-

o
%

5

o) —(;_,(‘Q/
> ~—

Mayis DN

ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
VETERINERLIK VIROLOJI ANABILIM DALI

VIRAL HEMORAJIK SEPTISEMi VIRUSUNUN (VHSV)
FENOTIiPiK KARAKTERININ VIRULANS UZERINE
ETKiSININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

Yasemin GICEK

Samsun
Ocak-2018






o
%

&

o_c}&
> ~— o

Mayis OW

ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
VETERINERLIK VIROLOJI ANABILIM DALI

VIRAL HEMORAJIK SEPTISEMi VIRUSUNUN (VHSV)
FENOTIPIK KARAKTERININ VIRULANS UZERINE
ETKISININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi
Yasemin CiCEK

DANISMAN
Prof. Dr. Harun ALBAYRAK

Samsun
Ocak-2018



T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Yasemin CICEK tarafindan Prof. Dr. Harun ALBAYRAK Danismanliginda hazirlanan
“Viral Hemorajik Septisemi Viriisiiniin (VHSV) Fenotipik Karakterinin Virulans
Uzerine Etkisinin Arastirilmas1” bu ¢alisma jiirimiz tarafindan 09/01/2018 tarihinde
yapilan sinav ile Veterinerlik Viroloji Anabilim Dalinda YUKSEK LISANS Tezi olarak
kabul edilmistir.

Baskan : Prof. Dr. Semra GUMUSOVA, Ondokuz Mayis Universitesi

Uye : Prof. Dr. Harun ALBAYRAK, Ondokuz Mayis Universitesi

Uye : Yard. Dog. Dr. Hakan ISIDAN, Cumhuriyet Universitesi

ONAY:

Bu tez, Enstitii Yonetim Kurulunca belirlenen ve yukarida adlar1 yazili jiiri
tiyeleri tarafindan uygun goriilmistiir.

....[01 /2018

Prof. Dr. Ahmet UZUN
Saghk Bilimleri Enstitiisii Miidiirii



TESEKKUR

Bilgi ve destegiyle yiiksek lisans egitiminin tamamlanmasini saglayan danisman
hocam Prof. Dr. Harun ALBAYRAK’a, Anadilim Dali Baskani Prof. Dr. Semra
GUMUSOVA’ya, degerli hocam Prof. Dr. Zafer YAZICI’ya, laboratuvar
calismalarinda emegi gecen Ciineyt TAMER, Hasan Sercan PALANCI, Sermin
ONKOL ve Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii Viroloji béliimiiniin degerli calisanlari
Abdullah CAVUNT, Emre OZAN, Hamza KADI’ya tesekkiir ederim. Emegin, birlikte
calisarak basariya doniismesini saglayan tiim c¢alisma arkadaslarima ve aileme
sevgilerimi sunarim.

Bu c¢alisma, PYO.VET.1904.17.009 proje numarast ile Ondokuz Mayis
Universitesi Bilimsel ~Arastirma  Projeleri Komisyonu Bagkanligi tarafindan

desteklenmistir.



OZET
VIRAL HEMORAJIK SEPTISEMI VIRUSUNUN (VHSV) FENOTIPiK
KARAKTERININ VIRULANS UZERINE ETKIiSININ ARASTIRILMASI
Amac: Viral Hemorajik Septisemi Virusu (Piscine novirhabdovirus), deniz ve tatli su
baliklarinda enfeksiyonlara neden olan virustur. Bu calismada; Tiirkiye’de tathi suda
(Gokkusagi alabaligl) ve denizde (Kalkan baligl) yasayan baliklardan izole edilen
Bolu\06 ile TR-WS13G adli iki VHSV izolatinin farkli fenotiplerinin gokkusagi
alabaliklarindaki (Oncorhynchus mykiss) klinik bulgular, mortalite orani ve patojenitesi
lizerine etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.
Materyal ve Metot: Bu calismada; Bolu/06 ve TR-WS13G VHSV izolatlar1 plak
saflastirma yontemiyle saflastirildi. Test sonunda her iki izolata ait dar ve genis plak
olusturan 4 farkl saflastirilmis izolat 60-100 g agirhigindaki gokkusagi alabaliklarina
intraperitonal olarak verilerek deneysel enfeksiyon olusturuldu. Deneysel enfeksiyon
sirasinda dlen veya deneme sonucunda oldiiriilen baliklarda realtime PCR metodu ile
VHSYV viral niikleik asit varlig1 ve miktar1 aragtirildi.
Bulgular:Deneysel enfeksiyon sonucunda mortalite orani; kontrol grubunda %3,33,
Bolu/06 dar plak izolat grubunda % 43,3, Bolu/06 genis plak izolat grubunda %20, TR-
WS13G dar plak izolat grubunda %33,3, TR-WS13G genis plak izolat grubunda %14,8
olarak tespit edildi. rRT PCR testi sonucunda Olen\Gldiiriilen balik 6rneklerinde
7,33x10%-1,67x10%/ul arasinda viral kopya sayist tespit edildi. Balik organ 6rneklerinde
en yogun Cr degeri 28,35 olarak kaydedildi. Hastaligin acik klinik belirtileri enfekte
edilme sonucu 6len baliklarin tamaminda gbzlemlendi.
Sonug¢: Fenotipik karakter olarak genis ve dar plak olusturan hem tathi su izolati
Bolu/06 hem de deniz izolatt TR-WS13G’nin dar plak ¢apina sahip izolatlarinin genis
plak olusturan izolatlarindan daha yiiksek mortaliteye neden oldugu, gokkusagi
alabaliklarindan izole edilen tatli su izolati Bolu/06’nin kalkan baligindan izole edilen
deniz izolatt TR-WS13G’den daha patojen oldugu ortaya konulmustur. Bu sonugcla;
fenotipik karakterin virulans tiizerinde 6nemli diizeyde etkili oldugu gdsterilmistir.
Anahtar Kelimeler: Plak Test; rRT PCR; Viral Hemorajik Septisemi Virusu;
Gokkusagi alabaligi
Yasemin CICEK Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Ocak-2018



ABSTRACT

RESEARCH OF THE VIRAL HEMORRHAGIC SEPTISEMIA VIRUS
(VHSV) PHENOTYPIC CHARACTERISTICS EFFECT ON VIRULENCE
Aim: Viral Hemorrhagic Septicemia Virus (Piscine novirhabdovirus) is a virus that
causes infection in various marine and freshwater fish. It was aimed to determine the
effect of different phenotypes of two VHSV isolates, Bolu\06 and TR-WS13G, isolated
from fish living in freshwater (rainbow trout) and sea (turbot) in Turkey, on clinical
findings, mortality rate and pathogenicity in Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).
Material and Method: In this study, Bolu/06 and TR-WS13G VHSYV isolates were
purified by plaque purification method. At the end of the test, 4 different purified
isolates, which form wide-narrow plaques of both isolates, were given intraperitoneally
to rainbow trout weighing 60-100 g and experimental infection was performed. VHSV
viral nucleic acid presence and quantity were investigated by realtime PCR method in
dead or killed fish during experimental infection.
Results: Mortality rate due to experimental infection were detected as; %3.33 for
control group; %43.3 for Bolu/06 narrow isolates group, %20 for Bolu/06 wide isolates
group, %33.3 for TR-SW-13 narrow isolates group; and %14.8 for TR-SW-13 wide
isolates group. The number of viral copies in the fish samples (dead/killed) were found
to be 7.33x104-1.67x102/ul by rRT-PCR. The most intensive CT value in the fish organ
samples was recorded as 28.35. The clinical symptoms of the disease were observed in
all of the fish that died as a result of infection.
Conclusion: The phenotypic character of the wide narrow- plaque forming isolates
freshwater isolation Bolu / 06 and marine isolation TR-WS13G, have a higher mortality
rate than wide plaque-forming isolates of narrow-plate isolates. Freshwater isolation
from rainbow trout isolation Bolu/06 more pathogenic than turbot isolated from marine
isolate TR-WSI13G. This result showed phenotypic character has been shown to be
significantly effective on virulence.
Keywords: Plaque Test; rRT PCR; Viral Hemorrhagic Septicemia Virus; Rainbow

Trout

Yasemin CICEK, Master Thesis

Ondokuz Mayis University-Samsun, January-2018
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1.GIRIS

Viral hemorajik septisemi virusu (VHSV; Piscine novirhabdovirus) (ICTV,
2016) Rhabdoviridae ailesi Novirhabdoviridae cinsine aittir. Viral hemorajik septisemi
hastalig1 bircok deniz ve tatli su balik tiirlerinde goriilen sistemik bir enfeksiyondur.
Ozellikle yavru baliklar enfeksiyona duyarlidir. Hastalik Avrupa’da ilk kez 1938°de
ortaya ¢ikmis, tanimlanmasi ise 1963 yilinda yapilmistir (Skall ve ark., 2005). Virusun
konaga girisi genellikle baligin ylizge¢ bolgesidir. Bulasma ¢ogunlukla kronik olarak
enfekte baliklarin virusu viicut sivilariyla yaymasi ile olmaktadir. Akut enfeksiyon
semptomlart uyusukluk, sarmal ylizme bigimi, koyulagmis viicut rengi, soluk
solungaglar, ekzoftalmi ve ylizge¢ kanamalar1 ile karakterizedir. Virus, genellikle
kaslar ve i¢ organlarda endoteliyal kan damarlarini hedef alir. Bu bdlgelerde petesiyal
ya da ekimatdz hemorajiler olusturur (Skall ve ark., 2005; Pham ve ark., 2013; OIE,
2017).

Teshis yontemi olarak genellikle serolojik testlerden ve molekiiler
yontemlerden yararlanilir. Serolojik testlerin bir ¢ok avantaji vardir. Ozellikle su
sicakliginin yiiksek oldugu, endemik enfekte popiilasyonlarda klinik semptom
gozlenmedigi ve hiicre kiiltiirlinde izolasyon yapilamadigi durumlarda oldukca
avantajhidir. Serolojik testlerin dezavantaji ise Ozellikle diisiik su sicakliginda,
enfeksiyondan sonra baliklarda antikor yanitin yavas gelismesi sonucu spesifik
antikorlarin tespitinin gii¢ olmasidir (Schyth ve ark,2012).

