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ÖZET 

 

KARADENİZ’DE AVLANAN BALIKLARDA BETANODAVİRUS 

ENFEKSİYONUNUN EPİDEMİYOLOJİSİ 

Bahadır MÜFTÜOĞLU 

Ondokuz Mayıs Üniversitesi 
Lisansüstü Eğitim Enstitüsü 

Veterinerlik Virolojisi Ana Bilim Dalı  

Doktora, Şubat/2023  

Danışman: Prof. Dr. Harun ALBAYRAK 

 

Dünyada Viral Nervöz Nekrozis (VNN) viral hastalıklar arasında önemli bir 

konumdadır ve salgınlarla büyük kayıplara neden olmaktadır. Türkiye’de 

Karadeniz’de yabani hayatla ilgili bir VNN çalışması bulunmamaktadır. Bu sebeple; 

Orta ve Doğu Karadeniz Bölgesinde 6 ilde doğal yolla avlanan 8 balık türünde VNN 

viral nükleik asidi yönünden araştırma yapıldı. Sinop, Samsun, Ordu, Giresun, 

Trabzon ve Rize illerinden doğal yolla avlanan istavrit, barbunya, mezgit, zargana, 

hamsi, levrek, alabalık ve kefal balıklarından toplamda 1265 adet balık örneği 

toplandı. Toplanan balık örneklerinden her bir havuzda 5 balık örneği olacak şekilde 

gruplandı. Balıkların, virusun tropizmi olduğu bilinen, beyin ve göz dokularından 

homojenatlar hazırlandı.Toplanan balıklardan elde edilen doku örnekleri real-time 

reverse transcriptase PCR (rtRT-PCR) metodu ile viral nükleik asit yönünden 

araştırıldı. Yapılan moleküler tarama sonucunda örneklenen balık türlerinden Samsun 

ilinden alınan barbunya balık türü havuzlarından bir örnek VNNV nükleik asit 

yönünden pozitif bulundu. Yapılan sekans analizi sonucunda bulunan virusun 

Akdeniz’de endemik olan RGNNV genotipine ait olduğu belirlenmiştir. Bu tez 

çalışması sonucunda  Türkiye’de yabani hayatta ilk kez Betanodavirus tespiti 

yapılmıştır. 

 

 

 

 

Anahtar Sözcükler:  Balık, Barbunya, Betanodavirus, Karadeniz, Rt-pcr, Vnnv  
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ABSTRACT 

 

EPIDEMIOLOGY OF BETANODAVIRUS INFECTION IN CAPTURED FISH IN 

BLACKSEA 

 

Bahadır MÜFTÜOĞLU 

Ondokuz Mayıs University 
Institute of Graduate Studies 

Department of Veterinary Virology 

Ph.D., February/2023  

Supervisor: Prof. Dr. Harun ALBAYRAK 

 

Viral Nervous Necrosis (VNN) is an important viral disease causes great losses with 

epidemics in the world. There is no VNN study on wildlife in the Black Sea in Turkey.  

For this reason; This study was conducted for VNN viral nucleic acid in 8 fish species 

naturally caught in 6 provinces in the Central and Eastern Black Sea Region. A total 

of 1265 fish samples were collected from naturally caught horse mackerel, red mullet, 

haddock, garfish, anchovy, sea bass, trout and mullet from the provinces of Sinop, 

Samsun, Ordu, Giresun, Trabzon and Rize. The collected fish samples were grouped 

as 5 fish samples in each pool. Suspensions were prepared from brain and eye tissues 

of fish, known to have tropism of the virus. Tissue samples obtained from the collected 

fish were investigated for viral nucleic acid by real-time reverse transcriptase PCR 

(rtRT-PCR) method. As a result of the molecular scanning, one sample from the red 

mullet fish species pools from Samsun province was found positive for VNNV nucleic 

acid. As a result of the sequence analysis, it was determined that the virus found 

belongs to the RGNNV genotype, which is endemic in the Mediterranean. As a result 

of this thesis, Betanodavirus was detected for the first time in wild life in Turkey.  

 

 

 

 

Keywords: Fish, Red Mullet, Betanodavirus, Blacksea, Rt-pcr, Vnnv  
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1. GİRİŞ 

Balıkçılık ve su ürünleri üretim sektörü son yıllarda artan nüfusla birlikte gelen 

özellikle protein açısından zengin gıda ihtiyacından dolayı 21. yüzyılda dikkat çeken 

gıda üretim sektörlerinden biri haline gelmiştir.  Avcılık ve üretim olmak üzere iki 

şekilde yapılan balıkçılık sektörü de tüketimin ve hayvansal protein ihtiyacının 

artmasından dolayı yıldan yıla artan bir grafikle karşımıza çıkmaktadır. 2019 yılında 

belirtilen rapora göre dünyada tüketilen hayvansal proteinlerin %17’sini su ürünleri 

oluşturmaktadır. Birleşmiş Milletler Gıda ve Tarım Örgütü (FAO) raporuna göre de 

gıda sektörleri arasında son 10 yılda en fazla gelişim gösteren sektörün su ürünleri 

sektörü olduğu bildirilmiştir (FAO, 2022). 

