismada
baliklarin soyagaci ¢ikarilmis QTL (Quantitative Trait Loci) ‘ye goére hastaliga
direncli olanlar secilmis ve bunlardan melezleme ile elde edilen IPNV’na direncli
bireyler iiretilmistir (270, 280).

Hastalia kars1 korunma da diger bir ydntem asilama galismalaridir. inaktive
virus ile agilama gokkusagi alabaliklarinda, oral, immersiyon ve injeksiyon yoluyla
yapilmis ve sadece injeksiyon yoluyla asilamada korunma saglanmistir (90, 141).
Bununla birlikte ¢ok sayida yavruya injeksiyon yapmak kuluckahane sartlarinda
pratik bir yontem degildir. Yapilan bir ¢calismada kaynak alabaliklar1 yiiksek dozda
inaktive edilmis IPNV ile asilanms ve yiiksek humoral bagisiklik tespit edilmis buna
ragmen bir sonraki deneysel IPNV infeksiyonunda antikor seviyesi diisiik ¢ikmis ve
bagisiklik kisa stirmiistiir (45).

Atteniie asilar korunmada diger bir yontem olarak ortaya ¢ikmistir. Deneysel
bir ¢aligmada salmonid yavrulari avirulent bir sus ile enfekte edilmis ancak bu
avirulent sus koruma saglamazken, tath su levreginde (Perca fluvialis) immersiyon
yoluyla yapilan asilama bagarili olmustur (92, 210). Canli asilar c¢evresel riskler,
avirulent virusun virulent hale gelebilme ihtimali bakimindan kabul gérmemistir.

Arastirmacilar IPN viral polipeptidini Escherichia coli bakterisinde
sentezleyerek alabaliklarda subunit as1 olarak kullanmiglar ve hastaliga kars1 koruma
saglamiglardir (228, 229). VP2 proteinini igeren glukan/yagli adjuvantli furunkulosis,
vibriosis ve soguk su viriosise karsi gelistirilen multivalant ticari as1 (NP-IPN) ile
pre-smoltlarda yapilan asilamalar da IPNV’na karsi koruma saglanmistir. Norveg’de,
bu rekombinant aginin Atlantik somonlarinin postsmoltlarinda ticari olarak kullanimi
onaylanmistir (119, 286).

2004 yilinda IPNV icin genetik immunizasyon c¢alismalari yapilmis, virusun
A segmentinin polyproteini ile yapilan genetik agilamalarda %84’lere varan koruma
goriilmiistiir (242). Fakat bu konsept lisans alamamistir. VP2 geninin aljinat
mikrosferlerine enkapsiile edilerek oral yolla asilama c¢alismasinda, asilamadan 15
giin sonra nétralizan antikorlar gelismis ve asilamay1 miiteakip 15. ve 30. giinlerde

yapilan viral denemede asiin %80 oraninda koruma sagladigi goriilmiistiir (81, 83).
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3. INFEKSIYOZ HEMATOPOETIK NEKROZIS VIRUSU (IHNV)

3.1. Giris

Infeksiydz hematopoetik nekrozis virusu (IHNV), infeksiydz hematopoetik
nekrozis hastaligmin (IHNH) etiyolojik ajani olup, salmonidlerin énemli viral
patojenlerindendir. Etken Atlantik somonu (Salmo salar), Pasifik somonu
(Oncorhynchus spp.) ve gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss), onemli
ekonomik kayiplara yol agmaktadir.

Etken 6zellikle yavru ve parmak boy baliklar etkilemektedir. Yavru ve geng
gokkusagi alabaliklarinda ve somonlarda Oliim oran1  %90’lara  kadar
ulasabilmektedir (39, 290). 2004 yilinda Kuzey Amerika’daki somon baliklarinda
goriilen bir salginda, etkenin 200 milyon dolar gibi maddi kayba neden oldugu
bildirilmistir (221). 2001-2003 yillarinda etkenin sadece Kanada’da Atlantik somonu
endistrisinde sebep oldugu maddi kaybin yaklagik 250 milyon dolar oldugu
belirtilmistir (226).

Infeksiydz hematopoetik nekrozis virusu (IHNV), Diinya Hayvan Saghgi
Orgiitii  (OIE) tarafindan ihbar1 mecburi ve izlenmesi gereken hastaliklar
katogorisinde degerlendirilmektedir (275). Tirkiye’de ise Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi’nin, 1 Nisan 2004 tarihli ve 2004/14 sayili tebliginde ihbari

mecburi hayvan hastaliklar1 arasinda yer almaya baslamistir (19).

3.2. Etiyoloji

Infeksiydz hematopoetik nekrozis virusu, Rhabdoviridae ailesinin
Novirhabdovirus genusunda yer almaktadir. Virion mermi seklinde, 110 nm
uzunlugunda ve 70 nm ¢apinda olup; negatif, tek iplikli, yaklasik olarak 11000
niikleotid igeren RNA genomuna ve membran glikoproteini i¢eren bir zara sahiptir
(247, 318). IHNV genomu 3’-N-P-M-G-Nv-L-5" diizenin de kodlanmis alti
proteinden olusur ve bunlar; niikleoprotein (N), fosfoprotein (P), matrixprotein (M),
glikoprotein (G), non-virion protein (Nv) ve RNA polimeraz (L)’dir (318).

Enfekte hayvanlarda nétralizan antikorlarin olusumuna neden olan protein

virusun G proteinidir (104, 236).
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Infeksiydz hematopoetik nekrozis virusu, izolatlarinin G, N ve Nv genleri
sekan analizlerine gore E, J, L, M ve U olmak {izere 5 ayr1 genogruba ayrilir (107,

134, 187). Bunlar;

Genogrup E Avrupa izolatlarini,

GenogrupJ Asya izolatlarini,

Genogrup L : Kalifornia ve Giineydogu Oregon Sahili izolatlarini,
Genogrup M Washington’daki Kolombiya Nehri havzast ve

Washington sahili havzasi izolatlarini,

Genogrup U : Alaska, British Columbia ve Idaho izolatlarini, igerir.

3.3. Epidemiyoloji

IHNV ilk kez Amerika Birlesik Devletleri’nin kuzeybatisinda Washington,
Oregon ve Kaliforniya’da bulunan kizil somon c¢iftliklerinden izole edilmistir (304).
1970’ler ve 1980’ler boyunca etkenin neden oldugu salginlar Birlesik Devletler’de
sporadik olarak seyretmis, 1992°de IHN Kanada’da Atlantik salmonlarinda ve deniz
kafesi aglarinda rapor edilmistir (27). IHN’in Kuzey Amerika’dan Avrupa ve
Asya’ya enfekte yumurta ve yavrular vasitasiyla bulastigi belirtilmistir (140).
[HNV’ nun Kuzey Amerika’nin kuzeybatisinda, Alaska’dan Kaliforniya ve Idaho’ya
kadar uzanan bolgede endemik oldugu bildirilmistir (187). Virus 1968’de Alaska’dan
Japonya’ya, sonrasinda Japonya’dan Kuzeydogu Cin ve Kore’ye yayilmistir (257,
282, 312). Etken Tayvan’da sporadik olarak izole edilmistir (65, 365). Hastalik
Avrupa’da ilk defa Fransa ve Italya’da 1987 yilinda, sonrasinda Almanya’da 1992
yilinda tanimlanmistir (39). Etkenin ayni1 zamanda Belgika’da, sporadik olarak
Slovenya, Hirvatistan, Iran, Kuveyt, Pakistan, Ispanya ve Isvigre’de varlign rapor
edilmistir (140, 159, 265, 359). Virus Rusya’da 2000 yilinda izole edilmistir (305).

Infeksiydz hematopoetik nekrozis virusunun varhigi, Pasifik somon tiirleri,
kopek somonu, gokkusagi/kahverengi alabaliklarda ve Japonya’daki diger somon
tirlerinde de siklikla rapor edilmistir (312, 377). Yapilan deneysel ¢alismalarda
cutthroat alabaliginin (Oncorhynchus clarkii) etkene duyarli oldugu fakat gékkusagi
alabaliklarindan daha direncli oldugu gosterilmistir. Bu baliklardan enfeksiyona kars1
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diren¢ mekanizmasin1 incelemek icin hibritler {retilmistir (281). Yiiriitiilen
arastirmalar, giimiis somon balig1 ve pembe somon baligimin enfeksiyona ¢ok az
duyarhilik gosterdigini fakat enfekte edilebildiklerini ortaya koymustur (113, 135).
Atlantik somonunda tatli suda ve deniz suyunda ciddi salginlar bildirilmistir (253,
356, 357). Atlantik somonlar1 hastaliga karst kizil somonlara gore daha duyarlidir
(356). Kahverengi alabaliklar dogal enfeksiyon ve salginlara duyarli olup (103, 387),
gol alabalig1 (Salvelinus namaycush) deneysel olarak enfekte edilebilirken hastaliga
direnglidir (386). S. alpinus tiirii enfeksiyona tamamen direngli olarak gorilmistiir
(113). Kaynak alabalig1 (S. fontinalis) deneysel olarak enfekte edilebilmis ve bu
tirde dogal salgmlar bildirilmistir (47, 124, 386, 387). Arktik golge baliklari
(Thymallus arcticus) etkene karsi direnglidir ve hastaligin rezervuari olmadiklari
bildirilmistir (113). Stenodus leucichthys tiiri baliklarin embriyonal dokularindan
elde edilen hiicre hatlarinin infeksiyona karsi duyarli oldugu rapor edilmistir (114).
Cipura, levrek ve kalkan baliklarinda deneysel enfeksiyonlar olugturulmus, ¢ipura ve
kalkan tiirlerinde mortalite gozlenmistir (62). Ayrica kalkan baliklarinda dogal
enfeksiyon, asemptomatik olarak molekiiler metodlar ile belirlenmistir (215).

OIE tarafindan en duyarli hiicre hattt EPC (Epithelioma Papulosum Cyprini)
ve BF-2 (Bluegill Fry) olarak bildirilmistir (264). Virusun gelismesi i¢in optimum
sicaklik  15°C’dir ve 23-25°C gibi yiiksek sicakliklar viral replikasyonu
engellemektedir (249).

Etkenin 6ncelikle enfekte baliklarin sekret ve ekstretleri ile horizontal olarak
bulastigr belirtilmistir (377). Vertikal bulasma, bir jenerasyondan yavrularia
yumurtalarin i¢ine ya da disina yerlesmis virus ile meydana gelmektedir (287).
Vertikal bulagma indirekt kanitlara dayanmaktadir. Enfekte yumurtalarin degisik
cografi bolgelere tasmarak, yumurtalarin dezenfekte edilmesine ragmen bu
bolgelerde THN salginlarinin meydana gelmesi vertikal bulasmanin indirekt kanitidir

(46, 257, 282, 312).