Virusun dort genotipi vardir. Bu gesitlilik cografik dagilim ile paralelik
gostermektedir. Dort genotipten {icii, tatlisu ortamlarinda goékkusagi alabaliginda
(Oncorhynchus mykiss) enfeksiyona neden olan virusun kaynagi olarak diisiiniilen,
deniz baliklarinda goriiliir (Bowen, 2011). Plak notralizasyon testi sonuglarina gore de 3
serotipi mevcuttur; tip 1 F1 zinciri (izolasyonu Danimarka’da yapilmistir), tip 2
Hededam (izolasyonu Danimarka gokkusagi alabaliklarinda yapilmistir) ve tip 3 (Fransa
kahverengi alabaliklarindan izole edilmistir) (Gadd, 2013).

Bu c¢alismada; Tiirkiye’de tatli suda (gokkusagi alabaligi) ve denizde (kalkan
baligl) yasayan baliklardan izole edilen Bolu/06 ile TR-WS13G adlhi iki VHSV
izolatinin farkli fenotiplerinin gokkusagi alabaliklarindaki (Oncorhynchus mykiss)
klinik bulgular, mortalite oran1 ve patojenitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Viral Hemorajik Septisemi Hastahgi

2.1.1.Tanim

Viral hemorajik septisemi, viral hemorajik septisemi virusunun (VHSV) neden
oldugu, cesitli deniz ve tatli su baliklarinda goriilen sistemik bir enfeksiyondur.
Enfeksiyon, her yastaki baliklarda ortaya cikabilir. Ozellikle yavru ve geng baliklarda
onemli mortaliteye neden olur; hayatta kalan baliklar ise asemptomatik, idrar, semen ve
yumurta ylizeyi ile virus bulastiran tasiyict olurlar (Skall ve ark.,2005; Bowen, 2011;
Purcell ve ark., 2012).

Akut, kronik ve subklinik enfeksiyon tiirleri vardir. Gokkusagi alabaligindaki
(Oncorhynchus mykiss) akut enfeksiyonlar, ilk semptomlar 30 giin i¢inde ortaya ¢ikar
ve uyusukluk, sarmal yiizme bi¢imi, koyulagmis viicut rengi, soluk solungaglar,
ekzoftalmi ve yiizge¢ kanamalari ile karakterizedir. Mortalite genellikle geng baliklarda
% 100’e ulagabilir. Subklinik ve kronik olarak enfekte olan baliklarda gozle goriiliir
belirti olmasa da, beyinde tropizm, anormal yiizme davranisiyla ortaya g¢ikan sinir

sekliyle de sonuglanabilir (Bowen, 2011; Kim ve Faisal, 2011; Gadd, 2013; OIE, 2017).

2.1.1. Tarihge

Hastaligi ilk kez 1938’de Schaperclaus, Danimarka gokkusagi alabalik
ciftliklerinde "Bulasici Bobrek Sismesi ve Karaciger Dejenerasyonu" olarak
tanimlamustir. Schaperclaus, hastaliin bakteri igermeyen doku homojenat filtratlar
kullanilarak baliklara yayildigini tespit ettigi icin viral bir etken olabilecegini
diistinmiistiir. 1963 yilinda, ilk raporun yayinlanmasindan yaklasik otuz yil sonra, viral
etiyolog Jensen tarafindan virus, gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss)
gonad hiicre dizisi RTG-2 (Rainbow Trout Gonad ) hiicre hattindan izole edip "Egtved"
virusu olarak tanimlamistir (Skall ve ark., 2005). Bu terminoloji, 2000 yilinda
Uluslararas1 Virus Taksonomisi Komitesi tarafindan virusun adinin VHSV (Viral
hemorajik septisemi virusu) olarak degistirmesine kadar kullanmilmistir. Virus, 2016
yilinda aym1 komite tarafindan Piscine novirhabdovirus olarak tekrar tanimlanmistir
(ICTV, 2016 ).

Virus daha sonra Fransa, italya ve Polonya gibi diger Avrupa iilkelerinde de

izole edilmistir. 1970°1i yillarda yayginlasan bu hastaliga karsi arastirmacilar, virusun
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biyolojik ve biyofiziksel 6zelliklerini tanimlamak ve agiklamak igin gesitli ¢aligmalar
yapmistir. Yapilan serolojik arastirmalar sonucunda, iki farkli VHSV susunun varligi
kanitlamig; ancak daha sonra kahverengi alabaliklardan (Salmo trutta L.) tgiincii bir
susun varligini ortaya koyulmustur (Kinkelin ve Berre, 1977).

Virusun, yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliklarinda kitlesel Slimlerden
sorumlu oldugunun kesfedilmesi sonrasinda virusun karakterize edilmesi ve duyarli

teshis metotlarmin gelistirilmesine yol agmustir (Kim ve Faisal, 2011).

2.1.3. Etiyoloji

Rhabdoviridae ailesi, memeliler, kuslar, baliklar, bocekler ve bitki de dahil
birgok konakgiya bulasan onsekiz cins virusu kapsar. Rhabdoviridae ailesi, kuduz,
vezikiiler stomatit, sigir ephemeral fever virusu ve bazi énemli balik rhabdoviruslarini
da kapsayan bir¢ok 6nemli hayvan ve insan patojenlerini i¢erir. Son zamanlarda, Kongo
Demokratik Cumhuriyeti’nde yeni bir rhabdovirus olan Bas-Congo virusu (BASV)
tespit edilmis olup, insanlardaki akut hemorajik atesle potansiyel olarak yakinlik
gostermesi agisindan Rhabdoviridae ailesinin ilk 6rnegi olmustur. BASV’nin
tanimlanmasi ile rhabdoviruslarin klinik ve halk saglig1 lizerinde 6nemi artmig ve bu
aileye ait viruslarin karakterizasyonu hiz kazanmistir (McAllister ve ark., 2014).
Rhabdoviridae ailesinde hayvansal viruslar1 igeren ondort cins vardir; Ephemerovirus,
Lyssavirus, Nucleorhabdovirus, Vesiculovirus, Perhabdovirus, Sigmavirus, Sprivivirus,
Tupavirus, Hapavirus, Ledantevirus, Sripuvirus, Tibrovirus, Almendravirus ve
Novirhabdovirus cinsidir. Bitkileri enfekte eden viruslar1 ise; Dichorhavirus,
Varicosavirus, Cytorhabdovirus ve Nucleorhabdovirus cinsidir. Novirhabdovirus cinsi,
onemli balik patojenleri olan Piscine novirhabdovirus, Hirame novirhabdovirus,

Snakehead novirhabdovirus ve Salmonid novirhabdovirus’leri icerir (ICTV, 2016).
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Sekil 1.Rhabdoviridae ailesi (ICTV, 2016).



Rhabdovirus virionlari, yaklagik 45-100 nanometre (nm) ¢apinda ve 100-430
nm uzunlugundadir ve 5-10 nm uzunlugunda glikoprotein peplomer iceren bir zarf ile
cevrili, helezonik sarili silindirik niikleokapsitten olusur. Genom, 11-15 kilo baz (kb)
boyutunda dogrusal, negatif polariteli, tek sarmalli RNA molekiiliidiir. Rhabdoviruslar,
1siya ve ultraviyole 1sigina karst duyarlidir. Kuduz ve vezikiiler stomatit Vviruslari,
deterjan bazli dezenfektanlar tarafindan kolaylikla etkisiz hale getirilir. Canli balik
yumurtalarinin yiizeyinde meydana gelen balik rhabdoviruslarinin etkisini azaltmak
veya ortadan kaldirmak igin iyot igeren preparatlar dezenfektan olarak uygulanirlar

(Bowen, 2011; OIE, 2017).
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Sekil 2.Rhabdovirusun sematize goriintiisii (Fauquet ve ark.’dan, 2005)

Novirhabdovirus cinsinin tim tdyeleri balik patojenleridir. Hirame
novirhabdovirus  (HIRVV), Snakehead novirhabdovirus (SHRV), Piscine
novirhabdovirus (VHSV; Viral hemorajik septisemi virusu), Salmonid novirhabdovirus
(IHNV; Enfeksiyoz hematopoietik nekroz virusu), Spring viremia of carp virus (SVCV;
Sazanlarin bahar viremisi) olmak iizere bes 6nemli tiirii vardir (ICTV, 2016). Balik
viruslarinin optimal replikasyon sicakligi 12-25°C arasi olup, 20-30°C’nin iizerindeki
sicakliklarda inaktive gosterdigi bildirilmistir. Balik rhabdoviruslar zoonotik degildirler
(Gadd, 2013).



Virusun gen dizilimi 3’-N(niikleoprotein)-P(polimeraz bagimli fosfoprotein)-
M(matrix)-G(glikoprotein)-L(RNA  bagimli  polimeraz)-5’seklindedir. N, viral
nukleokapsit’in ana bilesenini kodlayan niikleoprotein genidir. P, viral polimerazin bir
ko-faktoriidiir. M, niikleokapsite ve glikoproteinin sitoplazmik alanina baglanarak
virionun tomurcuklanmasini kolaylastiran i¢ virion proteinidir. G, virion yiizeyindeki
trimerleri olusturan glikoproteindir ve as1 kaynakli bagisikligin hedefi olan nétralize
edici epitoplar igerir. L, transkripsiyon ve RNA replikasyonunda islev géren RNA’ya
bagli RNA polimerazdir.
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Sekil 3. VHSV genom dizilimi (Schutze ve ark.’dan 1999)

Novirhabdovirus olan VHSV, IHNV’nin disinda, diger rhabdoviruslara goére
yapisal olmayan glikoprotein (G) ve polimeraz (L) geni arasinda NV (protein nonvirion)
geni bulunmaktadir. Virionlar ayrica lipid igerir, bilesimleri konak hiicre
membranlarinin bilesimini yansitir ve karbonhidratlar1 glikoproteinde yan zincirler
olarak gosterir (Schutze ve ark., 1999).