 

Şekil 1.1. FAO 1950-2020 yılları arası dünya su ürünleri üretim miktarı (FAO, 2021) 

Türkiye’de de balıkçılık sektörü dünyada olduğu gibi her geçen yıl artış 

göstermektedir. Farklı özelliklere sahip 3 denize, 8333 km uzunluğundaki kıyı şeridine 

sahip ülkemiz baraj, göl ve akarsularıyla önemli iç su ve deniz balıkçılığı üretim 

gücüne sahiptir (Arslan ve Yıldız, 2021). Uzun yıllardır avcılık temelli olan üretim son 

yıllarda, yetiştiriciliğin ilerleyen teknolojiyle birlikte artmasıyla yetiştiriciliğe 

yönelmiştir. Türkiye’de ve dünyada avcılık son yıllarda yetiştiriciliğe göre daha az 

gelişim gösterse de su ürünleri üretimindeki önemini korumaktadır. Türkiye’de 

avcılığı yapılan balıklar başta hamsi olmak üzere (151.598 ton), istavrit (24.006 ton), 

sardayla (15.800 ton), mezgit (10.380 ton) balıklarıdır. 
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Şekil 1.2. TÜİK 2000-2021 yılları arası Türkiye su ürünleri üretimi (TÜİK, 2021) 

Türkiye’de ve dünyada su ürünleri üretiminde bulaşıcı enfeksiyöz ajanlar önemli 

ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Diğer tarım ve hayvancılık sektörleri içerisinde 

kontol edilmesi en zor ortam olan su ortamında bulunan bu ajanlardan arilik ve 

korunma büyük  önem taşımaktadır. Larvalarda % 100’e varan ölüm oranlarıyla ve 

50’den fazla balık türünü etkilemesiyle Viral Nervöz Nekrozis Virusu (VNNV) 

özellikle son on yılda tüm dünyada dikkat çeken önemli viral patojenlerden biri 

olmuştur.  Bu tez çalışmasında Karadeniz’de avcılığı yapılan balıklarda VNN 

virusunun varlığı araştırılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Viral Nervöz Nekrozis 

2.1.1. Tanım 

Viral nervöz nekrozis virus (VNNV), Nodaviridae ailesinde, Betanodavirus 

genusu içerisinde sınıflandırılan, dünya çapında ilk tespit edildiği 1985’ten günümüze, 

Güney ve Doğu Asya, Çin, Hindistan, İran, Japonya, Kore, Filipinler, Tayland, 

Malezya, Vietnam, Endonezya,  Okyanusya (Tahiti, Avustralya), Akdeniz ülkeleri 

(Fransa, Portekiz, İtalya, Malta, İsrail, Tunus, Yunanistan, İspanya), İngiltere, Norveç, 

Karayipler, Kuzey Amerika ve Kanada’da bilinen tuzlu ve tatlı suda yaşayan 120’den 

fazla balık ve omurgasız türünde enfeksiyon oluşturan, küresel su ürünlerini tehdit 

eden ölümcül bir virustur (Costa and Thompson, 2016; WOAH, 2019). 50’den fazla 

balık türünü etkileyen virus, sıcaklık ve fizyolojik özelliklere göre değişmekle birlikte 

özellikle larva ve juvenil evresindeki balıklarda %100’e varan mortalite oranıyla balık 

üretimi için büyük bir tehdit oluşturmaktadır (Li et al., 2020).  

2.1.2. Tarihçe 

Nodavirus (NoV), ismini ilk olarak 1956’da Japonya’da bulunan Nodamura 

köyünde sivrisinek (C. tritaeniorhynchus ve C. pipiens) süspansiyonundan elde edilen 

daha önce sınıflandırılmamış olan yeni bir arbovirusla almıştır (Scherer and Hurlbut, 

1967). 

VNN, balıklarda 1985 yılında dikkat çeken Nagazaki’deki papağan balıklarında 

(Oplegnathus fasciatus) büyük kayıplarla ilk kez salgın bir hastalık tablosu 

oluşturmuştur (Yoshikoshi and Inoue, 1990). Daha sonra benzer semptomlar gösteren 

bir salgın Avusturalya, Malezya ve Tayland’da asya levreğinde bildirilmiştir (Munday 

et al., 1992). Balıklarda sinir sisteminde vakuol oluşumu ve ensefalopati 

semptomlarından dolayı bu virusu önce ‘picorna benzeri virus’ olarak tanımlamışlardır 

(Glazebrook et al., 1990). Virus ilk kez striped jack (Pseudocaranx dentex)’ten 

saflaştırılmıştır. Bundan dolayı Striped Jack Nervöz Nekrozis Virus (SJNNV) olarak 

isimlendirilmiştir. Virus virion yapısı, büyüklüğü ve genom özellikleri doğrultusunda 