3.4. Klinik Belirtiler

[HN enfeksiyonu salmonidlerin tiim yas gruplarinda goriilmesine ragmen
ozellikle geng¢ baliklari etkileyen ciddi bir hastaliktir. Hastaligin spesifik bir klinik
belirtisi yoktur. Akut enfeksiyonlarda baliklarda klinik belirti goriilmeden artan

oliimler meydana gelir. Hastaligin baglangicinda baliklarda letarji ve donerek yiizme
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gibi hiperaktivite bulgular tipiktir. Enfekte yayin baliklarinda pigmentte koyulagma,
karinda sigkinlik, solungaglarda solgun goriiniim, mukoid opak bir digki goriliir.
Yiizgeclerin dibinde ve arka kisminda, solungaclarda, agizda, gozde ve kaslarda
petesiyel hemorajiler belirgindir. Kral somonu (O. tshawytscha) yavrularinda basin
arkasindaki bolgede deri alti hemorajik bolgeler goriilebilir (14, 388). Yash
baliklarda daha az dis klinik belirtiler gézlenmektedir. Iki yasindaki kizil somon
baliklarinda anormal yilizme, yiizgeclerde hemoraji ve yavru somonlarda kutandz

lezyonlar ile kaynasmis pullarin varligi gézlemlenmistir (55, 354).

3.5. Patoloji ve Bagisikhik

Karaciger, dalak ve bokrekte anemi, asites, sindirim kanalinin besinden
yoksun ve siitiimsii bir siv1 ile dolu olmasi, bagirsaklarin sarimsi su gibi bir sivi
icermesi ve i¢ organlarda, yag dokuda, yiizme kesesinde, peritonda, perikardiyumda,
meninkslerde goriilen hemorajiler hastaligin makro patolojik bulgularidir (303, 304,
377).

Histopatolojik bulgular; arka bobrek, dalak, karaciger, pankreas ve sindirim
kanali gibi dokularda goriilen dejeneratif nekroz odaklarindan olusmaktadir. On
bobrekte baslangicta makrofajlarin belirginlesmesinden ve lenfoid hiirelerin dejenere
olmasindan dolayr parlak lekeler goriiliir. Hastalik ilerledikce ©n bdbrek
makrofajlarinin sayisi artar, sitoplazmalar1 vakuole olur. Ayn1 zamanda piknotik ve
nekrotik lenfoid hiicrelerine de rastlanilmaktadir. Dalak, karaciger, pankreas, adrenal
korteks ve bagirsak hiicrelerinin fokal bdlgelerinde, cekirdeksel polimorfizm,
kromatin marjinasyonu ve nekrozlar bildirilmistir. Tiim organda nekroz odaklariyla
birlikte ¢ekirdekte piknozis, karyoreksis ve karyolizis goriiliir. Sindirim kanalinin
lamina propria, stratum compactum, stratum granulosum tabakasindaki graniiler
hiicrelerde nekroz ve dejenerasyon ile bagirsak mukozasindaki bozulmalar fekal
akintiya sebep olur (46, 377).

Yapilan deneysel caligmalarda virusun baliklarin viicuduna solungag, deri,
yiizge¢ kokleri, agiz ve 6zefagusun mide ile birlestigi karin bolgesinden girdigi ve
viral replikasyonun ilk olarak epidermal hiicrelerde basladig goriilmustiir (25, 115,
131, 136, 137, 251, 384, 385). Gokkusagi alabaliklarinda kuyruk kokii, deri ve
solungaclar ilk ve gecici replikasyon bolgeleri olarak tespit edilmistir (52, 58, 97,
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131, 386). Kral somonlarinda ise deri ve solungaglar uzun siire enfekte olmaktadir
(115).

Geng baliklarda bobrek, dalak gibi hematopoetik organlar en ¢ok etkilendigi
ve nekroz odaklarinin ilk olarak goriildiigii organlardir (16, 388, 389). Tipik olarak
etkene maruz birakilan gokkusagi alabaliklarinin solungag, deri ve bagirsaklarinda
enfeksiyonun ilk giiniinde disiik titrede virus saptanmig ve enfeksiyonun 2-4.
giinlinde etken bobreklere, sonrasinda tiim i¢ organlara yayilmis olarak bulunmustur
(52, 97, 386). Viral prevalans ve titre 2 hafta icinde pik yapmis ve azalmaya
baglamistir. Baliklar 28. giinde hala enfekte olup 54. giinden sonra virus tespit
edilememistir (97). Yapilan c¢alismalarda enfeksiyonun viicuda iki 6nemli yolla
girdigi diistintilmektedir. Birincisi solungag yolu ile dolasim sistemine, ikincisi agiz
yolu ile gastro-intestinal sisteme ve oradanda dolasim sistemine ge¢mesidir. Bu iki
yolunda sistemik viremiye yol acgtigi belirtilmistir. Gastro-intestinal yolla viicuda
giren etkenin bobreklerde enfeksiyonun baglamasina neden olmadigi ve agiz bolgesi
ile sindirim kanalindaki epitelyal hiicreleri gegici olarak enfekte ettigi ve bag dokuya
gecip vaskularize ettigi, bunun sonucunda kalbin enfekte oldugu, sonrasinda sistemik
bulasmanin gozlendigi belirtilmistir (97). IHNV nun epitelyal hiicreleri kolaylikla ve
gecici olarak enfekte ettigi bildirilmis fakat bir¢ok organda bag dokuyu enfekte etme
egiliminde oldugu goriilmiistir. Bu bulgu derinin sadece etkenin giris yolu
olmadigini, virusun boreklerde siniizoidleri saran endotelyal hiicreleri enfekte ettigi
daha sonra retikiilo-endotelyal stromadan interstitiyal 16kosit ve melanomakrofajlara
yayildigint gostermistir (52). Enfeksiyonun son evresinde bobregin hematopoetik
dokulari ile glomerullerde ve bobrek tubullerinde nekroz odaklari goriiliir (377, 389).
Enfeksiyonu atlatan baliklarda skaliyozis ve lordozis gibi spinal bozukluklar
goriilebilmektedir (198).

Salmonidler THNV’na karsi korunmak igin dogal ve spesifik bagisiklik
gosterirler. Hastalia karst immunitede, erken antiviral cevap (EAVC), spesifik
antiviral cevap (SAVC) ve uzun siireli antiviral cevap (USAVC) olmak iizere 3 satha
goriilmektedir (186).

EAVC ya da dogal non-spesifik bagisiklik ilk savunma hattidir. Bu bagisiklik
[HNV’na maruz kalmay1 takiben veya asilamadan sonra saatler icinde baslar ve 3-4

hafta kadar stirmektedir. Etkene karsi erken immun cevap diisiik 6zgiilliiktedir ve
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diger rhabdoviruslara karsit capraz bagisiklik gosterebilmektedir (178, 200, 222).
Asilamadan ya da enfeksiyondan sonra gelisen bu erken bagisiklik tip-1 interferon
(IFN) sistemi aracihig1 ile gergeklesmektedir. DNA asisindan sonra gelisen erken
immun cevap Mx proteinleri ve IFN-1 indiikleyici proteinlerin artis1 ile iiretilmesi
temeline dayanir (178, 200, 222, 223). Kantitatif RT-PZR yontemlerini kullanarak
yapilan sonraki calismalar THNV ile infekte veya as1 vasitasiyla immunize edilmis
baliklarda IFN-1 cevabinin olustugunu kanitlamistir (243, 277, 291, 307, 361). Viral
enfeksiyon sonrasi gelisen erken immunite, toll benzeri reseptdr-8 (TLR 8), IFN-1 ve
bunun indiikledigi Mx, interferon diizenleyici faktor (IRF), interlokin-1 (IL-1), timor
nekrozis faktdr (TNF) IL-8 gibi genlerin artisin1 ve ekspresyonunu igerir. Yapilan bir
calismada Atlantik somonundan elde edilen rekombinant IFNoy’nin injeksiyonu
sonucunda gokkusagi alabaliklarinda 1-3 giin siiren kisa siireli bir bagisiklik ve
interferon indiikleyici genlerin sayisinda artis gozlenmistir (275).

Erken ve non spesifik bagisikligin son sathasinda gama interferon (IFNy)
artis1 gozlenmektedir. Gama interferon, hiicresel bagisikligi, sitotoksit T lenfosit
markirlarin1 ve CDS8 hiicrelerini indiiklemektedir. Enfekte gokkusagi alabaliklarinda
giiclii IFN cevabi, MHC-I antijenleri ile ilgili genlerin erken indiiksiyonuna neden
olmaktadir (130, 193, 291). Erken immun cevabi incelemek icin DNA agilamasindan
sonra baliklarin dalagmin incelenmesinde Mx ve Vig-8 (Virus Indiikleyici Gen)
oranlarinda artig goriilmiistiir (291). Baska bir calismada DNA asis1 injekte edilmis
gokkusagi alabaliklarinin, injeksiyon bdlgesindeki kaslarda IFN-1, IFN-1, B ile T
lenfositlerinin ve TNFo’nin indiiklendigi gézlenmistir (292).

Spesifik antiviral cevap veya spesifik bagisiklik (SAVC), non-spesifik
bagisikligin sona ermesi ve 1siya bagli notralizan antikorlarin tiretimi ile iliskilidir
(186, 200). SAVC, enfeksiyonun veya asilamanin baslangicindan 3-4 hafta sonra
baglar ve 6 ay kadar devam etmektedir (70, 104, 105, 132, 199, 205, 339). Etkene
kars1 gelisen spesifik bagisikliligin ITHNV nun G proteinine kars1 olusan nétralizan
antikorlardan kaynaklandig belirtilmistir (69, 205, 355). Spesifik bagisiklik asamasi
icin bircok calismada DNA asis1 injeksiyon olarak kullanilmis ve asilamadan 4-8
hafta sonra %90 koruma oran1 saglamistir (17, 70, 186, 355).

Uzun etkili antiviral bagisiklik 2006 yilinda yapilan bir ¢alismayla

tanimlanmistir (186). Uzun etkili antiviral bagisiklik donemi DNA asis1 sonrast 6.
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aydan itibaren baglar ve 25. aya kadar uzar. Bu donem seroprevalans ve notralizan

antikorlarin belirlenemez seviyelere diismesi ile karakterizedir (186).