Virusun replikasyonu; virusun konakgr hiicrelere girisi, hiicre yiizeyindeki
reseptorlere tutunarak endositoz yolu ile olur. Reseptdr tanimlama ve konak hiicreye
giristen viral glikoprotein G sorumludur. Viral niikleokapsit sitoplazmaya birakilir ve
replikasyon gergeklesir. Proliferasyon once viral polimeraz araciligiyla genomik
RNA’dan haberci RNA (mRNA) transkripsiyonunu igerir. Daha sonra viral genler

sentezlenir. Viral genomik RNA ve yeni genom replikasyonu ile tamamlanir.
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Sekil 4. Rhabdovirus’un replikasyon sikliisti (Flood’dan, 2013)

Replikasyona ugrayan virusun enfeksiyozitesini morfolojik olarak belirleyen
cesitli testler vardir. Bu ¢alismada kullanilacak olan plak testi bunlardan biridir. Plak
testi virusun saflastirilmasini ve klonlanmasimi kolaylastirir (Herzog ve ark., 2008).
Enfekte olmus hiicrelerde replikasyon-liziz enfeksiyon dongiisiiyle beraber giderek
belirginlesen ayr1 plaklar olusur. Test genellikle, hiicrelerde enfekte olma ve
replikasyon yetenegini koruyan viruslarin nicel olarak sayisini bilmek agisindan
faydalidir (Dobos, 1976; Burke ve Mulcahy, 1980; Escobar-Herrera, 2007).

Plak kantifikasyonu i¢in kaplama materyali olarak diisiik viskoziteli, sodyum
karboksimetilseliiloz ile muamele edilmis, su igerisinde kolayca dagilan bir madde olan
Avicel’in kullanimi, plak saflagtirmasi i¢in agaroz kaplamalar daha ¢ok tercih edilir.
Agaroz kaplamalar yiiksek 1siya toleransi olan tiirlerde daha c¢ok tercih edilirken, 1s1ya
duyarli olan VHS virus hiicre hatlar1 igin diisiik 1sida dahi kullanilabilen kaplamalar
tercih edilebilir (Matrosovich ve ark., 2006; Herzog, 2008).

2.1.4. Epidemiyoloji
Uzun yillar yapilan filogenetik analizler sonucu yiiksek virulans gosteren

tathisu alabaliklarinin VHSV izolatlari, yabani alabaliklarin VHSV izolatlarindan




evrimlestigi ortaya konulmustur. Buna bagli olarak deniz baliklari ve tatli su alabalik
ciftliklerinin VHSV izolatlar ¢ok farkli virulans 6zellikleri gostermektedir. Deniz baligi
tirlerinden elde edilen izolatlar gokkusagi alabaliginda ¢ok diisiik oranlarda 6liime
neden olurken, tathi su alabalik ciftliklerinin gokkusagi alabaligi izolatlari, yiiksek
oranlarda oliimle sonuglanabilmektedir (Einer-Jensen ve ark., 2014).

Tanimlanan genetik gruplandirma nétralize edici G ve N genleri dikkate
alimarak serotiplendirme yapilmakta, cografi bolgeler bazinda bu gruplandirma
paralellik gostermektedir (Nishizawa ve ark., 2006; Schonherz ve ark., 2013). Bazi
caligmalara gore serotip gibi fenotipik oOzelliklere dayali epidemiyolojik analizin
yaniltict olabilecegi One siiriilmiistiir. Filogenetik c¢aligsmalar ise VHSV’nin olasi
niikleotid degistirme oranina dayanir. 2004 yilinda yapilan bir ¢caligmada yetistiriciligi
yapilan tatlisu baliklarinda VHSV’nin G geninde gozlenen niikleotid degistirme hizi,
denizde yasayan balik tiirlerine gore yaklasik 2-5 kat daha hizli oldugu bulunmustur
(Einer-Jensen ve ark., 2004). Filogenetik ¢alismalarin sonucunda yaklasik 60 yi1l 6nce
deniz ortaminda bulunan VHSV genotip I’in Avrupa tatli su izolatlarmnin orijinal
rezervuari oldugu gosterilmistir (Einer-Jensen ve ark., 2014; Schonherz ve ark., 2013).

Virusun Danimarka’da, yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliklarinda
salginlara neden oldugu belirlenmis ve VHSV’nin ilk izolasyonu 1962 yilinda
yapilmistir. 1965 yilinda ise eradikasyon calismalari baslatilmistir. Ilk izolasyon ve
tanimlamadan sonra virus, diger Avrupa iilkelerinde (Avusturya, Belgika, Fransa,
Almanya, italya ve Hollanda) de bildirilmistir (Olesen, 1998). VHSV nin yeni cografi
bolgelerde izolasyonu, virusun yeni ekolojik alanlara yayilmasini veya daha Once
kesfedilmemis virus popiilasyonlarinin olabilecegi i¢in ¢alismalar bu donemde hiz
kazanmustir (Einer-Jensen ve ark., 2004).

VHSV’nin, genetik olarak dort genogrubunun (I-IV) oldugu kabul
edilmektedir. Genotip I’in olduk¢a genis bir alana yayildigi (Baltik Denizi, Finlandiya
Korfezi, Karadeniz, Japonya gibi) ve tiim tatli su izolatlarimin bu grupta oldugu
bilinmektedir. Genotip II sadece Baltik Denizi olarak adlandirilan dar bir bolgedeki
baliklardan izole edilmistir. Genotip III, Ingiltere’nin ve irlanda’nin Kuzey Denizi’nin
kiy1 sularindan elde edilen izolatlardan ve Kuzey Fransa’da yilan baligi kaynakli bir

izolat1 igermektedir. Genotip III, Kuzey Denizi, Skagerrak ve Kattegat’tan izole



edilmistir. Genotip IV genogrubu, Kuzey Amerika, Japonya, Kore’nin Pasifik
kiyilarindan izole edilmistir (Einer-Jensen ve ark., 2004; He ve ark., 2014; OIE, 2017).
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Sekil 5. VHSV genotiplerinin diinyada yayilis1 (He ve ark.’dan, 2014)

2014-2015 yillarinda Iran’da yapilan bir ¢alismada tatli su baliklarinda Genotip
I izole edilmigtir. Iran balikgilik orgiitiine gore alabalik ciftliklerinin ¢ogu Avrupa
iilkesinden bu yillarda gozlii yumurta ithal etmistir. Idrar ve iireme sivilariyla sacilan
virus goz oniine alindiginda bu ¢alismada izole edilen VHSV’nin ithal yumurta ile
horizontal olarak non-epidemik bir bolgeye tasinmis oldugu kanitlanmistir
(Ahmadivanda ve ark., 2016).

Genogrup I’in, filogenetik olarak bes alt tipi (Ia, Ib, Ic, Id ve Ie) mevcuttur.
Avrupa’da gokkusag alabalig ¢iftliklerinde salginlara neden olan VHSV’nin neredeyse
tim izolatlari, Ia ve Ic alttipidir (Canoa ve ark., 2016). Gokkusagi alabaliklarinda
oldukca patojen olmasina ragmen deniz tiirlerinde patojenitesi oldukca diisiik veya
yoktur. Genotip Ib izolatlar1 genellikle denizdeki balik tiirlerini enfekte eder (Schonherz
ve ark., 2013). Ancak gokkusagi alabaliklarinda da onemli Ol¢lide Oliimlere neden
oldugu bildirilmistir. Genotip Ie izolatlar1 Giircistan ve Tiirkiye’de tatlisu ve deniz
cevresinden elde edilmistir (Kalayci ve ark., 2006; Nishizawa ve ark., 2006; Altuntas
ve Ogut, 2010; Isidan ve Bolat, 2011; Kalayc1 ve ark., 2012).



Genogrup 1V, {i¢ alt tipte (IV a-c) tanimlanmistir. I[Va, Kuzey Amerika ve
Asya’da deniz ve yabani balik popiilasyonlarinda bildirilmistir. ilk kez 1988 yilinda
chinook (Oncorhynchus tshawytscha) ve coho somon (Oncorhynchus kisutch)
baliklarindan izole edilmistir. Virus, pasifik ringa baliginda (Clupea pallasii) olduk¢a
yiikksek mortalite gosterirken gokkusagi alabaligina karsi diisiikk patojeniteye sahiptir.
Kuzey Amerika’daki tatli su ve denizde bulunan Genogrup IVb izolatlari, birgok balik
tirtinde biiyiik 6lgekli epidemilere neden olmasina karsin gokkusagi alabaliklarinda
fazla etkili olmamistir. Genotip [Vc, Kuzey Amerika’nin Atlantik kiyr bolgesinden
baliklardan izole edilmistir (Campbell ve ark., 2011; Pham ve ark., 2013; Schonherz ve
ark., 2013; Ahmadivanda ve ark., 2016).

OIE verilerine gore rezervuar olabilecek balik tiirleri asagidaki tabloda

verilmistir.

Tablo 1.VHSV’ye duyarli balik tiirleri (OIE, 2017)

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) kurallarma gire hassas olan bahk tirleri

Smf Aile Yaygm fsmi Latince Ismi

Gokkusag alabahig Oncorhynchus mykiss
Chinook somom Oncorfynchus tshawytscha
Coho somom Oncorhynchus kisutch
Atlantik somonu Salmo salar
Kahverengi alabalik Salmo trutta

Salmoniformes Salmonidae Golge bah Thymallus thymallus

{salmon) {salmonids}) Bevaz balk Coregonts avaretus

Beyaz balk Coregonusspp.