Nodaviridae ailesi içerisinde sınıflandırılmıştır (Mori K et al., 1992; Murphy et al., 

1995). Virusun ilk izolasyonu enfekte levreklerden (Dicentrarchus labrax) alınan 

örneklerden SSN-1 hücre hattında yapılmıştır (Frerichs et al., 1996). Ancak virus daha 

sonra salgın sırasında asya levreği (Lates calcarifer) ve avrupa levreğinden de 

(Dicentrarchus labrax) teşhis edilmiştir (Comps et al., 1994). Hastalık, Viral 
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Ensefalopati ve Retinopati (VER) (Munday et al., 1992), VNN (Yoshikoshi and Inoue, 

1990), levrek ensefalopatisi (Bellance and Gallet de Saint-Aurin, 1988), kalkan 

ensefalomiyelitisi (Bloch. et al., 1991), balık ensefalopatisi (Comps and Raymond, 

1996) gibi isimler almıştır ve günümüzde VNN ve VER olarak isimlendirilmektedir 

(Munday et al., 2002). 

2.1.3. Etiyoloji 

Nodaviridae ailesi Alfanodavirus ve Betanodavirus olarak iki cinse 

ayrılmaktadır (Ball et al., 1994). Alfanodavirus cinsi genel olarak insektleri, 

Betanodavirus cinsi ise balıkları enfekte eden nodavirusları içermektedir. VNN virusu 

Nodaviridae ailesi içinde Betanodavirus cinsinde yer alan ikosahedral simetrili 25 nm 

çapında zarfsız bir RNA virusudur (Mori K et al., 1992). 180 eş kapsomer T=3 

ikosahedral simetrili şekilde birleşerek virus kapsidini oluşmaktadır (Schneemann et 

al., 1998). 

 Pozitif polariteli tek iplikçikli (ssRNA) iki segmentten oluşan viral genomun, 

RNA1 segmenti 3.1 kb uzunluğunda, 110 kDa büyüklüğünde RNA bağımlı RNA 

polimeraz (RdRp – Protein A) proteinini kodlamakta (Mori K et al., 1992), RNA2 

segmenti 1.4 kb uzunluğunda, 42 kDa büyüklüğünde  kapsid proteinini kodlamaktadır 

(Nishizawa et al., 1995b). Ayrıca virus replikasyonu sırasında RNA1 segmentinin 3’ 

ucundan ayrılan 0.4 kb uzunluğunda bir subgenomik RNA3 sekansı, yapısal olmayan 

B1 ve B2 proteinini kodlar (Iwamoto et al., 2005).  Segmentlerin  3’ uçlarında poly 

(A) bulunmaz (NishizawaT. et al., 1994; Iwamoto et al., 2005).  

 

Şekil 2.1. Nodavirus genom şeması (Anonim 2022a). Kapsid proteini (Protein α Alfanodavirusta β ve 

γ olarak ayrılmaktadır. Bu ayrım Betanodavirusta yoktur.) 

 

RNA1’in uzunluğu ve kodladığı protein konakçı türüne bağlıdır. RNA1 

segmenti, Striped Jack Nervöz Nekrozis Virus’ta (SJNNV) 3107 nt, Red-spotted 
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Grouper Nervöz Nekrozis Virus’ta (RGNNV) 3103-3105 nt, Barfin Flounder Nervöz 

Nekrözis Virus’ta (BFNNV) 3100-3101 nt, Tiger Puffer Nervöz Nekrozis Virus 

(TPNNV) genotipinde  3112 nt uzunluğundadır. Protein A, SJNNV’de 983 aa, 

RGNNV’de 982 aa, BFNNV’de 981 aa,  TPNNV ise 982 aa uzunluğundadır (Nagai 

and Nishizawa, 1999; Tan et al., 2001; Sommerset and Nerland, 2004). RNA2 

segmenti kapsid proteini SJNNV’de 340 aa, diğer genotiplerde 338 aa uzunluğundadır 

(Delsert et al., 1997; Tan et al., 2001; Hegde et al., 2003). 

RNA2 segmenti, konakçı spesifitesinde rol almaktadır ve segmentin T4 değişken 

bölgesine göre yapılan sınıflandırmada VNN; Striped Jack Nervous Necrosis Virus 

(SJNNV), Tiger Puffer Nervous Necrosis virus (TPNNV), Red-spotted Grouper 

Nervous Necrosis Virus (RGNNV) ve Barfin Flounder Nervous Necrosis Virus 

(BFNNV) olmak üzere dört genotipe ayrılmıştır (Nishizawa et al., 1995b; Panzarin et 

al., 2016). Ayrıca kalkan balığından (Scophthalmus maximus) izole edilmiş yeni bir 

genotip olarak turbot nervous necrosis virus (TNNV)  önerilmiştir ancak henüz resmi 

sınıflandırmada yer almamaktadır (Johansen et al., 2004). VNNV’nin sınıflandırıldığı 

dört genotip, poliklonal antikorlar kullanılarak yapılan nötralizasyon testleriyle üç ana 

serotipe ayrılmıştır. Buna göre; SJNNV ve RGNNV/SJNNV genotipi serotip A, 

TPNNV genotipi serotip B ve  BFNNV, RGNNV ve SJNNV/RGNNV genotipleri 

serotip C içerisinde sınıflandırılmıştır (Nishizawa et al., 1997; Mori et al., 2003; 