3.6. Teshis

Hastaligin teshisinde hizli ve duyarli metodlarin kullanilmasi1 hastaligin
yayilimi ve salginlarin &nlenmesi agisindan énemlidir. IHNV nun hiicre kiiltiiriinde
izolasyonunu takiben serum noétrazlizasyon testi ile spesifik identifikasyonu altin
standandart olarak degerlendirilmektedir. Etkenin izolasyon ve identifikasyonu
Diinya Hayvan Saglig1 Orgiitii tarafindan standart hale getirilmistir (264). Virusun
teshisinde bobrek ve dalak dokular: tercih edilen dokulardir (204). Pektoral yiizgec
parcalarinin molekiiler olarak test edilmesiyle etkenin hizli bir sekilde teshis edildigi
bildirilmistir (86). Damizlik stoklarin taranmasi i¢in daha ¢cok ovaryum sivisi tercih
edilir. Clinkii virus sperm Orneginde daha az tespit edilmistir. Yumurtlama sonrasi
disi bireylerden yapilan Orneklemelerde ovaryum sivisi hiicrelerinin inkubasyona
birakilmasi, virusun teshisinde hassasiyeti arttiran bir uygulama olarak bilinmektedir
(201, 248, 250, 254). Hiicre kiiltiirii izolasyonu icin EPC veya BF-2 hiicre hatlari
kullanilir. EPC hiicre hatlar1 en duyarli hiicre hattidir (264). Viral ¢ogalma i¢in
optimum sicaklik 15°C’dir ve 23-25°C sicaliklar viral replikasyon igin uygun
degildir (252).

Etkenin serolojik olarak identifikasyonunda, serum noétralizasyon testi (SNT),
indirekt floresan antikor teknigi (IFAT), ELISA gibi yontemler kullanilir. Fakat bu
yontemlerden SNT ve IFAT’nin zaman, hassasiyet, duyarlilik ve kalifiye eleman
ihtiyac1 gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. ELISA teknigi hastaligin teshisinde en
yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir (87, 298).

Hastaligin teshisinde molekiiler metodlar en hizli ve en hassas testler
arasindadir (46). Etkenin teshisinde kullanilan molekiiler metodlar, RT-PZR, real
time RT-PZR (qRT-PZR), multipleks RT-PZR (mgRT-PZR) ve molekiiler padlock
prop (MPP) yontemleridir. RT-PZR etkenin identifikasyonunda, hiicre Kkiiltiirii
izolasyonundan sonra siklikla kullanilan ve klasik metotlara gore ¢ok daha hassas
olan bir yontemdir (21, 34, 50, 182, 244). RT-PZR yonteminde etken 9 saatten az bir
siirede teshis edilir. Bu yontemin dezavantajlar1 arasinda, RNA’nin yapisinin
dayaniksiz olmasi, kontaminasyon riski ve enfeksiyoz virus ile enfeksiy6z olmayan

virusu ayirt edememesi gibi faktorler bulunmaktadir. Yapilan caligmalar, RT-PZR ile
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etkeni teshis etmede organ ve lireme sivilar1 gibi direkt 6rneklerden basarili sonuglar
alindigim1  gostermistir (34, 182, 244). Diger aragtirmalar real time RT-PZR
yonteminin, geleneksel RT-PZR yonteminden daha hassas ve hizli oldugunu ortya

koymustur (86, 278).

3.7. Korunma ve Kontrol

IHNV’nun kontrolii iyi kuluckahane uygulamalarina dayanmaktadir. Kontrol
onlemleri virusla temasi1 engellemek i¢in uygulanan siki kontrol programlarini ve
hijyen uygulamalarini i¢cermektedir (264). Hastaligin endemik olmadigi yerlerde
salginlarin, hastalikli goriinen baliklarin ayrilmasi, dezenfeksiyon, karantina gibi
Onlemler araciligi ile kontrol altina alinabildigi bildirilmistir (338). Hastaligin
endemik oldugu yerlerde iyi biyogilivenlik ve sanitasyon uygulamalari virusun
ciftliklere girme riskini azalmaktadir. Baliklarin yasa goére farkli havuz veya
kafeslere ayrilmasi, tek bir tiirlin yetistirilmesi, kafesler arasinda balik hareketlerinin
azaltilmasi, hasta baliklarin ayrilmasi ve yeniden stoklandirma hastaliga karsi alinan
diger dnlemlerdir (308).

Hastaligin tedavisinde ya da onlenmesinde onaylanmis bir kemoterapdtik
ajan yoktur. Fakat yeni bilesenlerin denemeleri devam etmektedir. Yapilan bir
calismada hiicre kiiltiiriinde methisoprinol kullanilarak IHNV’nun replikasyonunun
engellendigi bildirilmistir (323). In vitro ¢alismalarda klorin bileseninin, IHNV nun
hiicreye tutunmasini ve hiicre i¢ine girmesini engelledigi ve amantadin tributilamin
bilesenlerinin de ayni etkiyi gosterdigi rapor edilmistir (82).

[HNV’na kars1 korunmada, direngli tiirler yetistirmek icin yapilan selektif
yetistiricilik potansiyel kontrol mekanizmalarindan biridir. Hastaliga karsi direnci
artirmak icin duyarh tiirlerler direncli tiirler arasinda yapilan hibritleme caligmalar
olumlu sonuglar vermistir (64, 93, 203, 284). Etkene kars1 direng gelistirmek icin
yapilan genetik calismalarin ¢ogu aile igindeki direngli bireylerin ¢aprazlanmasi
seklinde gokkusagi alabaliklarinda gergeklestirilmistir (177).

Hastaliga karsi korunmada en dikkat cekici gelisme 2005°de Kanada’da
lisansli bir DNA asisinin gelistirilmesidir. APEX-IHN (Novartis) isimli bu asi,
IHNV’na kars1 korunmada Kanada Gida Kontrol Ajansi tarafindan onaylanmistir.
Calismalar gokkusagi alabaliklar1 ve Atlantik somonlarinda IHNV G geni igeren

plazmid DNA’nin kas i¢i injeksiyonunun koruma sagladigini gostermistir (17, 18,
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355). Kizil somon ve gokkusagi alabaliklarinda yapilan sonraki arastirmalarda DNA
asis1 ile etkin bir koruma saglamak icin asinin iginde mutlaka IHNV G geninin
bulunmasi gerektigi dogrulanmistir (69). DNA asisinin 1-2g agirliktaki gokkusagi
alabaliklarinda 0.1-1ug gibi diisiik dozlarda etkili olmasi, bu baliklardaki tiim THNV
izlotlarina kars1 0.1pg starndart dozda etkili oldugunun goriilmesi, bu asinin yaygin
olarak kullanilabilecegi fikrini vermistir (70, 200). Biiyiik baliklarda korunmanin
saglanmasi i¢in asinin dozu kas i¢i olarak 10ng/g olarak formiile edilmistir (223).
DNA asisinin, asilama sonrasi 3 aya kadar %90, 2 yila kadar %60 koruma sagladigi
goriilmiistiir (186). Asmnin en iyi korumay: intramuskuler olarak uygulandiginda
sagladig bildirilmistir (68). Yapilan deneysel calismalar sonucunda DNA asisinin
giivenligi ve etkinligi saptanmis, balik endiistrisindeki gerekliligi de goz Oniine
almarak APEX-IHN agsisina lisans verilmis ve ticari olarak erisilebilirligi

saglanmstir (309).
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4. EPIZOOTIiK HEMATOPOETIK NEKROZIS VIRUSU (EHNV)

4.1. Giris

Epizootik hematopoetik nekrozis (EHN), Avusturalya ile smurl,
ranaviruslardan epizootik hematopoetik nekrozis virusun sebep oldugu sistemik bir
hastaliktir. Etken dogal olarak enfekte olmus kizil yiizgecli tatli su levreklerinde
(Perca fluviatilis), yiiksek mortaliteye neden olmaktadir. Virus Avusturalya’daki
dogal balik tiirlerini tehdit etmektedir (37, 368).

Rana viruslarin konakg¢1 spesifitesinin olmamasi ve smiflar arasi bulagma
potansiyelinin olmasindan dolayr EHNV, Diinya Hayvan Saghg Orgiitii (OIE)
tarafindan ihbar1 mecburi hastaliklar listesinde yer almaktadir (267). Tiirkiye’de ise
Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin, 1 Nisan 2004 tarihli ve 2004/14 sayili

tebliginde ihbar1 mecburi hayvan hastaliklar1 arasinda yer almaya baglamistir (19).

4.2. Etiyoloji

Epizootik hematopoetik nekrozis virusu (EHNV), Iridoviridae familyasinin
Ranavirus genusunda yer almaktadir. Cift sarmalli biiyiik bir DNA’ya sahiptir.
Etken ¢ekirdek ve sitoplazma da replikasyon gosterebilir (155, 375).

Ranaviruslar filogenetik analizlere gore 5 gruba ayrilmaktadir. EHNV ve
Avrupa yaym baligr virusu (ECV) 3. grupta yer almaktadir (156). Viral genom
yaklagik olarak 127 bin niikelotidten olusmaktadir. Cift sarmallit DNA tekrarlanan
bolgeler igerir (154, 155, 232). Guanin/sitozin igerigi DNA’nin %54-55ini olusturur
(67).

Epizootik hematopoetik nekrozis virusu ECV ile %88 niikleotid sekans
benzerligi gostermektedir. Bu birbirine benzer iki virus yaklasik olarak 100 genden
olusur ve bu genlerin gogunun fonksiyonu bilinmemektedir (126).

EHNV’nun kapsidi 150-160 nm c¢apinda ve diger iridoviruslarda yaygin
oldugu gibi ikosahedral simetrilidir (7, 98). Major kapsid protein, 36 yapisal ve
enzimatik aktivitesi olan proteinden olusan virionun %40°n1 olusturur (67). Membran
glikoproteininin ve lipidinin enfektivite i¢in gerekli olmadig1 fakat mevcut oldugu

durumlarda enfektiviteyi artirdigi bildirilmistir (24, 155).
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4.3. Epidemiyoloji

Etken ilk defa 1986 yilinda Avusturalya’da kizil ylizgecli tath su
levreklerinden (Perca fluviatilis) izole edilmistir (197). Virusun sebep oldugu dogal
enfeksiyon, sadece kizil yiizgegli tath su levreklerinde ve gokkusagi alabaliklarinda
goriilmustir (194, 195, 196, 197). Yapilan deneysel calismalar Macquarie levregi
(Macquaria australasica), giimiis levregi (Bidyanus bidyanus), sivrisinek baligi
(Gambusia affinis), mountain galaxias (Galaxias olidus) baliginin etkene immersiyon
yontemiyle maruz birakildiginda oldiigiinii gostermistir. Japon baligi (Carassius
auratus), sazan (Cyprinus carpio) gibi baz tiirlerin etkene karsi direngli oldugu
bildirilmistir (194). Viris ile ilgili Avrupa’daki c¢aligmalar siyah yaymn baligi
(Ameirus melas) ve turna baligmin (Esox lucius) etkene karsi duyarli oldugunu
gostermistir (32, 123).