_ 0. mykiss = Q. kisutch

0. mykiss = 5. fontinalis
triploid

- 0. mykiss = 5. alpinus triploid

Esox masquinongy

Esociformes Esocidae
Kuzey turnas: Esox lucius
Atlantik tinga balig Clupea harengus
Pasfik ringa bahg Clupea pallasi
Clupeiformes Clupeidae -
Giiney Amerika sardalyas: Sardinops sagax
Avrupa cacabalg Sprattus sprattus




Atlantik morina Gadus morhua
Poor morina Trisopterus minutus
Mezgit Merlangius merlangus
Gadidae
Mavi mezgit Micromesistius poutassou
Gamfc.-rmes Norveg mezgiti Trisoplerus esmarkii
{ morina)
Alasks morias Theragra chalcogramma
Lotid: Enchelyopus cimbrius
Burbot Lota lota
Merlucciidae Kuzey Pasifik barlam Merluccius productus
Pisi bahg Limanda imanda
Pisi bahg Piatichthys flesus
Pleuronectidae Avrupa pisibahg Pleuronectes platessa
Pleuronectiformes Gérland tranga bahg Reinhardtius hippoglossoide]
(yasst bahk) Atlantik tranca bahg Hippoglossus hippoglossus
Scophthalmidae Kalkan Scophthalmus maximus
Paralichthyidae Japon pisi bah@ Paralichthys olivaceus
Argentinidae Argentinia sphyraena
Osmeriformes — -
Osmeridae (smelt) Giimiis balig Hypomesus pretiosus
Ammodytes hexapterus
Ammodytidae Yllanballél Ammodytesspp.
Pasifik yilanbahg Ammodytes personatus
Kayabah® Pomatoschistis minutus
Gobiidae :
Percilormes Kayabah Neogobius melanostomus
Embiotocidae Parlak levrek Cymatogaster aggregata
Sciaenidae Aplodinotus grunniens
Scombridae Pasifik uskumrusu Scomber japonicus
Percidae San levrek Perca flavescens
Moronidae(temperate bass) Avrupa levregi Dicentrarchus labrax
Gaslerosteiformes Gasterosteidae Dikenli balik Gasterosteus aculeatus
Cypriniformes (sazan)| Cyprinidae (sazan) Golyan balig Pimephales promelas
Petronvyzantiformes Petromyzontidae A ) Lampetra fluviatis
(bofa bahg) (bofa bahg) viupa bofa balig

2.1.5. Patogenez

Virus, genellikle kaslarda ve i¢ organlarda endoteliyal kan damarlarini hedef
alir ve petesiyal ya da ekimat6z hemorajiler olusturur. Ancak enfeksiyonun siddeti ve
gelisimi virus genotipine, baligin tiirline, yasina, stres diizeyine, sicaklik ve diger
cevresel etkilere gore sekillenmektedir (Chilmonczyk ve Monge, 1995; Purcell ve ark.,
2012; Pham ve ark., 2013; Ahmadivanda ve ark., 2016; OIE, 2017).

Novirhabdovirus’lerin konaga en 6nemli giris alan1 baligin yilizge¢ bolgesidir.
Yiizgecler VHSV replikasyonunda énemli rol oynarlar (Quillet ve ark., 2001). Ayrica

10



yapilan bir ¢alismada VHSV genotip 1 izolatlarinin solunga¢ epiteli ve dalagin
makrofajlarin erken hiicresel hedefler oldugu bildirilmistir (Pham vea ark., 2013). Baska
bir deneme calismasinda VHSV’nin 4 farkli dokudaki oranlar karsilastirilmis olup
bobrek ve beyin dokusuna gore kalp ve gonad dokularinda daha yiiksek oranlarda virus
tespit edilmistir (Nishizawa ve ark., 2006).

Diger bir deneysel ¢alismada VHSV’nin bobrek, dalak, timus ve 16kositlerde
replike oldugu, lenfositlerin VHSV’ye kars1 en az duyarli hiicre oldugu gosterilmistir.
Deneysel enfeksiyon sonrasi 6. saatte l6kositlerde virus bulunmasi, 16kositlerin balik
rhabdoviruslariin ilk hedefleri arasinda oldugunu gostermistir. VHSV’nin makrofajlar
ve fagositler iizerinde de baskilayici bir etkisinin oldugu ve fagosit sayisinin azalmasina
ya da fagositik islevlerin bozulmasina neden oldugu belirlenmistir (Chilmonczyk ve
Monge, 1995).

Sekil 6.a; mesane duvarindaki yaygin hemoraji. b; kas dokudaki eritosit infiltrasyonu. c; dalak

dokusundaki yaygin kanama bolgesi. d;siyah oklar bobrekteki hemopoetik deplasyon, beyaz oklar tubuler
epitelindeki nekroz bolgeleri (Kim ve Faisal’dan, 2011)
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2.1.6. Klinik Belirtiler

VHS’nin klinik belirtileri, virusun genotipine, balik tlirline ve yasina, stres
faktorlerine, sicakliga ve diger cevresel faktorlere bagli olarak degismektedir.
Enfeksiyonun akut formunda deri renginde koyulasma, anemi, ekzoftalmi, lilserasyon,
solungacglarda belirgin soluklasma ve epidermal hemoraji goriilmektedir. Akut
enfeksiyonlar genellikle yiiksek mortalite ile sonuglanir (Chilmonczyk ve Monge, 1995;
Isshiki ve ark., 2001; Ahmadivanda ve ark., 2016).

Kronik formdaki baliklar ise diisiikk mortalite géstermesine karsin ¢ogu zaman
tastyict olurlar ve enfeksiyonu yaymaya devam ederler. Bazi kronik enfeksiyonlarda
zamana bagl olarak konakta nerval belirtiler gézlemlenebilir. Bu belirtiler baligin spiral
sekilde yiizmesi ile karakterizedir. Peritonda ve kasta dagilmis olan asit ve petesi varligi
da VHSV enfeksiyonunun tipik bir semptomudur (Skall ve ark., 2005; Bowen, 2011;
Kim ve Faisal, 2011; Gadd, 2013; OIE, 2017).

2.1.7. Teshis

Teshis genellikle Klinik belirtiler, histopatolojik bulgular, virusa duyarli hiicre
hatlarinda izolasyon, serolojik ve molekiiler testler kullanilarak yapilir. Virus,
Epithelioma Papulosum Cyprini (EPC), Bluegill Fry (BF-2), Fathead Minnow (FHM),
Chinook Somon Embriyo (CHSE-214) ve Rainbow Gonad (RTG-2) gibi birgok hiicre
hattinda tiremeyebilmektedir. Virusun iiremesi i¢in uygun hiicre kiiltiirii ortam1 pH 7,1
ve 15°C sicaklik olarak belirlenmistir. EPC hiicre hattinin pasajlanmasi ile VHSV nin
replikasyonu iizerindeki etkisini 6grenmek amaciyla yapilan bir ¢alismada, yliksek
pasajlama (200 iizeri) ve diisiik pasajlamanin (5-15 arasi) titre tizerindeki etkisi ve
apoptozsizin ilerlemesi tizerindeki etkisi arastirtlmistir. Yapilan ¢alismada VHSV titresi
EPC hiicrelerinin yiiksek pasajlamalarinin diisiik pasajlamaya gore belirgin bir sekilde
(yaklasik 3 kat) yiiksek bulunmus, yine yiiksek pasajlamanin VHSV ile enfekte EPC
hiicrelerinde apoptozisi geciktirdigi ve VHSV titresindeki belirgin artig belirlenmistir
(Kim ve ark., 2016).

BF-2 ve RTG-2 gokkusag alabaliklarinin tatlisu izolatlar1 i¢in en duyarlt hiicre
hatlar1 oldugu (Gadd, 2013), EPC hiicre hattinin ise genotip IV i¢in olduk¢a duyarl
oldugu bildirilmistir (OIE, 2017).
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Serolojik olarak Plak ndtralizasyon testi (PNT), Immiinoblot, Floresan antikor
testi, Enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA) ve Sekans analizi yontemleri tanida
belirleyicidir (OIE, 2017).

Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) molekiiler olarak en
spesifik ve en hizli yontemlerden biridir. VHSV genomunda N geni korunmug bolgedir
ve viral enfeksiyon sirasinda en fazla bulunan gendir. Bu nedenle VHSV’yi saptamak
icin kullanilan molekiiler analizlerde ilk hedeflenen bdélgelerden birisidir. Bunun yani
sira G genlerinin RT-PCR amplifikasyonuda spesifik ve duyarli bir yontem olarak kabul
edilmektedir (Gadd, 2013).

Real-time Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (rRT-PCR)
hizli, hassas, capraz bulagsma riskini azaltan, spesifik genotiplendirme yapilabilen,
bircok numunenin kisa siirede, ayni1 anda analiz edilmesine imkan veren bir yontemdir.
Konvansiyonel PCR ile yapilan virus analizlerinin en biiyiik dezavantaji, pozitif
sonucun, sadece viral niikleik asit varligina dayanmasidir. Virusun serotipik veya
genotipik enfektivitesi ile ilgili herhangi bir bilgi saglamamaktadir (Purcell ve ark.,
2006; Biacchesi, 2011; Blanda ve ark., 2013; Kim ve ark., 2014).

Calismamizda yontem olarak kullandigimiz plak testi, hiicre kiiltiirii
virionlarinin ve antiviral maddelerin miktarinin tespiti i¢in en yaygin kullanilan
metottur. Plaklar 61l hiicrelerin ya da enfekte hiicrelerin alani olarak agiga ¢ikar. Bazi
viruslara (VHSV, IHNV) standart siv1 kiiltiir ortaminda plak testi yapilabilir, ¢linkii bu
viruslarin dogrudan hiicreden hiicreye yayilimi lokalize plaklarin olusmasini saglar. En
yaygin yontem, kiiltiir ortamin1 bir agar (veya agaroz) jel ile katilastirmaktir. Ilk virus
ekimi ve sabitleme tabakasinin uygulanmasinin ardindan, viral enfeksiyon ve
replikasyonu cevreleyen tabaka ile sinirlandirildigi icin, bireysel plaklar veya hiicre
olimii bolgeleri gelismeye baslayacaktir. Enfekte olmus hiicreler, replikasyon-liziz
enfeksiyon dongiisiinde devam eder ve giderek daha belirginlesen ayr1 plaklar olusur.
Virusun hiicrelere baglanmasindan hemen sonra hiicre kolonileri ve virus igin daha fazla
besleyici ortam (medium) ilave edilerek immobilize edilir. Bu hiicreler daha sonra,
sitopatik bir etki gozlenene kadar, birkac giin boyunca inkiibe edilir. Enfekte hiicrenin
sayis1, sitopatik etki gosteren plaktaki koloni sayisindan hesaplanabilir. Test genellikle,
hiicrelerde enfekte olma ve replikasyon yetenegini koruyan viruslarin nicel olarak

sayisini bilmek agisindan faydalidir. Testin gesitli sakincalar1 da vardir. Oncelikle testin
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gergeklestirilmesi igin 6nemli bir siire gerektirir. Virus bulagmis hiicreler gorsel olarak
goriilebilen sitopatik etki olusturmak icin yeterli siire inkiibe edilmelidir. Bir diger
dezavantaji, bir¢ok virus bu yontem kullanilarak gorsel olarak yeterli hiicresel hasarina
neden olmaz. Son olarak 6l¢iimdeki kullanici degiskenligi sebebiyle plaklarin dl¢iimii
konusunda belirsizlik olabilmektedir (Burke ve Mulcahy, 1980; Matrosovich ve ark.,
2006; Herzog ve ark., 2008).