Iwamoto et al., 2004; Panzarin et al., 2016). Buna karşın Panzarin vd. (2016) ve 

özellikle Mori vd. (2003), yaptığı sınıflandırmalarda Asya izolatlarının çoğunlukta 

olduğunu, soğuk su viruslarının ve segment değişikliklerinin gözardı edildiğini 

savunmuştur. Akdeniz izolatları ve segment değiştirmiş viruslarla yaptıkları çalışmada 

BFNNV’nin B serotipi içinde değerlendirilmesi gerektiğini bildirmiştir (Panzarin et 

al., 2016). Ayrıca genotipler arasında çapraz reaksiyon olmadığı bilinse de Panzarin 

ve ark. (2016) RGNNV, SJNNV/RGNNV, TPNNV ve BFNNV genotipleri arasında 

az miktarda çapraz reaksiyon olabileceğini bildirmiştir. 

VNNV segmentli bir virus olmasından dolayı segment değişimleri 

(reassortment) gerçekleşebilmektedir ve bu değişimin konakçı spesifitesinde ve 

patojenitede değişiklik yaptığı bildirilmiştir. Reassortant viruslar adlandırılmalarını 

segmentlerinin ait olduğu (RNA1/RNA2) genotipe göre almaktadır. Dört genotip 

olmasına rağmen şu ana kadar RGNNV/SJNNV ve SJNNV/RGNNV olmak üzere iki 

genotip arasında reassortant virus tespit edilmiştir. İki reassortantın da bulunmasına 
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rağmen RGNNV/SJNNV’ nin daha yaygın olduğu bildirilmiştir. (Panzarin et al., 2012; 

Bitchava et al., 2019). 

2.1.4. Viral Replikasyon 

Betanodavirus replikasyon siklusu hakkında geniş çaplı bir bilgi henüz 

bulunmamaktadır. Virusun konakçı hücredeki N-glikolize siyalik asit reseptörlerine 

bağlandığı düşünülmektedir (Low et al., 2017). Virus konakçı hücreye pinositoz 

yoluyla girer. Örtücü katmanlardan ayrılarak, viral genomu hücre stoplazmasına 

bırakır (Venter and Schneemann, 2008). Pozitif anlamlı olan RNA1 segmentinin 

translasyonu ile Protein A (RdRp) proteini sentezlenir. Protein A’nın 223. aa 

pozisyonunun sıcaklık toleransında rol aldığı bildirilmiştir (Souto et al., 2019). RdRp 

replikasyon kompleksi, erken replikasyon döneminde konakçı dış mitokondriyal 

membranlarına yerleşir (Chen et al., 2006). RdRp viral RNA1’i tamamlayarak çift 

iplikçikli RNA sentezler. Bu RNA kalıbı kulanılarak yeni RNA zincirleri oluşturulur. 

Bu işlemler mitokondrinin dış membranında gerçekleşir. Daha sonra RNA1’in 

3’ucundan sub-genomik RNA, RNA3 transkribe edilir ve bu RNA3’ten B1 ve B2 

proteini sentezlenir. B1 proteininin erken dönem apoptoz inhibitörü olarak rol aldığı, 

B2 proteininin hücresel RNA sessizleşmesinin inhibitörü olarak görev aldığı ve RNA2 

transkripsiyonunu regüle ettiği düşünülmektedir. Daha sonra RNA2’den kapsid 

proteini sentezlenir ve pozitif anlamlı RNA1-RNA2 segmentleri hücre 

sitoplazmasında paketlenir (Iwamoto et al., 2005; Chen et al., 2009; I Bandín and S 

Souto, 2020) 
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Şekil 2.2.  Betanodavirus replikasyon siklusu şeması (SMART Servier Medical Art, 2020)  

 Betanodavirus replikasyon çalışmaları RNA1’in erken replikasyon döneminde, 

viral replikasyon komplekslerinin oluştuğu yeterli bir seviyeye kadar daha çok 

eksprese edildiği, RNA2’nin geç replikasyon döneminde, yeterli virion paketlemesi 

yapılacak kapsid proteini üretilene kadar daha çok eksprese edildiğini bildirmiştir 

(Kim et al., 2019). Geç replikasyon döneminde kapsid proteini nükleusta birikir ve 

RdRp kompleksi konakçı endoplazmik retikulumuna geçiş yapar. Bu mekanizmanın 

hücre apoptozunu indüklediği ve hücre ölümünü başlattığı düşünülmektedir. Hücre 

lize olur, yeni virionlar ortama saçılır ve hücre lizisi, vakuol oluşumu olarak görülür 

(Guo et al., 2003).  