Etkenin vertikal yolla bulasmasi simdiye kadar rapor edilmemistir (368).
Horizontal bulagma kontamine su araciligiyla ve enfekte baliklarin sekret ve
ekstretleriyle meydana gelir (37, 123, 160, 161, 194, 208). EHNV’nun gokkusagi
alabaliklarinda niiksetmesi, dogal kizil yiizgegli tatli su levreklerinden enfeksiyonun
yeniden bulagmasina baglanmaktadir (230, 369). Subklinik infekte baliklarin virus
kaynagi olabilecegi diisiiniilmektedir. Etken, dogal salgin sonrasi hayatta kalan,
klinik belirti géstermeyen kizil yiizgecli tatli su levreklerinden izole edilmistir (195).
Tatli su levreklerinin muhtemel rezervuar olabilecegi fikri, deneysel enfeksiyonlar
sonucunda hayatta kalan ve saglikli goriinen baliklardan etkenin izole edilmesiyle
desteklenmistir (37, 123, 160, 161, 194, 208).

EHNV’nun 15°C’de 97 giin, 4°C’de 300 giin boyunca enfektivitesini
korudugu bildirilmistir. Etkenin desikasyona diren¢li oldugu, kurutma sonrasi
enfektivitesini 15°C’de 113 giin korudugu ve dondurulmus baliklarda 2 sene enfektif
kalabildigi rapor edilmistir (194, 369).

Virusun gokkusagi alabaliklarinda c¢iftlikten ¢iftlige ¢alisanlar vasitasi ile
yayildigina dair ¢alismalar bulunmaktadir (196, 370, 372). Avusturalya’da tatl su
levreklerinde, virusun ilke i¢i akarsu agi ile yayildigi bildirilmistir (368).
Akarsulardaki bulagsmaya, hobi balik¢igi sonucu tatli su levreklerinin illegal yer

degistirmesi, donmus tath su levreklerinin yem olarak kullanilmasi ve kullanilan alet
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ve ekipmanlarin sebep olabilecegi ongoriilmiistiir. Ayn1 zamanda kuslarinda enfekte
baliklarla beslenmesi sonucu etkeni bulagtirabilecegi rapor edilmistir (369).

EHNV’undan dolay1 kizil yiizgecli tath su levreklerinde kitlesel 6liimler nadir
olarak goriilmiistiir. Tim yas gruplar1 enfekte olabilmesine ragmen, endemik
bolgelerdeki oliimler daha ¢ok yavru ve parmak boy baliklarda goriilmiistiir (195,
197, 369). Kizil yilizgecli tath su levreklerinde 6liim oran1 %95’lere ulasabilmesine
ragmen, hastaligin gokkusagi alabaliklarindaki etkisinin %5’den oldugu bildirilmistir
(368).

4.4. Klinik Belirtiler

EHNV’nun sebep oldugu hastaligin klinik belirtileri spesifik degildir. Enfekte
baliklarda genel olarak istah kaybi, fiziksel aktivitede azalma, ataksi ve oOzellikle
hematopoetik dokularda hemorajiler goriiliir (368). Sadece tatli su levreklerindeki
salginlarda tipik olarak kitlesel 6liimler goriilmiistiir (195). Deneysel olarak enfekte
edilen baliklarda renkte koyulasma ve 6lim Oncesi anormal yiizme hareketleri
gozlemlenmistir (194). Dogal infekte gokkusagi alabaliklarinda etkenin diisiik
prevalansindan dolayr herhangi bir klinik belirti goriilmezken, deneysel enfekte

gokkusagi alabaliklarinda renkte koyulasma, ataksi ve istah kayb1 bildirilmistir (295).

4.5. Patoloji ve Bagisikhik

Hastalik sonucu goriilen lezyonlar, etkenin vaskuler endotelyal ve
hematopoetik  dokular1  etkilemesi sonucu olusmaktadir. EHNV  ozellikle
hematopoetik dokularda yaygin nekrozlara neden olmaktadir (368). Enfeksiyonun
makroskobik bulgular1, ylizge¢ kaidelerinde petesiyel hemorajiler, asir1 miktarda
serosangindz peritoneal sivi ile bobrek ve dalakta siskinliktir (195, 295). Nekroz
odaklar1 genellikle kiiciik kan damarlarinin g¢evresinde yogunlasmistir. Tathi su
levreklerinin karacigerinde, nekrotik odaklara benzeyen beyazimsi krem rengi
odaklar goriilmistiir.

Mikroskobik  olarak  karacigerdeki nekrotik  odaklarin  smirindaki
hepatositlerde bazofilik intrastaplozmik inkliizyon cisimcikleri rapor edilmistir.
Bobrek ve dalaktaki inkliizyon cisimcikleri nadirdir ve goriintiilemesi zordur.
Immunohistokimyasal boyalamalar, EHNV antijeninin nekrotik bdlgelerde, damar

endotelyumlarinda ve dolasimdaki 16kositlerde yaygin oldugunu goéstermistir (195,
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295). Nekrotik hiicreler genellikle kan damarlart i¢inde dagilmistir ve vaskiiler
endotelyal hiicreleri dejenere etmektedir. Dalakta, sindirim sistemi epitelllerinde,
atriyal trabekiilde nekrozlar, solunga¢ epitellerinde hiperplazi, fokal pankreatik
nekroz, yiizme kesesinde nezkroz ve ddem, iilseratif dermatitis enfekte baliklarda
goriilen diger lezyonlardir (195, 295). Enfeksyionu atlatan baliklarda perivaskiiler
mononiikleer hiicre infiltrasyonu goriilebilir (37).

Etkenin sebep oldugu dogal salginlar, daha ¢ok su sicakliginin yiiksek oldugu
donemlerde goriiliir (41, 123, 196, 370). Virusun bulagmasi ve patojenitesinin su
sicakligindan etkilendigi bildirilmistir (123, 160, 161, 208, 371). Tatlh su
levreklerinde etkenin sebep oldugu oliimlerin 12-21°C su sicaklikligi degerlerinde
meydana geldigi ve 12°C’nin altindaki sicakliklarda hastaligin goriilmedigi
bildirilmistir. Yapilan deneysel ¢calismalar gokkusag: alabaliklarinin, EHNV’na 10°C
ve 15°C’de immersiyon yontemiyle maruz birakildiginda direngli olduklarint ve
20°C’de oliim oraninin %14-24 seviyesinde oldugunu gostermistir (22, 194, 371).
Tatli su levreklerinde virusun intraperitoneal injeksiyon sonucu inkubasyon
periyodunun su sicakligi ile negatif korelasyon gosterdigi, 12-18°C’de 10-28 giin,
19-21°C’de 10-11 gilin sirdiirgii, gokkusagi alabaliklarinda ise bu durumun 8-
10°C’de 14-32 giin, 19-21°C’de 3-10 giin oldugu belirtilmistir (371). Turna
baliklarinda (Esox lucius) yapilan deneysel bir g¢alismada, etkene immersiyon
yontemi ile maruz birakilan baliklarda viral yiikiin 12°C’de 7 giin, 22°C’de 3 giin
kaldig: tespit edilmistir (143).

Tatli su levreklerinin degisik genetik karakterizasyon ve yetistirme sartlarinda
etkene karsi duyaliliklarinda farkliliklar oldugu bildirilmistir. Yapilan deneysel
calismalarda Avusturalya tatli su levreklerinin, etkene immersiyon ve inteperitoneal
olarak maruz birakildiklarinda oldukca duyarli oldugu, 20°C’de her iki yontemde de
O0lim oraninin %]100’e ulastigi, 10°C’de intraperitoneal injeksiyon sonrasi
mortalitenin %350 olarak gozlemlendigi rapor edilmistir (194, 371). Avrupa tath su
levreklerinde yapilan deneysel enfeksiyonlarda ise baliklarin virusa immersiyon
yoluyla maruz birakilmasi sonucu 10, 15 ve 20°C’de mortalite goriilmemekle
beraber baliklar intraperitoneal injeksiyon ile etkene maruz kaldiklarinda 6lim
oraninin 15°C’de %47-80, 20°C’de  %28-42 oldugu tespit edilmistir (22).

Immersiyon ydntemiyle yapilan deneysel enfeksiyonlar sonucunda, Avusturalya tath
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su levreklerinin viruse karst 0,08 DKIiDso/ml (%50 Doku Kiiltiirii Infektif Doz)
dozlarda olduk¢a duyarli oldugu, gokkusag: alabaliklarmm ise 10%? DKIDso/ml
dozlarda bile direng gosterdigi bildirilmistir (371).

4.6. Teshis

EHNV’nun teshis edilmesinde virusun varliginin tespit edilmesiyle birlikte
standart histolojik tekniklerden yaralanilir. Immunohistokimyasal ve immunofloresan
boyama tekniklerinde poliklonal antikorlar kullanmilmistir (41, 160, 295). Bu
antikorlar tiim ranaviruslarin major kapsid proteinleri ile c¢apraz reaksiyon
gosterdiklerinden dolay1 virus tiirliniin belirlenmesinde molekiiler karakterizasyon
tekniklerinin kullanilmas: daha giivenilir sonuglar vermektedir (148). Elektron
mikroskobu etkeni dokularda gosterebilmesine ragmen, virus diger ranaviruslardan
goriinim olarak ayirt edilemez (6, 268). Hastaligin teshisinde hiicre kiiltiirii
izolasyonu ile birlikte ELISA gibi antijen belirleme metodlar: ve PZR metotlari
kullanilmaktadir (268, 368). Testler i¢in uygun drneklemelerde baliklarin karaciger,
dalak ve bobrek dokular1 alinip birlestirilir (373). Sperm ve ovaryum sivisi teshis i¢in
uygun dokular degildir.