Yapilan bir ¢alismada kaplama materyali olan agaroz ve karboksimetil-
selilozun kullanimi1 karsilastirilmigtir.  Karboksimetil-seliiloz, viskoziteyi arttiran
zararsiz bir reaktiftir. Bu, virusun yayilmasi Onler ve ayni zamanda doku kiiltiiri
plakalarindan kolayca c¢ikarildigi igin tek tabaka biitiinliigiinii korur. Agaroz ise
plakalardan c¢ikarildiginda, tek tabaka yaygin sekilde zarar goriir ve bu da plak
kantifikasyonunda degisiklige neden olur. Hiicre fiksasyon ¢ozeltisi karboksimetil-
seliiloz plaklara direkt olarak eklenebilir, bu durum fiksasyon siiresini dnemli Gl¢iide
azaltir. Calismadaki bulgularda karboksimetil-seliiloz ile kapli plaklarin agarozda elde
edilen plaklara kiyasla daha kii¢iik oldugu fakat viral titrelerin esdeger oldugu
saptanmustir (Escobar-Herrera ve ark., 2007).

Burke ve Mulcahy’nin (1980) yaptigi bir ¢alismada, fikzasyon sonrasi 1-3
giinliik hiicre tabakalarinda olusan plaklar, 4-10 giinliik katmanlardaki plaklara gore
daha biiyiik oldugu ve sayimmin daha kolay oldugu gozlenmistir. Eskiyen hiicre
katmanlari, genellikle ilk 10 giine kadar daha fazla plak {iretmis, ancak sitopatik etki

alanlar1 net olmamistir (Burke ve Mulcahy, 1980).

2.1.8.Bagisikhik

Deneysel enfeksiyonlar, G proteininin koruyucu immuniteye katilan tek protein
oldugunu ve VHSV’nin virulansinda 6nemli rol oynadigint gostermistir. G proteinin
erken immun yanit1 indiikledigini, indiiklenen mediatorlerin antiviral yanit1 (interferon-
IFN) olusturdugu gézlenmistir. VHS ye karst DNA asilamalarinda plazmid ile birlikte
kullanilan bu gen oldukca yiiksek basar1 saglamistir. Yapilan caligmalarda DNA asis1
uygulanan baliklarin Mx proteinleri 6lgiildiiglinde artan IFN yanit1 oldugunu
gosterilmistir (Campbell ve ark., 2011; Najib ve ark., 2016).

VHSV Nv proteininin, konak hiicrelerde IFN tepkisinin bastirma ve apoptozu
geciktirme yetenegine sahip oldugu kanitlanmistir (Thoulouze ve ark., 2004;
Ammayappan ve Vakharia, 2011). Viral enfeksiyona karsi apoptoz yoluyla konak
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hiicrelerin erken olimii konagin savunma mekanizmasidir. Viral partikiillerin
cogaltilmas1 ve iretimi neredeyse tamami engellenerek Virus cogalmasi inhibe
edilebilir. Pek ¢ok virusun viral repliksayonu uzatmak igin apoptozu geciktirmek ya da
Oonlemek gibi stratejiye sahip oldugu bilinmektedir. Gecikmis apoptozis ve dogustan
gelen konake1 tepkisinin baskilanmasi viral enfeksiyonun erken evresinde ozellikle
onemlidir (Ammayappan ve Vakharia, 2011; Alvarez-Torres ve ark., 2016; Durmaz ve
Albayrak, 2016).

Yapilan son caligmalara gore M proteininin reverse genetik uygulamalariyla
konak hiicresinin aktivasyonunu onleyebilecegi belirtilmistir (Purcell ve ark., 2012).

Balik rhabdoviruslarina karsi balikta dogustan gelen immun yanit olarak
sitokinler (tipl IFNs ve tip2 IFNSs), kemokinler bulunmaktadir. Tip I interferonlar (IFN),
RNA gibi viral replikasyon iiriinleri ile viral enfeksiyon sirasinda indiiklenen bir grup
antiviral sitokindir. IFN’ler biyolojik islevlerini spesifik hiicre yiizeyi reseptorlerine
baglayarak uygularlar. IFN konak hiicrede antiviral, antiproliferatif ve immiino-
diizenleyici duruma yol agan ¢ok sayida IFN-uyarilmis gen (ISG) ekspresyonunu
indiikler. Bunlar arasinda yer alan Mx proteinleri viruslara karsi hiicrenin korunmasida
onemli bir rol oynamaktadir (Canoa ve ark., 2016). Cekirdekte veya sitoplazmada hizla
birikirler, oligomerlerde kendiliginden bir araya gelirler ve viral repliklerle etkilesime
girerler. Bununla birlikte viruslar, enfeksiyonun erken dénemlerinde virus ¢ogalmasini
durduracak IFN yolunu engellemek ve miidahale etmek i¢in genis bir strateji yontemi
gelistirmislerdir. Rhabdoviruslar replike olabilmek ve enfeksiyon olusturmak igin IFN
yanitin1 baskilamasi gerekmektedir (Purcell ve ark.,, 2012; Kimve ark., 2013;
Alvarez-Torres ve ark., 2016).

Edinilmis bagisiklik sistemi de anti-rhabdoviral immunitenin 6nemli bir
bilesenidir. Edinilmis bagisiklik sistemini B ve T hiicrelerinden olusturmaktadir. Bu
hiicreler spesifik viral antijenler olarak tanimlanir. B hiicreleri VHSV’nin G proteinine
kars1 noétralize edici antikorlar tireterek enfeksiyona karsi koruma saglarlar (Purcell ve

ark., 2012).

2.1.9. Koruma Kontrol

VHS, iilkemizde 2005/176/EC sayili Avrupa Birligi Komisyon Kararina
paralel olarak, ihbari mecburi hastalik olarak belirlenmistir (GTHB, 2011). Mevcut
2006/88/EC sayili su hayvanlar1 saghigt AB konsey direktifi ile {ilkelerin liste

15



hastaliklarindan ari olmasi durumun korunmasi ve gozetim Onerilmektedir. Gozetim
hastaliklardan ari olabilmek, hastaliklardan korunma programlart ve hayvanlarin
giivenligi uluslararasi ticaret i¢in olduk¢a 6nemlidir (Campbell ve ark., 2011).

VHS gokkusagi alabaliklarinda 1964-1974 yillar1 arasinda Norveg’te basarili
bir gekilde eradike edilmistir. 1980’lerin ortalarindan bu yana da Norveg’te balik saglig
hizmetleri (FHS) , su hayvanlar1 sagligi denetiminin vazgegilmez bir pargasi olmustur.
Ancak 2007’de Giiney Bat1 Norve¢ denizinde gokkusagi alabaliklarinda VHSV teshis
edilmesiyle kontrol programlar: gelistirilmistir.

Norveg’te yapilan bir c¢alismada, Alan hassasiyeti (SeS), Popiilasyon
hassasiyeti (SEP) ve Arilik olasiligini (PFree) tahmin etmek iizere bir sitokastik
(olasiliksal) simiilasyon modeli gelistirilmistir. Bu ¢alismanin amaci; rutin klinik
denetimlerde FHS nin VHS tespiti performansi {izerine etkisini degerlendirmek ve FHS
denetimlerinde riskli bolgelerin oncelik etkinligini aragtirmak olarak belirlenmistir.
Model; bolge, tiirler, alandaki tiretim yogunlugu ve biyogiivenlik diizeyi (baliklarin yer
degistirmesi dahil) lizerinden risk faktorlerini belirlemekte, eger alanda enfeksiyon varsa
numunelerin klinik belirtilerine ve laboratuvar testlerine gore tahmin gelistirmektedir.
Calisma verilerine gore bu modelin VHSV kontroliinde oldukg¢a etkili oldugu
gozlenmistir (Lyngstada ve ark., 2016).

VHS oldukga bulagic1 bir enfeksiyondur. Hastaligin erken donemlerde bile
yiiksek mortalite ve klinik belirtiler vardir. Hastaligin klinik bulgulara dayali gbzetime
ve slpheli numunelerin laboratuvar testlerine tabii tutulmasi korunma ve kontrolde

oldukc¢a 6nemlidir.
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2.2. AMAC

VHS virusu alabaliklarda yiiksek mortaliteye ve 6nemli ekonomik kayiplara
neden olan bir virustur. Farkli balik tiirlerinde farkli virulans gozlemlendigi gibi farkli
izolatlarinda genotipik karakterlerine gore farkli virulans gostermektedir. Bu projenin
amact; deniz ve tatli su baliklarindan izole edilen yerli viral hemorajik septisemi virus
izolatlarinin plak testiyle ¢ap biiyiikliigiine dayali fenotipik karakterine gore
siniflandirilmasini, simiflandirilan izolatlarin saflastirilmasini, saflastirilan izolatlarin

virulans iizerine etkisinin alabaliklarda arastirilmasi hedeflenmektedir.
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal

“Viral Hemorajik Septisemi Virusunun (VHSV) Fenotipik Karakterinin
Virulans Uzerine Etkisinin Arastirilmas1” baslikli yiiksek lisans tez konusu T.C. Gida
Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisi Mudirligi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 29.07.2016 tarih ve 7-1 sayili izni ile

yiirtitilmustiir.