2.1.5. Epidemiyoloji 

Su ortamındaki viral enfeksiyonlarda  su sıcaklığı, virusun enfeksiyözite gücünü 

ve konakçının virusa karşı direncini belirleyen en önemli faktörlerdendir. VNN 

virusunda da virusun varlığını sürdürebilmesi ve patojenite gücünü koruyabilmesi için 

her genotipinin etkili olduğu farklı optimum su sıcaklığı vardır. Bu sıcaklık aralıkları; 
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BFNNV için 15–20 °C, TPNNV için 20 °C, SJNNV için 20–25 °C ve RGNNV 

genotipi için 25–30 °C olarak bildirilmiştir (Iwamoto et al., 2000).  RGNNV 

genotipinin 15-35 °C ile en geniş sıcaklık toleransına sahip olduğu gösterilmiştir 

(Ciulli et al., 2006; Hata et al., 2007). Yapılan çalışmalar VNN virusunun RNA1 

segmentinin özellikle 1-445 aa aralığının, genotiplerin sıcaklık hassasiyetinde önemli 

rol oynadığı yönündedir (Hata et al., 2010; Panzarin et al., 2014). 

Tablo 2.1. VNNV genotipleri, serotipleri, optimum gelişme sıcaklıkları (Nishizawa et al., 1997; 

Iwamoto et al., 2000; Munday et al., 2002; Chi et al., 2003; Chen et al., 2014) 

Genotip Serotip Hedef Konakçı Balık Optimum 

Gelişme Sıcaklığı 

SJNNV A Striped jack (Çizgili levrek, kral 

balığı) 

20-25 oC 

TPNNV B Tiger puffer (Japon Kirpi Balığı 

Takifugu rubripes) 

20 oC 

BFNNV C Soğuk Su Balıkları: Atlantik 

halibut, Atlantik cod, flounders (pisi 

balıkları), vb 

15-20 oC 

RGNNV C Sıcak Su Balıkları: Asian sea 

bass (barramundi-Asya levreği), 

European sea bass (levrek) , 

groupers (orfoz, lahos, hani vs.) 

25-30 oC 

 

 

Şekil 2.3. VNN virusu genotiplerinin coğrafi dağılımları (SMART Servier Medical Art, 2020) 

 

Virus  Güney Amerika hariç bütün dünyadan bildirimi yapılmıştır (Shetty et al., 

2012). VNN’in sıcaklık hassasiyeti ve konakçı spektrumu, virusun coğrafik 
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dağılımıyla bağlantılıdır.   TPNNV genotipi, Japonya’da sadece tiger puffer (Takifugu 

rubripes) dan izole edilmiştir ve  yaygın değildir (Nakai et al., 1994). TNNV bir kez 

Norveç’te kalkan balığında (Scophthalmus maximus) bildirilmiştir (Johansen et al., 

2004). BFNNV genotipi, soğuk su bölgelerinde özellikle  levrek (Dicentrarchus 

labrax), pasifik morinası (Gadus macrocephalus), atlantik morinası (Gadus morhua), 

barfin pisi balığından (Verasper moseri) Avrupa’nın ve Amerika’nın  kuzey bölgeleri 

ve İskandinav ülkeleri, Japonya, Kanada, Kuzey Amerika, Norveç, İngiltere’de izole 

edilmiştir (I Bandín and S Souto, 2020). SJNNV genotipi sadece Japonya’da çiftlik 

balıklarında (kral balığı Pseudocaranx dentex, kırmızı çipura Pagrus major) olduğu 

düşünülmekteydi ancak İspanya İber Yarımada’sında çifliklerde çipura (Sparus 

aurata), kaya levreği (Argyrosomus regius) ve yassı bir balık olan Solea 

senegalensis’te de bildirilmiştir (Cutrín et al., 2007; Lopez‐Jimena et al., 2010). Diğer 

genotiplerin aksine RGNNV genotipi, en geniş konakçı spektrumuna ve coğrafi 

dağılıma sahiptir. Başta Akdeniz olmak üzere Avusturalya ve Asya kıyıları ve ABD’de 

özellikle levrek ve orfoz, barramundi gibi birçok balıkta enfeksiyon oluşturmaktadır 

(Ciulli et al., 2007; Moody et al., 2009; Binesh, 2013a; Haddad-Boubaker et al., 2013; 

Kara et al., 2014). Reassortant genotiplerden SJNNV/RGNNV sadece İtalya ve 

Hırvatistan kıyısında levreklerden izole edilirken, RGNNV/SJNNV Güney Avrupa 

kıyılarında sole (Solea senegalensis, Solea solea), levrek, çipuralarda görülmektedir 

(Toffolo et al., 2007; Olveira et al., 2009; Panzarin et al., 2012). 