Etken hiicre Kkiiltiirlinde 15-22°C arasinda FHM (fathead minnow), RTG
(rainbow trout gonad), BF-2 (bluegill fry), CHSE-214 (Chinook salmon embryo)
hiicre hatlarindan izole edilebilir (72, 197, 268). Hiicre kiiltiirii sonras1 identifikasyon
immunofloresan ve PZR ile yapilmaktadir (41). Virusun identifiye edilmesi igin OIE

tarafindan konvensiyonel PZR teknigi tanimlanmistir (268).

4.7. Korunma ve Kontrol

EHNV’nun sebep oldugu, epizootik hematopoetik nekrozis hastaliginin etkili
bir tedavisi yoktur. Bu nedenle iyi uygulanan biyogiivenlik onlemleri hastaligin
kontroliinde biiylikk 6nem arzetmektedir (266). Bu biyogiivenlik uygulamlari
yetistirilicek baliklarin hastaliktan ari isletmelerden alinmasi, isletmeye giren suyun
dezenfeksiyonu ve endemik bolgelerde vektorlerin kontrolii gibi onlemleri igerir.
Isletmelere yeni alman baliklarin 32 giin kadar karantina altina alinmasi
onerilmektedir (371). Hastaliktan ari bolgelerin belirlenmesi i¢in aktif siirveyans

programlar1 uygulanmalidir (267).
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Iridoviridae ailesinin Megalocytivirus genusu icin makul ve uygulanabilir as1
calismalar1 yapilmasina ragmen EHNV i¢in bu alandaki ¢alismalar sinirli olup aktif
olarak kullanilmakta olan lisanshi bir as1 yoktur (189). Etken igin spesifik antikor
cevabinit belirleyebilen teknikler olmasina ragmen, bagisiklik i¢in daha ileri
calismalar gerekmektedir (371, 372).

Yapilan deneysel enfeksiyonlarda, etken ayni ortamda bulunan tathi su
levreklerinden gokkusagi alabaliklarina direkt temastan ziyade sadece su aracilidi ile
bulasma meydana geldigi i¢in ciftliklere giren suyun dezenfeksiyonu énemlidir (22,
194). Herhangi bir salgin aninda kontaminasyonu engellemek i¢in temizlik ve
dezenfeksiyon uygulamalar1 gereklidir. EHNV’ nun, 200 g/L sodyum hipoklorit, %70
etil alkol c¢ozeltisi ve 150 mg/L klorheksidinde 1 dakika da inaktive olurken 200
mg/L potasyum peroksimonosiilfat ¢ozeltisinde ve 60°C sicaklikta 15 dakikada
inaktive oldugu bildirilmistir (54, 192, 194).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Ornekler
Ornekleme calismalari, Artvin, Rize, Trabzon, Giimiishane, Bayburt, Giresun

ve Ordu illerinde bulunan ve rastgele secilen 20 alabalik isletmesinde yetistirilen
Gokkusagr alabaligi (Oncorhynchus mykiss), Karadeniz alabaligi (Salmo trutta
labrax) ve Kaynak alabaligi (Salvelinus fontinalis) tiirlerinden yapilmistir (Sekil
5.1).

Sekil 5.1. Ornek alinan balik tiirleri. (A) Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss), (B) Karadeniz alabaligi (Salmo trutta labrax), (C) Kaynak alabaligi

(Salvelinus fontinalis).

Secilen isletmelerden, Mayis-Haziran 2014 ile Mayis-Haziran 2015 arasinda 2
defa, 0-6 aylik ve 6-12 aylik yas gruplarindan ve 3 tiirden( gokkusagi, karadeniz,
kaynak) en az 30 balik olmak iizere 20 isletmeden toplam 2100 balik 6rnegi
toplanmistir. Ayrica ornekleme zamanlarinda havuzlardaki su sicakliklar1 portatif

olgiim cihazi(WTW315]) ile 6l¢iilmiistiir.
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5.2. Arastirma Metodu
Toplanan drneklede, viral etkenlerin izolasyon ve identifikasyonu (PZR/ RT-

PZR) Laboratuary Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals’daki metotlara
gore yapilmustir (43, 263, 264).

5.3. Orneklerin Laboratuvara Nakli ve Laboratuvar Calismalar:

Toplanan o6rnekler dondurulmadan soguk zincir ile laboratuvara ulastirildi.
Ornekler hiicre iiretme vasati ile sulandirilarak (1/10) homojenizator (Lab-GEN 7B,
ColeParmer Instrument Company, Illinoise, ABD) yardimiyla homojenize edildiler.
Homojenizasyon igin 6 gramdan kii¢iik baliklarin tamami, 6 gramdan biiyiik
baliklarin karaciger, dalak ve bobrek dokulari kullanilmistir. Homojenizatlar 3000
rpm’de +4°C’de 20 dk. santriifiij edilerek, iisteki sivi bir steril tiipe alinarak iizerine
konsantre antibiyotik ilavesi yapildi. Antibiyotik ilavesinden sonra sterilite
kontrolleri i¢in kanli agara ekim yapildi ve hem RNA/ DNA hemde virus izolasyon
caligmalarinda kullanilmak iizere -86°C’ye(UF-314, Heto-Holten AS, Gydevang,
Danimarka) kaldirildi ( Sekil 5.2.).

Sekil 5.2. Orneklerin laboratuvar galigmalarina hazirlanmasi.
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5.4. Viral RNA/DNA Ekstraksiyonu
-86 °C da bulunan virus érneklerinden ( homojenizat sivilarindan ) RNA ve

DNA ekstraksiyonu igin hazir ticari kitler kullanilmistir.( RNA-RNeasy mini kit ve
DNA-QIAamp cador pathogen mini kit, Qiagen). Islemler kit protokollerine gore
gergeklestirilmistir.

5.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ornekler de IPNV, IHNV, VHS virus identifikasyonu tek asama RT-PZR
(263, 264), EHNV identifikasyonu ise klasik PZR yontemi ile yapilmistir (264).
RNA igeren viruslarin tamimlanmasinda tek asama RT-PZR kit (Qiagen)

kullanilmustir.

5.5.1. Pozitif Kontroller
PZR/ RT-PZR testlerinde pozitif kontrol olarak kullanilacak viruslar (EHNV,
IPNV, IHNV, VHSV) Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisiinden almmustir.

5.5.2. RT-PZR/ PZR Protokolleri

Tablo 5.1. IPNV, IHNV, VHSV i¢in RT-PZR karisimi (Qiagen OneStep Kit).

5x Qiagen OneStep RT-PCR Buffer 5 ul
dNTP Mix (10 m M) 1 ul
Primer F (10 pmol) 1 upl
Primer R (10 pmol) 1 ul
OneStep RT-PCR Enzyme Mix 1 w
Ornek RNA 2 ul
DW?2 su 14 ul
Toplam 25 ul
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Tablo 5.2. EHNV igin PZR karigimu.

Master mix (Qiagen) 12,5 wl
DW, su 8,5 ul
F Primer (10 pmol) 1l
R Primer(10 pmol) 1l
DNA 2ul
Toplam 25 ul

5.5.3. PZR/ RT-PZR Amplifikasyonunda Kullanilan Primerler

Tablo 5.3. PZR ve RT-PZR’nda kullanilan primerler (43, 264).

THNV (693 bp)
Upstream:  5’-AGA-GAT-CCC-TAC-ACCAGA-GAC-3’

Downstream: 5°-GGT-GGT-GTT-GTT-TCC-GTGCAA-3’

VHSV (505 bp)
VN Forward: 5’-ATG-GAA-GGA-GGA-ATT-CGT-GAA-GCG-3’

VN Reverse: 5’-GCG-GTG-AAG-TGC-TGC-AGT-TCC-C-3°

IPNV (174 bp)
iPNV-F: 5’-~AAA-GCC-ATA-GCC-GCC-CAT-GAA C-3’

IPNV-R : 5>-TCT-CAT-CAG-CTG-GCC-CAG-GTA C-3’

EHNV (580 bp)
Reverse primer: 5°-AAA-GAC-CCG-TTT-TGC-AGC-AAA-C-3°

Forward primer: 5’-CGC-AGT-CAA-GGC-CTT-GAT-GT-3’
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5.5.4. PZR ve RT-PZR Programm

Tablo 5.4. PZR ve RT-PZR’nda kullanilan 1s1 dongiisii (43, 264).

iHNV

50°C 30 dk. (1)
95°C 15 dk. (1)
95°C 30's (30)
50°C 30's

72°C 60 s

72°C 7 dk. (1)

iPNV

50°C 30 dk. (1)
95°C 15 dk. (1)
94°C30s (35)
50°C 30's

72°C 60 s

72°C 10 dk. (1)

VHSV

50°C 30 dk. (1)
95°C 15 dk. (1)
94°C30s (35)
55°C30's

68°C 60 s

68°C 7 dk. (1)

EHNV

RT asamas1 yok

95°C 60s (35)
55°C 60 s
72°C 60 s

72°C 15 dk. (1)

4°C @ ¥ () 4oC ()

5.5.5. PZR/ RT-PZR Uriinlerinin Jel Elektroforezinde Géoriintiilenmesi

Elektroforez i¢in TAE buffer (40 mM Tris-acetate [pH 7,2], 1 mM EDTA)
kullanildi. TAE buffer igerisinde %1,5'luk agaroz jel (Sigma, Steinheim,Almanya)
hazirlandi. PZR/ RT-PZR firtinlerinden 10 pl alinip 1 pl Loading Dye (Promega,
Madison, Wisconsin, ABD) ile karistirildiktan sonra ethidium bromide konan jelin
her kuyucuguna 10 pl konarak elektroforezde 100 watt akimda 25-35 dakika
yiirtitiilerek UV altinda bantlar goriintiilendi.

5.6. Virus izolasyonu

PZR/ RT-PZR pozitif 6rneklerden virus izolasyonu amaci ile Bluegill fry-2
(BF-2) ve Epithelioma papullosum cyprini ( EPC ) hiicre hatlar1 kullanilmustir.
Hiicreler, 24 kuyucuklu hiicre iiretme pleytlerine ( 300.000 hiicre/ml ) %10 fetal
bovine serum (FBS) ve % 1 antibiyotik-antimikotik (10000 IU/ml penisilin, 10
mg/ml streptomisin, 0,025mg/ml amfoterisin B) iceren MEM Earle vasati ile
pasajlandi. 24 kuyucuklu pleytteki vasatlar bosaltilarak, daha 6nceden hazirlanan
doku homojenat1 ( 1/10 oraninda hiicre iiretme vasati ile sulandirilmis ) 0,45um
enjektor filtreden (Sartorius AG, Goettingen, Almanya) gecirildi ve 2 kuyucuga bir

ornek olmak tizere 100 ul 6rnek suspansiyonu inokule edildi. 10-15°C de 0.5-1
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saat beklendi. Sonra her kuyucuga hiicre kiiltiiri vasatindan 1ml ilave edilir. 15 °C
de 7-10 giin boyunca inkiibasyona birakilarak her giin CPE olusumu yoniinden

pleytler izlendi. Her bir 6rnek hiicre kiiltiirlerinde 2 kez pasajlandi.