3.1.1. Hiicre ve Virus

Anabilim Dalimiz hiicre ve virus koleksiyonunda bulunan RTG-2 hiicresi ve
Bolu VHSV izolati (Genbank No: KM972678) Ulusal Referans laboratuar olan
Bornova VKAEM’den, TR-WS13G izolat1 (Genbank No: KM972680) ise Trabzon
SUMAE’den temin edildi. VHS virus izolatlarmin hiicre kiiltiiriinde iiretilmesinde
RTG-2 devamli hiicre hatlar1 kullanildi. RTG-2 devamli hiicre kiiltiirleri -86°C’lik derin
dondurucudan ¢ikartilarak igerisinde %10 fotal dana serum, %1 antibiyotik+antimikotik
(10000 1U/ml penicilline, 10 mg/ml streptomisin, 0,025mg/ml amphotericin B, ve %1 4-
(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) bulunan Dulbecco’s
Minimal Essential Medium (DMEM)/ Leibovitz’s L-15 (L-15) kullanilarak 25 ve 75
cm? yiizeyli doku kiiltiirii flasklarinda sogutmali inkiibator icinde 20-22°C’de iiretildi.

Sekil 7.RTG-2 hiicresi
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3.1.2. RNA Ekstraksiyonu, rRT PCR Kitleri, Primerler ve Prob

RNA ekstraksiyonu ticari olarak temin edilen ekstraksiyon kiti (Qiagen,
RNeasy Mini kit, Cat No: 74106, Hilden, Almanya) kullanildi. Yine ¢alismalarda ticari
olarak temin edilen tek asamali PCR kiti (Rotor-Gene Probe RT-PCR Kkit, Cat No:
204574, Qiagen, Hilden Almanya), primerler ve prob kullanildi. rRT-PCR metodu igin
kullanilan primerler ve probun orjinleri ile lokalizasyonlari ile ilgili bilgiler Tablo 2’de
sunuldu. Amplifikasyonlarda, G genine 6zgiil primerler ve prob kullanildi. Testte pozitif
referans ve konsantrasyonu ortaya koymak i¢in virusun tiim G genini igeren plazmid

(pPGEM-T Easy vektor, Promega, ABD) ve negatif kontrol olarak distile su kullanildu.

Tablo 2.Primer ve problarin dizini ve lokalizasyon bolgeleri

Primer ve | Dizin 5°-3’ Lokalizasyon
Prob Adi Bolgesi (145bp)
VHSV-F 5’ CATCCATCTCCCGCTATCAGT 3’ 3204-3224
VHSV-R 5 AGACAGTTTCGCCTCTAAGAT 3’ 3348-3328

VHSV-P FAM-5 AGCGTCTCCGCAGTCGCGAGTGG -3° TAMRA 3229-3251

3.1.3. Balik Ornekleri

Bu amagla daha 6nceden rutin kontrolleri yapilan ve gegmisinde VHS bildirimi
bulunmayan Kizilirmak tizerinde bulunan Derbent Baraj goliinde faaliyet gosteren ticari
alabalik isletmelerinde 30’arli 6rnekler alinarak real-time PCR metodu ile VHSV varligi
aragtirldi. Orneklemeler sonucunda VHSV varligi tespit edilmeyen bir isletmeden
saglanan balik ornekleri deneme calismalarinda kullanildi. 60-100 gram agirhigindaki
150 adet Gokkusagi alabalii, Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii balik hastaliklar
epriivasyon Unitesinde bulunan kapali sistem balik tanklarina uygun kosullarda nakil
edildi. Deneme i¢in kullanilacak baliklar adaptasyon i¢in 7 giin tanklarda bekletildi.
Baliklara uyum siirecinde ve deneme enfeksiyon boyunca giinliik takibi ve rutin

beslemesi yapildi.
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Sekil 9. Balik denemelerinin yapildigi su iiriinleri deneme iinitesi

3.1.4. Deneme Unitesi Su degerleri
Deneysel enfeksiyon siiresinde su kalitesine ait parametreler Tablo 3 ve 4’te

sunulmustur.
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Tablo 3. Deneme iinitesinin 1s1 ve O, degerleri

Su sicakhig °C

Oksijen Mg\ Lt

13,0

8.4

Tablo 4. Deneme iinitesinde kullanilan H,O kimyasal degerleri

Parametreler Ortalama Parametreler Ortalama
pH 6,5-9,5 Kadmiyum 5 ug/L
Tletkenlik 2500 pS/em (25°C) | Kloriir 250 mg/L
Bulaniklik 5NTU Krom 50 pg/L
Toplam Sertlik Fr° Kursun 10 pg/L
Renk Kab.Ed.D. Mangan 50 pg/L
Koku Kab.Ed.D. Nikel 20 ug/L
Tat Kab.Ed.D. Nitrat 50 mg/L
Aliiminyum 200 pg/L Nitrit 0,50 mg/L
Amonyum 50 pg/L Oksitlenebilirlik 5 mg/L O,
Antimon 5 ug/L Selenyum 10 pg/L
Arsenik 10 ug/L Siyaniir 50 pg/L
Bakir 2 mg/L Sodyum 200 mg/L
Bor 1 mg/L Siilfat 250 mg/L
Civa 1 pg/L TOC Kab.Ed.D.
Demir 200 ug/L Koliform 0/100 ml
Flortir 1,5 mg/L Enterokok 0/100 ml
E-Koli 0/100 ml
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3.2.Metot

3.2.1.Virus izolatlarimin Uretilmesi

Projede kullanilan VHS virus izolatlar1t RTG-2 hiicre kiiltiiriinde tiretildi. Hiicre
kiiltiirleri %10 FDS, % 1 antibiyotik+antimikotik ve %1 hepes iceren DMEM/L-15
kullanilarak iretildi. Hiicre Kkiiltlirlerinin tek katmanli tremeleri %80-90 oranina
ulaginca hiicre vasatlar1 dokiilerek viruslar 1:10 oraninda inokule edildi. Bir saat
adsorbsiyondan sonra hiicre  kiiltirine %2 FDS, %l hepes ve %l
antibiyotik+antimikotik igeren Vvirus iiretme vasati ilave edildi. Hiicre kiiltiirleri, % 90-
95 oraninda CPE goriildiikten sonra -74 °C’de donduruldu ve sonra hizla ¢ozdiiriilerek
2000xg’de, +4°C’de 15 dakika santrifiij edilerek klarifikasyon islemi yapildi.
Stipernatantlar 2’ser ml’lik hacimlerde bdliinerek -86°C’lik derin dondurucuya
kaldirildi.

Sekil 10.VHSV’nin RTG-2 hiicresinde CPE goriintiisii

3.2.2. Virus Mikrotitrasyon Testi

Titrasyon, viruslarin DKIDsy dozunu belirlemek amaciyla yapildi. iki ayri
izolat i¢in iki tane 96 gozIli mikrotitrasyon pleytine, virusun log;o tabanina gore
sulandirilmis dilusyonlari 10 den 10'16’ya kadar 100 pl olarak eklendi. Hiicre kontrol
kuyucuklarina 100 pl hiicre iiretme vasati, virus kontrol kuyucuklarina ise 50 pl

sulandirilmamaisg virus ile 50 pl hiicre tiretme vasati konuldu. Tiim gozlere 50 ul RTG-2
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hiicresi eklendi. Hazirlanan pleytler, hiicrelerin tutunmasi igin 22°C etiive kaldirildi. 24
saatin sonunda 15-16°C olan etiive alind1 ve giinliik olarak CPE yoniinden kontrolleri
yapildi. 7 giin inkubasyondan sonra Spaerman ve Kaerber metodu ile virusun DKIDsg

degerleri hesaplandi.

3.2.3. Plak Test

150 cm?®lik hiicre kiiltiir kabinda ¢ogaltilan RTG-2 hiicrelerinin medyumlari
uzaklastirildiktan sonra, 1XxPBS ile yikandi. Kaba 2 ml tripsin ilave edildikten sonra 25
C%de 5 dakika inkube edildi. Kaba hafif¢e vurularak hiicrelerin zeminden ayrilmasi
saglandi. Kap igerisine 6 ml L-15 vasat1 eklendi ve hiicreler otomatik pipetor ile pipete
edildi. Kabin igerisinden 1 ml alinan hiicre siispansiyonu 50 ml hacimli konik bir tiipe
konuldu ve tizerine 19 ml L-15 vasati eklendi. 6 gozlii pleytin her bir géziine 3 ml hiicre
stispansiyonu eklendi. Her bir izolat i¢in ayri pleytler hazirlandi. Pleytler 22°C’de bir
gece boyunca inkube edildi. DKIDsg’si bilinen virusun 1/10 dilusyonlar1 L-15 vasati ile
hazirlandi. 6 gozlii makropleytin kapagi agilarak vasati dokiildi ve 1/10 dilusyonlarin
her birinden 100 pl gozlere konuldu. 30 dakika inkubasyondan sonra her bir géze 50/50
oraninda 2xL-15 ile %2 agaroz iceren sogutulmus karisimdan 3 ml gozlere konuldu.
Plastik kaplama ile kaplanan pleyt 15°C’de 3 giin inkube edildi. 3. giiniin sonunda 1 ml
notral red ile 9 ml 2xL-15 karisimi 37°C’de inkube edildi. 52°C’de %2’lik agaroz
karistmi hazirlandi. Esit hacimde karistirilan agaroz ve boya karisimi katilagsma
derecesine kadar sogutulduktan sonra her bir géze 2 ml olarak eklendi. Alimiinyum
folyo ile sarilan pleytte 24 saat sonra plaklar gozlemlendi. Plak saysisinin en az oldugu
gozdeki plaklarin ¢aplart Olciilerek plaklar dar (Imm’den kiiciik ¢apli) ve genis (1
mm’den biiyiik capli) olarak isaretlendi. Ince uglu enjektdr yardimiyla plaklarin
icerisine girilerek 200 pl hacminde virus toplandi. Her bir fenotipik 6rnek tekrar hiicre

kiiltiirtine ekilerek plak testi 3 defa tekrarlandi.