2.1.6. VNNV Enfeksiyonunun Türkiye’deki Durumu 

VNN enfeksiyonu Türkiye’de ilk kez 2011 yılında Mersin ilinden alınan 

levreklerden tespit edilmiştir. Virusun identifikasyonu SSN-1 hücre kültüründe 

izolasyonu yapıldıktan sonra IFAT ve RT-PCR testi ile yapılmıştır. Örnek daha sonra 

WOAH referans laboratuvarı (Zooprofilattico Istituto Sperimentale delle Venezie) ile 

onaylanmıştır  (Özyer vd., 2014). 2016 yılında yürütülen bir çalışmada, Karadeniz’de 

çiftlikten alınan levreklerden RGNNV genotipi VNNV tespiti yapılmıştır (Kaplan vd., 

2021). Kaplan ve Karaoğlu (2021) 2016-2017 yıllarında Türkiye’deki levrek 

çiftliklerinden aldıkları örneklerden VNNV teşhis ederek virusun RGNNV genotipine 

ait olduğunu bildirmişlerdir. Türkiye’de ilk reassortant virus tespiti, 2019 yılında Ege 

Denizi’ndeki çiftliklerden alınan çipuralardan yapılmış ve virus RGNNV/SJNNV 

reassortant virusu bulunmuştur (Kaplan vd., 2022). 
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2.1.7. Bulaşma 

Virusun bulaşmasında horizontal ve vertikal yolla bulaşma, birçok çalışmada 

farklı balık türlerinde gösterilmiştir. Horizontal yolla enfekte balıklarla birlikte 

yaşayan balıklara bulaşmada özellikle suyun rol oynadığı, suda aktif viral partikül 

bulunmasıyla da  kanıtlanmıştır (Arimoto et al., 1994; Le Breton et al., 1997; Curtis et 

al., 2001; Hick et al., 2011). Ayrıca balık üretim çiftliklerinde kullanılan ekipmanlarla 

da virus saçılmaktadır (Mori et al., 1998).  

Enfeksiyonun vahşi ve kültür balıklarında uzun süre persiste kaldığı ve virusu 

saçtığı gösterilmiştir (Munday et al., 2002; Olveira et al., 2013; Ma et al., 2015). 

Çipura (Sparus aurata) ve kurt balığında (Anarhichas minor) yapılan deneysel 

enfeksiyonlarda, klinik semptom göstermemesine rağmen sırasıyla üç ay ve dört ay 

sonra da balıklardan virus tespiti yapılmıştır (Johansen et al., 2003; López-Muñoz et 

al., 2012). 

Balıklar dışındaki bazı omurgasız canlılar da virus için rezervuar konakçı olarak 

bulaşmada önemli rol oynayabilmektedir (Gomez et al., 2010). Nadidae ailesine ait 

kum solucanları (Liu et al., 2006), yengeç, midye, ıstakoz (Gomez et al., 2008) ve larva 

beslemede kullanılan  karides ve bazı midyelerde VNN virusu tespit edilmiştir 

(Frerichs et al., 2000; Costa and Thompson, 2016). 

Vertikal bulaşma her türde olmasa da virus, enfekte kral balığı (Nguyen et al., 

1997), pisi balığı (Verasper moseri) (Yoshimizu, 1997), Avrupa ve Asya levreği 

(Breuil et al., 2002; Azad et al., 2006), atlantik tütün balıklarının (Grotmol et al., 1999) 

gonadlarında, yumurtalarda ve larvalarda, genital sıvılarında tespit edilmiştir.  

2.1.8. Patogenez ve Klinik Bulgular 

VNNV’nin patogenezi tam olarak aydınlatılamamıştır. Yapılan çalışma sonuçları 

türlerde ve balık özelinde değişiklik göstermektedir. Ancak ulaşılan sonuçlara göre 

hipotezler oluşturularak çeşitli mekanizmalar öne sürülmüştür. VNNV’nin giriş yolları 

olarak çeşitli çalışmalarda deri (Souto et al., 2018), solungaçlar (Grotmol et al., 1997), 

oral ve nazal boşluk gösterilmiştir (S. Tanaka et al., 2004). Virus organizmaya girerek 

periferal sinirlerde replike olduktan sonra, sinir yolları boyunca merkezi sinir 

sistemine (MSS), beyne ve retinaya ulaşarak bu bölgelerde patoloji oluşturmaktadır 

(Souto et al., 2018). Bazı araştırmacılara göre virus nazal epitele penetre olarak 

olfaktör bulbus, beyin, medulla oblangata, omurilik ve son olarak retinaya 

yayılmaktadır (Mladineo, 2003; S Tanaka et al., 2004). Virusun daha sonra nörolojik 
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olmayan dokularda da bulunması, (solungaçlar, yüzgeçler, kalp, barsak, mide, dalak, 

karaciğer, böbrek ve gonadlar)  etkenin viremi yoluyla da yayılabileceğini göstermiştir 

(Nguyen et al., 1997; Mladineo, 2003; Korsnes et al., 2009; Mazelet et al., 2011). 