5.7. Istatistiki Analiz
Calismanin sonuglart ki kare (Xz) testi kullanilarak degerlendirildi (Minitab

14.1 version ). P < 0,05 degeri istatistiki acidan 6nemli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Alabalik Isletmelerinde Elde Edilen Genel Bulgular

2 yil boyunca segilen 20 alabalik isletmesinden her yas grubundan toplam
2100 balik 6rnegi toplanmistir. Toplanan baliklarin doku 6rneklerinde RT-PZR/ PZR
metodlar1 ile IPNV, VHSV, IHNV ve EHNV genom varlig1 arastirilmistir. RT-PZR/
PZR ile 6rnekleme yapilan isletmelerde IHNV, VHSV, EHNV genom varlig: tespit
edilemezken; 20 ciftligin 10’unda IPNV (Sekil 6.1.) identifiye edilmistir. IPNV RT-
PZR pozitif doku 6rneklerinden (10) BF-2 ve EPC hiicre kiiltiirlerine ekim yapilarak,
her iki hiicre hattinda 7. giinde CPE olusumlar1 gézlemlenmeye baslanmistir. IPNV
izolasyonunda, BF-2 (10/10) hiicre kiiltiiriiniin EPC’den ( 5/10 ) daha duyarli oldugu
gozlenmistir (Tablo 6.1.). Bu sonug istatistki analiz sonuglari ile de dogrulanmistir
(Tablo 6.6.). CPE gozlemlenen oOrneklerin hiicre pasaj sivilar1 RT-PZR ile viral
niikleik asit yoniinden kontrol edilmis ve tiim CPE gosteren orneklerin pasaj

stvilarinda IPNV genom varligi dogrulanmistir.
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Tablo 6.1. Ornek sayilari, RT-PZR/PZR ve virus izolasyon sonuglari.

T3 100 - - - - - -
T4 100 - - - - - -
GR1(Giresun) 100 - - - - - -
GR2 100 - - - - - -

GM1(Giimiishane)

B1(Bayburt) 150 - - - - - -

43



Tablo 6.2. Ornekleme zamanlarindaki su sicakliklari.

Isletme Kodu Mayis Kasim2014 Mayis
Haziran 2014 Mart 2015 Haziran 2015
°C °C °C
Al 13,5 6,1 7,6
A2 13,9 8,7 12,3
A3 13,3 4,8 13,8
A4 11,0 6,3 10,1
A5 13,9 4,6 12,0
R1 13,8 7,7 12,5
R2 12,4 6,6 10,3
R3 12,0 3,8 11,1
R4 13,2 11,0 13,6
R5 13,2 11,9 13,4
T1 11,3 10,7 12,1
T2 11,0 12,4 12,6
T3 10,5 1,5 9,4
T4 12,0 6,2 11,2
GR1 12,7 6,2 12,0
GR2 10,6 55 10,0
GR3 114 10,6 12,0
01 11,3 3,4 12,6
GM1 13,1 11,1 10,0
Bl 11,8 3,0 10,8
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6.2. iPNV Jel Elektroforesis Goriintiisii

Sekil 6.1. IPNV jel goriintiisii pozitif drnekler 1, 2, 3,4, 5,6, 7,9, 10, 11,
Pozitif kontrol 12 (IPNV F-R primer 174 bp), Negatif kontrol 13 (43).

6.3. IPNV Izolasyon Goriintiileri

EPC normal J ‘ : P Ay | EPCCPE

BF-2 normal ' N BF-2 CPE

Sekil 6.2. Normal ve CPE olusan IPNV pozitif hiicre kiiltiirleri.
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6.4. Istatistiki Analiz Sonuclar1

RT-PZR ile IPNV genom varlig: ydniinden incelenen 20 isletmeye ait balik
orneklerinden elde edilen sonuglar Ki-kare testi ( Minitab 14.1 version ) ile incelendi.
IPNV virus genom varlig1 yéniinden balik érneklerinde illere ve balik tiirlerine gore
dagilimda istatistiki agidan bir fark tespit edilemedi (Tablo 6.3., Tablo 6.4.).
Sonuglarin yaslara gore dagilimi Ki-kare testi ile incelendiginde, yaslar arasinda

istatistiki acidan fark tespit edildi (Tablo 6.5.).

Tablo 6.3. illere gore RT-PZR sonuglari.

pozitif negatif toplam %
Artvin 4 1 5 80
Rize 2 3 5 40
Trabzon 2 2 4 50
Giresun 1 2 3 33,3
Ordu 1 0 1 100
Gilimiishane 0 1 1 0
Bayburt 0 1 1 0
Istatistiki acidan herhangi bir fark tespit edilmedi ( P>0,05 ).
Tablo 6.4. Balik tiirlerine gore RT-PZR sonuglari.
pozitif negatif toplam %
Gokkusagi 6 14 20 30,00
Karadeniz 3 11 14 21,43
Kaynak 1 0 1 100

[statistiki agidan herhangi bir fark tespit edilmedi (P>0,05).
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Tablo 6.5. Yaglara gore RT-PZR sonuglart.

% Pozitif
1ay 66°
2 ay 62%°
3ay 50"
4 ay 56°
5 ay 26¢
6 ay 40%
11-12 ay 70°

ab.be.b.d.cd Aymi siitundaki degerler arasinda farkli harf tagidiklarindan istatistiki agidan fark 6nemlidir (P
<0,001); ®aym siitundaki degerler arasmnda ayn1 harf tagidiklarindan istatistiki agidan herhangi bir fark

tespit edilmedi.

RT-PZR pozitif 6rnekler BF-2 ve EPC hiicre kiiltlirlerinde 2 kez pasajlanmasi
sonucunda elde edilen sonuclar Ki-Kare testiyle degerlendirildiginde, hiicre kiiltiiri
tirlerine gore virus izolasyon sonuglari arasinda istatistiki agidan fark tespit edildi
(Tablo 6.6.).

Tablo 6.6. Hiicre kiiltiiri tiirlerine gore virus izolasyon sonuglari.

EPC
pozitif negatif
pozitif 5 (%25) 5 (%25)
BF-2 negatif 0( %0) 10( %50)

Istatistiki acidan fark énemlidir ( P =0,01).
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7. TARTISMA

Gerek diinyada ve gerekse Tiirkiye’de IPNV, VHSV, IHNV ve EHNV
alabaliklarda onemli kayiplara yol acan en Onemli viral ajanlar olarak kabul
edilmektedir. Bu etkenler ayn1 zamanda ekonomik ve ticari 6neme sahip hastaliklar
olarak bilinmektedirler. VHS, IHN ve EHN, OIE (Diinya Hayvan Saghg Orgiitii)
tarafindan ihbar1 mecburi hastaliklar kapsamina alinmistir ve tilkemizde Gida, Tarim
ve Hayvancilik Bakanligi’nin ihbari mecburi hastaliklar listesinde yer almaktadir.
IPNV 2007 yilina kadar ihbar1 mecburi hastalik kapsaminda iken bu tarihte bu
kapsamdan ¢ikarilmistir (19, 264)

VHSYV biitiin diinyada alabaliklarin en 6nemli viral etkenlerinden biri olarak
kabul edilmektedir. Hastaligin Avrupa’da alabalik ciftliklerinde ciddi ekonomik
kayiplara yol a¢tigr bildirilmistir (326). Yapilan gesitli arastirmalarda VHS etkeni
Kuzey Amerika, Asya ve Avrupa’yi da igine alan kuzey yarim kiirede 82 farkli balik
tiiriinde izole edilmis, 17 balik tiiriiniin de deneysel olarak bu virusa duyarli oldugu
goriilmiistiir (269). Deniz ve tatli sularda VHSV bulunmakla birlikte, deniz ve tatli su
formlarinin patojenitesinin farkli oldugu bildirilmistir (326). Biitiin diinyadaki suslar
4 temel genogrup (genogrup I, II, III, IV) i¢inde smiflandirilmistir. Karadeniz’de
VHSYV ilk kez Giircistan’da gokkusag: alabaliklarinda rapor edilmis ve genotip Ie
igerisine yerlestirilmistir (100).

Tiirkiye’de ilk kez Trabzon Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii (SUMAE)
tarafindan {retilen Karadeniz kalkan baligi (Psetta maxima) yavrularinda 2004
yilinda kitlesel oliimler meydana geldi ve enstitli ¢alisanlar1 tarafindan viral bir
hastaliktan stiphelenilmistir. Vaka sonrasi, yavru-anag¢ adayi baliklardan alinan
ornekler Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii’ne teshis i¢in gonderilmistir. Bornova
Enstitiisiince yapilan tetkikler sonucunda, kalkan balig1 yavrularinda 6liimlere yol
acan etkenin VHSV oldugu tespiti yapilmis ve Turbot (Scophthalmus maximus)
tiiriinde ilk izolasyon ve identifikasyon olarak rapor edilmistir (172).

SUMAE’de 2005 yilinda dogal ve kiiltiir kalkan baliklarinda yapilan bir
calismada VHSV BF-2 hiicre hattinda izole edilip, RT-PZR ile identifiye edilmistir.
Bahsedilen c¢alismada, kalkan baliklarindan izole edilen VHSV izolatinin
Giircistan’da alabaliklardan izole edilen VHSV-GE-1,2 izolatina % 98 benzerlik
gosterdigi ve genotip I-e grubunda yer aldigi belirlenmistir. Bu izolatlarla yapilan
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deneysel bir caligmada, Karadeniz kalkan baligi (Psetta maxima) larvalart ve
gokkusagi alabaligi yavrulart VHSV’na immersiyon ve enjeksiyon yontemleriyle
maruz birakilmistir. Calisma sonucunda, VHSV izolatlarinin kalkan baliklar1 i¢in
disiik patojenik, gokkusagi alabaliklar1 i¢in ise apatojenik olduklar1 ortaya
konulmustur (256).