3.2.4. Baliklara Virus inokiilasyonu

Baliklarda patojenite denemeleri Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii Balik
Hastaliklar1  Epriivasyon Unitesinde bulunan kapali sistem balik tanklarinda
gerceklestirildi. Deneme i¢in tanklara alinacak baliklar adaptasyon i¢in 7 giin tanklarda
bekletildi. Baliklara yapilacak tiim miidahalelerde, baliklar MS-222 (30mg/It) ile

anesteziye alinarak enjeksiyon uygulandi. Baliklar deneme asamalarinda adlibitum
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olarak ticari kuru pelet yemle beslendi. Denemeler boyunca tank suyu sicakliklar1 13 °C
olacak sekilde sabit tutuldu. Virus uygulanan baliklar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik
151k altinda tutuldu. Kontrol grubundaki 30 baliga 0,1 ml PBS intraperitonal uygulandi.
2. grutaki 30 baliga Bolu/06 genis ¢apli plak olusturan izolat, 3. gruptaki 30 baliga
Bolu/06 dar ¢apli plak olusturan izolat, 4. gruptaki 27 baliga TR-WS13G genis ¢aph
plak olusturan izolat, 5. gruptaki 27 baliga TR-WS13G dar ¢apli plak olusturan izolattan
intraperitonal yolla 1x10* DKIDs, /balik dozunda virus epriive edildi. Baliklar 30 giin
boyunca gozlemlendi. Siire boyunca enfeksiyona bagli 6len baliklar ile siire sonunda
insancil yontemlerle dldiiriilen baliklarin yapilan nekropsisi sonunda karaciger, bobrek,

dalak ve kalpleri alindu.

Sekil 11. Baliklara virus inokulasyonu

3.2.5. Bahik Orneklerinin Homojenizasyonu

Virus inokiilasyonunu takiben 6len baliklardan karaciger, dalak, bobrek ve
kalp, tabaninda cam boncuk bulunan 2 ml’lik cryo tiiplere alinarak bir havuz
olusturuldu ve her bir balik bir arastirma materyali olarak degerlendirildi. Organ
havuzlarina, 1/10 oraninda %1°lik 10 000 U penisilin/ml, 10 mg /ml streptomisin ve
0,025 mg/ml Amphotericin B iceren PBS eklendi ve doku pargalayicida homojenize
edildikten sonra +4°C’de 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi

stipernatantlar toplandi1 ve rRT-PCR asamasinda kullanilmak tizere -80°C’de sakland.
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Sekil 12.Cyro tiiplere alinan organlarin homojenize goriintiisii

3.2.6. RNA Ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonu ticari olarak temin edilen ekstraksiyon Kkiti (Qiagen,
RNeasy Mini kit, Cat No: 74106, Hilden, Almanya) ile iiretici firmanin direktifleri
dogrultusunda yapildi. Ozetle; ¢alismaya baslamadan dnce kit reaktifleri 30 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Steril mikro tiip igerisine 400 ul virus siipheli materyal (plazma,
stit ve kene homojenizati stipernatant1) konuldu. Bunun iizerine 600 ul (hacminin %1
oraninda beta merkaptoetanol-B-ME iceren) RLT buffer konuldu. Ornek vorteks ile
iyice karistirildiktan sonra 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Uzerine 600
ul %70’lik etanol ilave edildi ve pipetasyon ile karigmasi saglandi. Karigtmin 700 pl’si
2 ml hacimli toplama tiipli igerisine yerlestirilen RNeasy spin kolonuna transfer edildi
ve 10000 rpm’de 15 saniye santrifiij yapildi. Toplama tiipiindeki siv1 atilarak ayni islem
kalan karisim bitene kadar tekrarlandi. Bu islemler sonunda spin kolonun yer aldig:
toplama tiipii degistirildi ve spin kolona 700 pl RW1 buffer konularak 10000 rpm’de 15
saniye santrifiij yapildi. Toplama tiipii tekrar degistirilerek spin kolonu 500 pl RPE
buffer konuldu ve tekrar 10000 rpm’de 15 saniye santrifiij yapildi. Toplama tiipi
degistirildikten sonra spin kolona tekrar 500 pl RPE buffer konuldu ve 12000 rpm’de 2
dakika santrifiij yapildi. Islem sonunda spin kolon 1,5 ml hacimli toplama tiipii igerisine
yerlestirildi. Spin kolona RNase i¢cermeyen steril distile sudan 50 ul konuldu ve 10000
rpm devirde 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiiniin tabaninda biriken RNA 6rnegi
rRT PCR ¢alismalarinda kullanilincaya kadar -20 °C’de sakland.
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3.2.7.rRT-PCR

rRT PCR islemleri LightCycler 2.0 (Roche, Rotkreuz, isvigre) cihazinda
gerceklestirildi. rRT PCR igin ticari olarak temin edilen tek agsamali PCR kiti {iretici
firmanin Onerileri dogrultusunda kullanildi (Rotor-Gene Probe RT-PCR kit, Cat No:
204574, Qiagen, Hilden Almanya). Reaksiyon toplam hacmi 25 pl olarak hesaplandi.
Reaksiyona giren bilesenlerin hacmi ise; 12,5 ul 2x Rotor-Gene Probe PCR master
miksi, 5,25 ul distile su, 0,8 ul’ser primerler (konsantrasyonu 10 pmol), 0,4 ul prob
(konsantrasyonu 10 pmol), 0,25 pl enzim miks ve 5 ul RNA olarak hesaplandi.
Ornekler, buz akiisii iizerinde hazirlanarak cihaza 6zel cam kapillarlara konulduktan
sonra cihazin karoseline yerlestirildi. Cihazda 1s1l kosullar su sekilde ayarlandi: revers
transkripsiyon basamag1 ig¢in 50°C’de 10 dakika, reverse transkriptaz enzim
inaktivasyonu i¢in 95°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Bunu takiben 40 siklus boyunca, 6n
denatiirasyon i¢in 95°C’de 5 saniye, annealing basamagi i¢cin 60°C’de 10 saniye
inkiibasyona birakildi. Son olarak ise sogutma basamaginda 12°C’de siiresiz bekletildi.

Sonuglar gercek zamanli olarak bilgisayar ekraninda takip edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Plak Testi Calisma Sonuclar

Plak testi sonucunda; her bir izolat i¢in lmm’nin altindaki plaklar1 dar plak,
Imm’nin stiindeki plaklar1 genis plak olarak tiplendirildi. Bu islem 3 kez tekrarlanarak
virus izolatlarinin saflastirilmasi saglandi. Dar ve genis plak olusturan viruslarin titreleri
ayr1 ayr1 hesaplandi. Ugiincii plak saflastirma testinden sonra viruslarin titresi VHSV
Bolu-genis plak i(;in106/0,1 ml, Bolu-dar plak igin 10°/0,1 ml: TR-WS13G -genis plak
icin 107/0,1 ml, TR-WS13G -dar plak i¢in 10°°/0,1 ml olarak hesaplandi. log 19 tabanina

gore sulandirilan viruslarin plak goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 13é Plak testi sonucu ( a; 10 dilusyon b; 10 dilusyon c; 107 dilusyon d; 10 dilusyon e;
10 dilusyon f; 10°® dilusyon)

4.2. Patojenite Testi Calisma Sonuclari

Ik balik 6liimii virus verildikten 3 giin sonra kontrol grubu baliklarda gozlendi.
rRT PCR testi sonucunda VHSV niikleik asiti tespit edilmeyen 6liim enfeksiyona bagl
olmayan 6liim olarak kaydedildi. Epriivasyonu takiben yapilan gozlemlerde mortalite
oranlari, kontrol grubunda %3,33, Bolu/06 dar plak izolat grubunda % 43,3, Bolu/06
genis plak izolat grubunda %20, TR-WS13G dar plak izolat grubunda %33,3, TR-
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WS13G genis plak izolat grubunda %14,8 olarak tespit edildi. Hasta baliklar iizerinde

yapilan gozlem ve Olen baliklarda yapilan nekropsi bulgularinda ise deri renginde

koyulagma, anemi, ekzoftalmi, iilserasyon, solungaclarda belirgin soluklagsma, g6z

etrafi, kuyruk ve govde iizerinde erezyon ve epidermal kanama odaklar1 gozlemlendi.

Tablo 5. Tanklardaki mortalite oranlar:

Bolu/06 Dar Plak | Bolu/06 Genis | TR-WS13G TR-WS13G Genis
Olusturan Saf | Plak  Olusturan | DarPlak Olusturan | Plak Olusturan Saf
Kontrol Tanks Izolat Saf izolat Saf izolat izolat
1/30 (%3,33)* | 13/30 (%43,3) 6/30 (%20) 9/27** (%33,3) | 4/27** (%14,81)

* Virus tespit edilmedi. **Toplam 150 balik getirildi. On dinlendirmede 6

tanesi 0ldiigii i¢in son iki grupta 27 balik kullanildi

Sekil 14.3; gbézde hemoraji, b; viicut yiizeyinde hemoraji, ¢; kuyrukta erezyon, d; yiizgeg

bolgesinde erezyon
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4.3. Molekiiler Calisma Sonuclari

rRT PCR sonuglarina gore; deneme gruplarinda olen veya oOldiiriilen tim
baliklarin organ homojenizatlarindan elde edilen ekstarktlarin tamaminda VHSV
RNA’s1 tespit edildi. Test sonucunda 6len balik 6rneklerinde 7,33x104-1,67X102/|,L1
arasinda viral kopya sayisi tespit edildi. Balik organ orneklerinde en yogun Ct degeri
28,35 olarak kaydedildi.