İnkübasyon periyodunun su sıcaklığı, genotip ve konakçı türüne bağlı olduğu 

gösterilmiştir (Souto et al., 2018). Su sıcaklığı arttıkça inkübasyon periyodu 

kısalmakta ve enfeksiyonun şiddeti artmaktadır. (Tanaka et al., 1998). İntra musküler 

enjeksiyon yapılan Avrupa levreği ve daldırma yöntemiyle enfekte edilen Asya levreği 

larvalarında 2 gün sonra klinik bulgular tespit edilmiştir (Peducasse et al., 1999; 

Parameswaran et al., 2008). Yetişkin balıklarda bu süre 5-10 güne çıkmaktadır 

(Vendramin et al., 2014; Toffan et al., 2016). 

Histopatolojik VNN bulguları arasında  belirgin olarak MSS’de, beynin orta ve 

arka bölümünde ve retinada yaygın vakuolizasyondur. Elektron mikroskobu ile 

enfekte sinir hücrelerinin sitoplazmasında virus partikülleri görülebilir (Glazebrook et 

al., 1990; Nishizawa et al., 1995a). Lezyonların balık yaşıyla bağlantılı olduğu 

görülmüştür. Larvalarda beyin lezyonları daha şiddetli görülürken, juvenil ve yetişkin 

balıklarda  doku dejenerasyonları, virus konsantrasyonu artması halinde de hafif 

görülmektedir (Mladineo, 2003). 

VNN enfeksiyonunda özellikle larva dönemindeki balıklarda mortalite %100’e 

ulaşmaktadır. Enfekte hayvanlarda anormal yüzme davranışları (spiral, dairesel 

yüzme, karın yukarda, dengesiz, koordine olmayan yüzme) tank duvarlarına çarpma, 

anemi, letarji, anoreksi görülmektedir (Munday et al., 2002; Nopadon et al., 2009; 

Binesh, 2013b).  

İmmersiyon yöntemiyle enfekte edilen kral balıklarında vakuol oluşumu ilk 

olarak omur ilikte, sonra beyinde, daha sonra retinada gözlenmiştir. Doğal enfekte 

genç larvalarda enfeksiyonun erken döneminde deride ve barsak epitel hücrelerinde 

virus tespit edilmiştir (Nguyen et al., 1996).  

2.1.9. Teşhis 

Virus izolasyonu 

VNNV’nin ilk kez görülmesinin ardından birçok teşhis metodu geliştirilmiş ve 

kullanılmıştır. Güncel metodlardan önce hastalık 1990’larda, enfekte balığın 

gösterdiği anormal yüzme davranışları ve patolojik muayenede görülen semptomlar 

(yüzme kesesinde inflamasyon, beyinde hemoraji) ile tahmin edilmiştir (Yoshikoshi 

and Inoue, 1990; Breuil et al., 1991; Chi et al., 1997). Daha sonra mikroskobik 
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muayenede beyin ve omurilikte vakoullerle desteklenmiştir. Elektron mikroskobu ile 

de virus, enfekte balık dokularındaki hücrelerde serbest halde veya endoplazmik  

retikulum zar yüzeyinde görülerek teşhisi konmuştur (Glazebrook et al., 1990; 

Grotmol et al., 1997). Daha sonra fry boydaki Striped snake head’den (Channa 

striatus) elde edilen hücre hattı (SSN-1) kullanılarak virus izolasyonu yapılmaya 

başlanmıştır (Frerichs et al., 1996). SSN-1 hücre hattı, balığın tamamından elde 

edildiği için farklı dokulardan hücreler bulundurmakta ve SnRV (Snakehead fish 

retrovirus) adı verilen bir retrovirus-C ile persiste enfektedir (Frerichs et al., 1991). 

Bunun NNV tespitinde hücrenin performansını ve CPE’deki güvenilirliği azalttığı 

düşünülerek SSN-1 klonu olan E-11 hücre hattı geliştirilmiştir. E-11, SSN-1 e göre 

daha stabildir ve SnRV yönünden moleküler olarak pozitif olsa da viral partikül 

oluşturmamaktadır (Iwamoto et al., 2000). Daha sonra orfoz yüzgecinden 

(Epinephelus coioides) GF-1 (Chi et al., 1999) izolasyon çalışmalarında devamlı hücre 

hattı olarak kullanılmıştır ve tavsiye edilmektedir (WOAH, 2019). Son yıllarda birçok 

hücre hattının VNN izolasyonunda kullanılabileceği gösterilse de yaygın olarak 

kullanılanlar SSN-1 ve E-11’dir. Hücre kullanılarak yapılan identifikasyon çalışmaları 

uzun sürdüğü, tecrübe istediği ve virus titresinin düşük olduğu durumlarda negatif 

sonuca sebebiyet verebildiği için son yıllarda serolojik ve moleküler çalışmalar önem 

kazanmıştır (Doan et al., 2017). 

Immunohistokimyasal Boyama (IHC) 

VNN teşhisinde IHC için farklı protokoller geliştirilmiştir (Nguyen et al., 1996; 

Dannevig et al., 2000; Johansen et al., 2002; Moody et al., 2004). Ancak kullanılan 

kromojen ve konjugat boyalarının  test değerlendirmesinde zorluk çıkarabilmesi, 

düşük antikor yoğunluklarının yanlış sonuç verebilmesi sebebiyle daha spesifik testler 

kullanılmaktadır (Johansen et al., 2004). 