Karadeniz’de 2007-2009 yillar1 arasinda yiiriitiillen baska bir arastirmada, 12
tiir deniz balig1 ve kiiltlir alabaliklarinda VHSV taramasi yapilmis, sadece kalkan
baliklarindan etken izole edilmistir. izole edilen VHS viruslari ile yapilan deneysel
enfeksiyon ¢aligmalarinda virusun alabaliklar i¢in patojenik olmadigi gosterilmistir.
Calisma sonucunda, kalkanlardan elde edilen 5 izolatin genogrup-1 ait oldugu ve
VHSV’nun karadeniz kalkanlarinda endemik oldugu anlasilmistir (153).

Dogu Karadeniz bolgesinde, 2006 ve 2010 yillar1 arasinda yapilan diger bir
calismada, kiiltiir gokkusag alabaliklar1 (O. mykiss) ve dogadan avlanan mezgit (M.
merlangus euxinus) dahil 17 dogal balik tirinde VHSV taramasi yapilmis,
alabaliklarda VHSV’na rastlanmazken, mezgit baliklar1 dahil 12 dogal balik tiiriinde
VHSYV izole edilmistir (12, 13, 260, 261). Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii’niin
yaptig1r taramalarda, 2006 yilinda Bolu’da gokkusagi alabaliklarinda (O. mykiss)
VHSV’nun izole edildigi bildirilmis ise de alman Onlemler sonucu sonraki
taramalarda alabaliklarda etkene rastlanmamistir (173).

Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki alabalik kulugkahanelerinde ve yavru
alabaliklarda yaptigimiz tarama ¢aligmasinda, taranan 20 ¢iftlik ve kiiltiirii yapilan 3
balik tiirtinde (Gokkusagi alabaligi Oncorhynchus mykiss, Karadeniz alabaligi Salmo
trutta labrax ve Kaynak alabaligi Salvelinus fontinalis), VHSV etkenine
rastlanmamistir. Bununla birlikte etkene Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki dogal deniz
baliklarinda rastlanmasi ve virusun boélgedeki dogal balik tiirlerinde endemik olmasi
dikkat cekicidir.

IPN hastaligina ait bulgular Tiirkiye'de ilk kez, ¢esitli klinik belirtiler ve
Olimler goriilen c¢iftliklerden alinan gokkusagi alabaligi organlarindan yapilan
histopatolojik incelemelerde tanimlanmistir (350). Sonraki yillarda degisik
bolgelerden tipik hastalik belirtisi gosteren gokkusagi alabaliklarindan alinan
orneklerde IPNV varligit RT-PZR teknigi ile kanitlanmis ve iilkemizde RT-PZR
teknigi ile yapilan ilk IPNV teshisi olarak rapor edilmistir (60). 2006-2008 yillarinda
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Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesi’nde yapilan calismalarda, IPNV'nun bolgedeki
alabalik ¢iftliklerinde ve deniz kafeslerinde yetistirilen alabaliklarda yaygin olarak
bulundugu bildirilmistir (10, 259, 261). 2010-2011 yillarinda, Tirkiye’nin farkli
bolgelerinde (Dogu, Giineydogu, I¢ Anadolu ve Akdeniz bdlgeleri) bulunan toplam
30 gokkusagi alabaligi ciftliginde yiiriitiilen bir aragtirmada, c¢iftliklerin 17’sinde
(%56,6) IPNV varhig: tespit edilmistir (129). Balik Hastaliklar1 konusunda Ulusal
Referans Laboratuvart olan Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii’niin Viroloji
Boliimii tarafindan 2004-2011 yillarinda yapilan rutin teshis ve epidemiyolojik
tarama ¢alismalar1 sonucunda, IPN virusunun Tiirkiye karasularinda bulunan balik
tirlerinde yaygin olarak bulundugu ortaya konulmustur (173).

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde bulunan toplam 20 alabalik isletmesinde
yiiriitiilen bu ¢alismada, Artvin’de 5 isletmenin 4’ilinde, Rize’de 5 isletmenin 2’sinde,
Trabzon’da 4 isletmenin 2’sinde, Giresun’da 3 isletmenin 1’inde, Ordu’da 1
isletmede IPN virusu saptanirken, Giimiishane ve Bayburt illerinde &rnekleme
yapilan isletmelerde etken tespit edilememistir. Toplam 20 isletmenin 10 tanesinde
(%50), 7 ilin 5’inde (%71,42) IPNV genom varh@ tespit edilmis olup, bolge
alabalik isletmelerinde IPNV prevalansinin yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Bu
calisma ile arastirilan her yas gurubu ve tiim alabalik tiirlerinde (gokkusagi,
karadeniz, kaynak) IPNV varli1 ortaya konulmus bulunulmaktadir . Albayrak ve
arkadaslarmin (10), 2006-2007 yillarinda Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesi’nde
gokkusagi alabaliklarinda yaptigi bir ¢alismada, 9 ilin 4’linde (%44,44) ve 32
isletmenin 10’unda (%31,25) IPNV varlign tespit edilmistir. Ogiit ve arkadaslari
(261), tarafindan Aralik 2006 - Temmuz 2007 yillar1 arasinda Dogu Karadeniz
Bolgesinde bulunan toplam 28 gokkusag alabaligi isletmesinde yapilan baska bir
calismada ise, drnekleme yapilan isletmelerin 15’1 (%53,57) IPNV ile enfekte
bulunmustur. Aym1 bolgede gerceklestirilen bu iki arastirma sonuclar1 yaptigimiz
calisma sonuglarini destekler nitelikte olup, IPNV enfeksiyonlarinin bolge alabalik
isletmelerinde yayginligini ve bu isletmelerde balik oliimlerinden dolayr onemli
ekonomik kayiplara yol agtigini ortaya koymaktadir. Ayrica bu ¢aligmada Karadeniz
bolgesinde kiiltiirii  yapilan Karadeniz alabaligi (Salmo trutta labrax) ve kaynak
alabalig: (Salvelinus fontinalis) tiirlerinde IPNV varligi ilk kez tespit edilmis olup,

daha onceki caligmalarda bolgedeki bu balik tiirlerinden etkenin izole edildigine dair
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bilgiye rastlanmamistir. Artvin ilinde virusun yiiksek oranda izole edilmesinin
(%80), bu ilde kontrolsiiz balik hareketlerinin yogun olmasindan ve baraj
gollerindeki balik kafeslerindeki horizontal bulasmadan kaynaklanabilecegini akla
getirmektedir. Giimiishane ve Bayburt illerinde IPNV varligi tespit edilememistir.
Bu sonucun alinmasinda, 6rnekleme yapilan igletmelerde disaridan kontrolsiiz balik
girisinin ve horizontal bulasmaya mahal verecek deniz/barajlarda balik kafeslerinin
bulunmamasi gibi basit onlemler etkili olmus olabilir.

Yapilan bu ¢alismada IPNV pozitif (10) sonuglarin, 6’s1 gokkusag
alabaliklarindan, 3’ti Karadeniz alabaliklarindan, 1’i kaynak alabaliklarindan elde
edilmistir. De las Heras ve ark.’nin (83), yaptig1 deneysel bir ¢alismada gokkusagi ve
kahverengi alabaliklara (Salmo trutta) IPNV verilmesi sonucunda 15. giinde total
mortalite oranlar1 bu balik tiirlerinde sirastyla %80 ve %85 olarak meydana gelmis
olup, kahverengi alabaliklarinin gokkusag: alabaliklarina gore daha duyarli olduklari
sonucuna varilmistir. Silim ve ark’nin (321), farkli alabalik tiirlerinin IPNV’na olan
duyarliliklarini tespit etmek amaci ile yaptiklar1 deneysel bir ¢aligmada, 5-6 haftalik
kaynak, gokkusagi ve Amerikan gol alabaliklar1 (Salvelinus namcaycush) IPNV’na
immersiyon yontemiyle maruz birakilmis ve 21. giline kadar o6liim olaylar
kaydedilmistir. Calisma sonucunda oOlim oranlar1 kaynak alabaliklarinda %46,
gokkusagi alabaliklarinda %9, Amerikan g6l alabaliklarinda %2,7 olarak
bulunmustur. Ayni ¢aligmada, hastalia karsi kaynak alabaliklarimin gokkusagi
alabaliklarindan daha duyarh olduklar1 saptanmistir (321). Bu calismalarin aksine,
yaptigimiz ¢alismada IPNV’nun tiim isletmelerde gokkusagi alabaliklarinda %30,
Karadeniz alabaliklarinda %15 ve kaynak alabaliklarinda %35 oraninda tespit
edilmesinin sebepleri olarak; her ti¢ balik tiiriiniin tiim isletmelerde esit oranda
yetistirilmemesi, tiirler arasi orneklemelerin esit sayida olmamasi, bolgesel izolat
farklilig1 ve cevresel faktorler gibi unsurlar diistiniilmektedir.

Frantsi ve ark.’nin (116), sicaklik ve yas faktdrlerinin IPNV virulensi iizerine
etkisini arastirdiklar1 deneysel bir ¢alismada; 2 aylik kaynak alabaliklari, 4,5°C,
10°C ve 15°C’de IPN-Pem-P1 susuna maruz birakilmis ve dliim oranlar1 10°C’de %
74, 15°C’de %46 gibi yiiksek, fakat 4,5°C’de son derece diigiik bulunmustur. Yine
ayn1 ¢alismada, 10°C’de 1-6 aylik yaslardaki kaynak alabaliklar1 IPN-Pem-P1 susuna
maruz birakilmis ve mortalite 1 aylik baliklarda %83, 2 aylik baliklarda %74, 4 aylik
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baliklarda % 45 oraninda tespit edilmistir. 6 aylik baliklarda ise kayda deger bir
6liim oran1 bulunmamustir. Dorson ve ark.’nin (96), IPNV’nun Sp susu ile gékkusag
alabaliklarinda yaptiklar1 deneysel enfeksiyonda baliklar 6°C, 10°C ve 16°C’de
etkene maruz birakilmis ve Oliim oranlart izlenmistir. Calisma sonucunda yasin
artmasiyla birlikte enfeksiyonun azaldigi, etkenin 10°C’de pik yaptigi, 6°C ve
16°C’de enfeksiyonun baskilandig1 bildirilmistir. Yaptigimiz bu ¢alismada, IPNV 1-
6 aylik baliklarda %65, 11-12 aylik baliklarda %70 oraninda bulunmustur. Onceki
caligmalar ile ¢elisen bu sonucun, sicaklik dalgalanmalarinin baliklar {izerinde stres
olusturmasindan kaynaklanabilecegini akla getirmektedir. Ancak daha net bir
karsilagtirma yapabilmek i¢in bdlgede izole edilen izolat ile her ii¢ balik tiiriinde
degisik sicakliklar ve yaslarda enfeksiyon denemesi yapilmasi gerekmektedir.