Tablo 6. Balik 6rneklerindeki viral kopya sayisi

12000 -

10000 -

8000 -

6000 -

4000 -

2000 -

0 T T T T T T T 1

Viral Kopya/pl

Sekil 15. Pozitif kontrol plazmidlerle elde edilen 1s1ma egrileri
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Sekil 16. Balik 6rneklerinden elde edilen RNA’larin olusturdugu 1s1ma egrileri
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5. TARTISMA

Burke ve Mulcahy’nin (1980) yaptig1 IHNV plak calismasinda ¢esitli kaplama
materyalleri degerlendirilmistir. Agarozun, metilseliiloz kaplamaya gore daha biiyiik
plaklar olusturdugu goézlemlenmis fakat olusan plak sayis1 bakimindan belirgin bir
farkliligin olmadig1 tespit edilmistir (Burke ve Mulcahy, 1980). Caligmamizda
yaptigimiz plak testinde VHS virus izolatlari i¢in kaplama materyali olarak kullanilan
agarozun belirgin plaklar olusturdugunu ve virusun Bolu/06 izolatinda titrenin arttigi (
Bolu/06 dar plak 10° /0,1 ml, Bolu/06 genis plak 10° /0,1 ml), TR-SW13/G izolatinda
ise titrenin azaldigi (TR-SW13/G genis plak 107/0,1 ml, TR-SW13/G dar plak 10°°/0,1
ml) tespit edilmistir.

Ulkemizde ilk olarak 2004 yilinda kiiltiire alman kalkan baliklarinda,
Immunoperoksidaz test (IPT), Immunofluorescent antikor test (IFA) ve ELISA
yontemleri kullanilarak teshis edilmistir (Kalayci ve ark., 2006). 2005 yilinda ise yine
kiiltir kalkanlarinda virusun ilk izolasyonu yapilmistir. Bulunan virusun tamami
genotip le ile iligkilendirilmistir. Giircistan’da bulunan GE-1.2 izolat1 ile yakin iliskide
oldugu tespit edilmistir (Nishizawa ve ark., 2006). 2007-2009 yillar1 arasinda yapilan
bir ¢alismada toplamda 5967 adet ¢esitli balik tiirlert VHSV yo6niinden incelenmis ve 5
numunenin pozitif reaksiyon verdigi tespit edilmistir. Pozitif numunelerin timii kalkan
baligindan izole edilmistir. Yapilan filogenetik c¢alismada, izolatlarin tamaminin
genogrup Ie’ye ait oldugu saptanmistir (Isidan ve Bolat, 2011).

2015 yilinda yayinlanan ¢alismada Dogu Karadeniz dogal balik tiirleri iizerinde
VHSV prevalansi incelenmis ve karadeniz alabaligi’nin (%34 mortalite) en duyarh tiir
oldugu tespit edilmistir. Levrek %25, ¢ipura %15, gokkusagi alabaligi ve kaynak
alabaliklart %12 mortalite gdstermistir. izole edilen virusun tamam: VHSV genotip-
Ie’ye ait oldugu tespit edilmistir (Altuntas, 2015).

Mevcut ¢alismada ilk balik olimii virusun intraperitonal inokulasyonunu
takiben 3 giin sonra kontrol grubunda meydana gelmistir. Yapilan rRT PCR analizinde
virus RNA’s1 tespit edilmemistir. Calismamizda deneysel enfeksiyon sirasinda
baliklarda deri renginde koyulagma, anemi, ekzoftalmi, iilserasyon, solungaglarda
belirgin soluklasma, goz etrafi, kuyruk ve govde iizerinde erezyon ve epidermal kanama
odaklar1 gozlemlendi. Mortalite orani ise toplamda % 22,9 olarak belirlenmistir.

Deneysel enfeksiyonun 15-17. giinlerinden itibaren &len baliklarda external
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semptomlarin  siddetlendigi gozlenmistir. Ozellikle Bolu\06 izolatinin  verildigi
baliklarda kuyrukta ve yiizgeglerde siddetli erezyon, goz etrafinda kanamalar
gozlenmistir. Bulgular, gokkusagi alabaliklarinda Bolu\06 ile yapilan deneysel
enfeksiyonlardaki semptomlarla tutarlilik gostermektedir.

Isidan ve ark. (2014) yaptig1 calismada VHSV genotip Ie suslarinin ¢upra ve
levrek baliklarinda virulansini belirlemek amaciyla enfeksiyon denemesi yapilmistir.
TR-SW13/G izolat1 ile gupraya yapilan enjeksiyon ve daldirma yontemleriyle toplamda
10 baligin 6ldigi tespit edilmistir. TB13/H15 izolatiyla yapilan denemede ise sadece
daldirma yontemiyle yapilan denemede 1 baligin 6ldigi tespit edilmistir. Levrek
denemelerinde ise TR-SW13/G izolat1 verilen baliklarda enjeksiyon yontemiyle yapilan
denemede 2 balik 6liimii gozlenmis, TB13/H15 izolat1 verilen baliklarda ise enjeksiyon
denemesinde 3, daldirma denemesinde 1 baligin 61diigii tespit edilmistir. Bu sonuclara
bagli olarak bu baliklarin duyarliliklariin diisiik oldugu ortaya konmustur (Isidan ve
Kutlu, 2014).

Yaptigimiz ¢alismada ise TR-SW13/G izolat1 verilen 54 baliktan 13 tanesinin
6ldigi, mortalite oraninmn ise % 24,07 oldugu tespit edilmistir. Bolu\06 izolat1 verilen
60 baliktan 19 tanesinin 61diigli ve mortalite oraninin % 31,6 oldugu belirlenmistir. Dar
plak ¢apina sahip her iki izolatinda, genis plak ¢apina sahip izolatlardan daha patojen
oldugu ve mortalite oranlar1 dogrultusunda gokkusagi alabaliklarda Bolu\06 izolatinin
daha patojen oldugu sonucuna ulasilabilir.

Serolojik olarak ilk antikor yaniti enfeksiyondan 3-4 hafta sonra tespit
edilebilir. Antikor diizeyi akut enfeksiyon sonrasi alt1 ay boyunca yiiksektir (Schyth ve
ark,2012). Epidemiyolojik aragtirmalar sirasinda yeni izolatlarin genotipini hizli bir
sekilde belirlemek, izolatin virulansi hakkinda tahmin yapmay1 kolaylastirir. Son
zamanlarda VHSV’yi nicel (viral yiik) olarak tespitini saglamak ve virusun genotipini
belirlemek amaciyla Niikleoprotein (N) geninin korunmus bir bdlgesini hedef alan ve
virusun tim Avrupa izolatlarini saptayabilen rRT PCR gelistirilmistir. N geni viral
replikasyon sirasinda G geninden daha fazla oldugu bilinmektedir. Ayrica N geni rRT
PCR’1 VHSV’nin G genini hedefleyen denemelerden daha iyi sonu¢ alindigir ve daha
duyarl oldugu gosterilmistir (Matejusova ve ark., 2008). Testte, hedef sekans1 igeren in
vitro RNA transkripti olan bir plazmit pozitif kontrol olarak kullanilabilir (Purcell ve
ark., 2006; Matejusova ve ark., 2008; Cutrin ve ark., 2009; Calleja ve ark., 2012;
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Blanda ve ark., 2013; Kim ve ark., 2014). Calismamizda G genine 6zgiil primerler ve
prob kullanildi. Pozitif kontrol olarak ise virusun tim G genini igeren plazmid
kullanildi.

Ct(Cycle threshold) seviyeleri, numunedeki hedef niikleik asit miktariyla ters
orantilidir. Cy seviyesinin diisiik olmasi, numunedeki hedef niikleik asidin miktarini
arttirtr. Cr’in 29’dan kiiglik olmasi ise numunedeki bol miktarda hedef niikleik asidi
gosteren kuvvetli pozitif reaksiyonlar olarak kaydedilir. Calismamizda Cy degerinin en
yogun 28,35 olarak kaydedilmis ve her numunede VHSV RNA’s1 bulunmustur. Bu
bulgular N genine 6zgii gelistirilen rRT PCR ile paralellik gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Su dirtinleri tliketimi son yillarda alternatif gida maddesi olarak kullanimi
yaygin hale gelmektedir. Tiiketim miktarindaki artisa bagli olarak su iirilinleri
yetistiriciligi hiz kazanmaktadir. 2015 yili verilerine gore diinyada avcilik yoluyla elde
edilen balik 93.704.616 ton iken, yetistiricilik ile elde edilen balik 76.641.025 tondur.
Ulkemizde ise 2016 Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére avcilik yoluyla
elde edilen balik 335.320 ton iken yetistiricilik ile elde edilen balik 253.395 tondur.
Ulkemizde alabalik yetistiriciligi 2000 yilinda 44.533 ton iiretim kaydedilirken, 2016
verilerine gore toplam 107.013 ton iiretimi vardir (TUIK, 2016).

Uretimin artis gostermesi, hastalik riskini beraberinde getirmistir. Ozellikle
viral kokenli enfeksiyonlarin yol actigi epidemik salginlar baliklar i¢in biiylik risk
olusturmaktadir. Ulkemizde 82/894/EEC sayili Avrupa Birligi Konsey Direktifi ile
2005/176/EC sayili Avrupa Birligi Komisyon Kararina paralel olarak VHS ihbari
mecburi hastalik olarak kabul edilmistir (GTHB, 2011).

Yaptigimiz ¢alismada VHS virusunun kalkan baligindan izole edilen TRSW13
izolatinin, alabaliklardan izole edilen Bolu\06 izolatina gore gokkusagi alabaliklarinda
daha diisiik mortalite gosterdigi ortaya konmustur. Her iki izolatin dar plak olusturan
saflagtirillmig viruslarin, genis plak olusturanlara gore daha patojen oldugu tespit
edilmistir. Tiim baliklarin organlarindan olusturulan homojenatta VHSV RNA’s1
bulunmasi, virusun her iki izolatinin da gokkusagi alabaliklarinda patojenitesinin
yiiksek oldugunu kanitlamistir.

Karadeniz bolgesinde yapilan c¢aligmalarin tamaminda numunelerde bulunan
VHSV’nin genotip le grubuna ait oldugunu gérmekteyiz. Buna bagli olarak bolgesel
VHSV izolatlarinin patojenite Ozelliklerini daha ayrintili incelenmesi igin yeni

arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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