Lorenzen ve ark.’nin (219), degisik hiicre hatlarinin farkli balik viruslarina
kars1 duyarliliklarinin ortaya koyuldugu bir ¢alismada, 3 farkli balik virusu (VHSV,
IHNV ve IPNV), 5 farkli hiicre hattina (CHSE-214, BF-2, EPC, RTG-2 ve FHM)
inokule edilmis ve inokulasyondan belli bir siire sonra hiicre hatlarinda olusan viral
titreler hesaplanmistir. Calisma da, BF-2 ile CHSE-214 hiicre hatlar1 IPNV izolasyon
calismalarinda diger hiicre hatlarindan daha duyarli olarak bulunmustur (Lorenzen
1999). Bu calismada, virus izolasyon sonuglarimiz Lorenzen ve ark.’nin (219),
yaptig1 ¢aligma sonuglart ile uyumlu olarak bulunmustur. 20 alabalik igletmesinden
elde edilen balik 6rneklerinden hazirlanan doku homojenizatlarindan viral etkenleri
izole etmek amaci ile hiicre inokulasyonunda BF-2 ve EPC hiicre hatlan
kullamlmistir. RT-PZR ile IPNV pozitif (10) bulunan &rneklerden yapilan
inokulasyonlarin  tamaminda BF-2 hiicre hattinda sitopatik efekt (CPE)
gozlemlenirken (10/10), EPC hiicre hattinda pozitif oérneklerin %50’°sinde sitopatik
efekt gozlemlendi (5/10). BF-2 ve EPC hiicre hatlar1 arasinda duyarliklik agisindan
istatistiki olarak da bir fark tespit edildi. BF-2 hiicre hattinin EPC hiicre hattindan
daha duyarli oldugu bulundu. Bunula birlikte hiicreler CPE goriilmesi yoniinden
karsilastirilmis olup viral titreler hesaplanmamistir. Calismada, viral titrenin
hesaplanmas1 yolu ile iki hiicre arasindaki duyarlilik farkinin daha net ortaya
konulacaginin kanaatindeyiz.

Lopez-Lastra ve ark.’nin (218), yaptiklari bir ¢alismada gelistirdikleri RT-PZR

metodunun, IPNV ile enfekte balik ve hiicre hatlarindan viral etkenin tespitindeki
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duyarliligini arastirmiglardir. Metodun 1 pg purifiye viral RNA’y1 teshis edebilecek
kadar hassas oldugunu ve hiicre kiiltiiriine gerek kalmadan etkeni direkt olarak
dokulardan tespit edebilecegini bildirmislerdir. Blake ve ark.’nin (43), yiiriittiikleri
bir  arastirmada, etkeni teshis edebilmek igin yeni bir RT-PZR modeli
gelistirmislerdir ve teste 4 farkli primer seti kullanmiglardir. 174 bp bant veren ve
virusun NS-VP3 proteinlerini kodlayan bolgeden elde primerin IPNV’nun tiim
serotiplerini identifiye edebildigini bildirmislerdir. Gelistirilen RT-PZR metodunun
hassasiyeti 10° PFU/ml gibi yiiksek bulunmustur. Wang ve ark.’nin (366), IPN
virlisiinii tespit etmek igin yaptiklar1 bir ¢alismada tek tiip kesintisiz RT-PZR
yontemini 15 fg virus partikiiliinii teshis edebilecek kadar hassas bulmuslardir.
Taksdal ve ark.’nin (347), RT-PZR ile virus izolasyon sonuglarini karsilastirdiklar
bir ¢alismada, 25 6rnek grubunun 8’inde (%32) RT-PZR ile IPNV yoniinden
pozitiflik bulunurken, hiicre kiiltiirlerinde higbir pozitiflik elde edilememistir.
Yapmis oldugumuz calismada, IPNV’nu teshis etmek igin yiiksek hassasiyet ve
zaman tasarrufu gibi avantajlarindan dolayr RT-PZR yontemi kullanilmis ve test 174
bp’lik bant veren primer seti kullanilarak gerceklestirilmistir. 20 isletmenin 10°u bu
yontemle IPNV genom varligi pozitif bulunmustur. Ayrica RT-PZR pozitif
orneklerden hiicre Kkiiltlirlerine inokulasyon yapilmasi sonucunda, BF-2 hiicre
hatlarinda virus izolasyon sonuglari ile RT-PZR sonuglarmmin birebir uyustugu
gbzlemlenmistir. Fakat kullanilan hiicre kiiltiirii ve RT-PZR testi minimum teshis
limitleri hesaplanmamugtir.

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde 20 alabalik isletmesinde bazi viral etkenlerin
arastinldig1 bu calismada, hicbir isletmede ITHNV ve EHNV genom varlig: tespit
edilememistir. Bolgede, daha 6nce Ogiit ve ark.’nin (261), Albayrak ve ark.’nin (10)
yaptiklari taramalarda IHNV nun varlig1 tespit edilememistir. Yaptigimiz ¢alismanin
bulgular1 bu ¢alismalar1 dogrular nitelikte olup, 6nceki calismalarda bolgede EHNV
taramasi yapildigima dair bir bulguya rastlanmamistir. Bu iki virusun Avrupa ve
Amerika’da yaygin olmasindan dolayr yurtdisindan yapilan balik ile yumurta
alimlarinda dikkatli olunmasi, hastaliktan ari isletmelerin se¢ilmesi ve alinan balik ile
yumurtanin belli bir siire karantina altinda tutulmasi gerekmektedir. Bahsedilen
tedbirlerin, bu hastaliklarin iilkemize girisinin engellenmesi bakimindan son derece

onemli olduklarini diistinmekteyiz.
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8. SONUC VE ONERILER

Dogu Karadeniz Bolgesindeki Alabalik Kuluckahanelerinde ve Yavru
Alabaliklarda Bazi Viral Etkenlerin Arastirilmasi baslikli bu ¢alismamizda, bolgede
Artvin, Rize, Trabzon, Giresun, Ordu, Giimiishane ve Bayburt illerinde
kulugkahanesi bulunan toplam 20 alabalik ciftliginde yetistirilen 3 ayr1 alabalik
tirinden (gokkusagi, karadeniz ve kaynak alabaligl) yapilan toplam 2100
orneklemede VHSV, IHNV, IPNV ve EHNV etkenlerinin varlig1 hiicre kiiltiirii ve
RT-PZR yontemiyle arastirilmistir.

Isletmelerde VHSV, IHNV ve EHNV varlig1 genom varlig1 tespit edilemezken,
20 isletmenin 10’unda (%50) IPNV genom varlig1 tespit edildi. Orneklerden, énce
RT-PZR ile virus varh@ saptamip, IPNV pozitif dokulardan BF-2 ve EPC hiicre
hatlarina inokulasyon yapilip, CPE olusumu bakimindan gézlemlendi. BF-2 hiicre
hattinda tiim pozitif 6rneklerde CPE tespit edilirken, EPC hiicre hattinda 10 pozitif
ornegin 5’inde CPE belirlendi ve BF-2 hiicre hattinin, IPNV izolasyon
caligmalarinda EPC hiicre hattina gére daha duyarli oldugu saptandi. Elde edilen
bulgular, RT-PZR ile virus izolasyon sonuglari arasinda birebir uyum oldugunu
gosterdi. Bu calismada, RT-PZR’nun balik dokularinda IPNV varliginin ortaya
konulmasinda hizli, giivenilir sonu¢ vermesi bakimindan tercih edilmesi gereken bir
teknik oldugu kanisina varilmistir. Etken, arastirilan 20 alabalik isletmesinin 6’sinda
gokkusagi alabaliklarindan, 3’linde Karadeniz alabaliklarindan izole edilirken bir
isletmede kaynak alabalifindan izole edildi. IPNV nun iller arasindaki dagilimi ise
istatistiki olarak Onemsiz bulundu. Etkenin baliklarin yaslarima gore dagiliminda,
viriis 1-6 aylik baliklarda ortalama %65 oraninda tespit edilirken, 11-12 aylik
baliklarda %70 oraninda tespit edildi.

IPN etkeninin isletmelere bulasmasindaki en 6nemli faktorler, deniz kafesleri-
baraj golii kafesleri ve isletme arasindaki balik transfer dongiisii olarak
gbozlemlenmistir. Hasat doneminde deniz ve baraj gollerindeki kafeslerde
satilamayan baliklarin tekrar isletmeye transferi hastalifin tasinmasinda ¢ok
onemlidir. Bazi igletmelerin damizlik balik stoklarimi da belirli donemlerde baraj
golleri ile denizdeki kafeslerine transfer etmesi, ergin baliklarin hastalik belirtisi
gostermeden tasiyict olmasina ve akarsulardaki tesislere tasindiklarinda horizontal

yolla hastaligin diger baliklara bulagsmasina neden oldugu diisiiniilmektedir. Calisilan
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isletmelerde viriisiin bu kadar yaygin bulunmasinda, isletmeler arasinda kontrolsiiz
yumurta, yavru ve anag¢ transferlerinin olmasi, iilkenin her yerinden bolgeye yavru
getirilmesi, ayn1 zamanda bu bolgeden de disariya transferler yapilmasinin da roli
bulunmaktadir.

Viral etkenlerin bolgede varligi ile yayilimmi azaltmak i¢in; gerekli yasal
mevzuat hazirlanarak deniz ve barajlardaki kafesler ile ciftlikler arasindaki balik
transferi dongiisiiniin ortadan kaldirilmasi, isletmeler arasindaki kontrolsiiz yavru,
yumurta ve balik transferlerinin engellenmesi, hastaliktan ari isletmeler kurulmasi ve
canlt materyal teminin bu igletmelerden yapilmasi, enfekte ciftliklerin yeniden
stoklandirilmasi, isletmelere yumurta ve ekipman dezenfeksiyonu egitimi verilmesi,
periyodik olarak tarama faaliyetlerinin yapilmasi, viral etkenlerin akarsu ve
denizlerdeki dogal baliklarda yayiliminin belirlenip elde edilen suslarin kiiltiiri
yapilan baliklar lizerindeki patojenitesinin arastirilmasi, orta ve uzun vadede asi

gelistirme ¢aligmalarinin yapilmasi gerekmektedir.
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