İmmun Floresan Antikor Testi (IFAT) 

IFAT, VNN antijenlerini sinir dokularında ve hücre kültürlerinde teşhis etmek 

için kullanılmaktadır (WOAH, 2019). IHC’ye göre spesifitesi daha yüksektir. IHC 

sonuçlarının negatif olduğu kas ve bağ dokularda IFAT ile pozitif bulunmuştur. IFAT 

floresan mikroskop gerektirdiği için IHC’ye  göre maliyeti yüksektir ve WOAH’a göre 

sensivite yönünden geçerli görülmediği için sadece klinik enfekte hayvanlarda 

kullanılması tavsiye edilmiştir  (Azad et al., 2006; WOAH, 2019).  
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ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

Farklı ELISA protokolleri, yumurtalarda, larvalarda ve anaç balıklarda VNN 

antijen tespitinin yanısıra, balık serumlarında bulunan VNN antikorları yönünden bilgi 

vermesi için geliştirilmiştir (Arimoto et al., 1992; Breuil et al., 2000; Watanabe et al., 

2000; B Fenner et al., 2006; Jaramillo et al., 2016). B Fenner et al. (2006) yaptıkları 

çalışmada antijen yakalamalı ELISA’da 103-104 TCID50/50 μl üniteye kadar tespit 

edebildiklerini göstermiştir. Watanabe et al. (2000), ELISA titresinin ≥ 1:40 değerinin 

viral enfeksiyonu, ≤ 1:10 değerinin viral enfeksiyon olmadığını gösterdiğini 

bildirmiştir. ELISA metodu balıkların öldürülmeden yapılabildiği ve sürü kontrolü 

sağlaması açısından avantajlıdır (Jaramillo et al., 2016; Nuñez‐Ortiz et al., 2016).  

Moleküler Metodlar 

VNN tespitinde birçok RT-PCR protokolü tanımlanmıştır. İlk RT-PCR metodu 

SJNNV genotipindeki RNA2’nin T4 değişken bölgesinde 430 bç’lik bir alana göre 

tasarlanmıştır (NishizawaT. et al., 1994). Bu protokol WOAH tarafından 2006 yılına 

kadar  teşhiste ve genotiplendirmede tavsiye edilmiş ve kullanılmıştır (Nishizawa et 

al., 1995b; Nishizawa et al., 1997). Ancak bu metod kullanılırken, viral yükün düşük 

olduğu durumlarda teşhiste problemler ve T4 değişken bölgeden dolayı sensitivite 

problemleri yaşanmıştır (Nishizawa et al., 1996). Daha sonra sensitivitesi daha yüksek 

ve sonuçlanması daha az zaman alan, RNA1 ve RNA2’yi tanıyan birçok primer ve 

prob geliştirildi (Dalla Valle et al., 2005; BJ Fenner et al., 2006; Hick and Whittington, 

2010; Panzarin et al., 2010; Hodneland et al., 2011; Baud et al., 2015). Özellikle son 

zamanlarda VNN genotiplerindeki virusları tanıyan ve WOAH tarafından da tavsiye 

edilen, Panzarin et al. (2010) tarafından bildirilmiş TaqMan RT-qPCR protokolü 

kullanılmaktadır. 2016 yılında Hwang et al. (2016), Epinephelus septemfasciatus cinsi 

balıklarda VNN teşhisinde, PCR metoduna göre on kat daha hassas bulduğu LAMP 

(loop-mediated isothermal amplification) protokolünü bildirmiştir. 

VNNV teşhis yönteminin duyarlılık, uygulanabilirlik ve maliyet açısından 

değerlendirilerek seçilmesi konusunda WOAH tarafından önerilen tercihler Tablo 

2.2’de gösterilmiştir. 
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Tablo 2.2. WOAH’ın önerdiği test metodları ve kullanılabilirlikleri (a: bulunabilirlik kullanılabilirlik 

ve spesifite yönünden önerilen metod, b:önerilen standart metod, c: bazı durumlarda uygulanabilir 
ancak maliyet ve duyarlılık açısından uygulanabilirliği kısıtlıdır, d: bu metod önerilmemektedir.) 

(WOAH 2019’dan uyarlanmıştır.) 

Metod Hedefli Sürveyans Olası Tanı Kesin Tanı 

Histopatoloji d b d 

Histopatoloji ve 

immunboyama 
d b d 

Elektronmikroskobu d c d 

Hücre Kültüründe Virus 

İzolasyonu ve 

İmmunboyama veya RT-

PCR 

a a a 

RT-PCR b a a 

RT-PCR ve sekanslama d b a 

Real Time PCR a a a 

2.1.10. Koruma ve Kontrol 

Akuakültür ortamında virus enfeksiyonlarının kontrolü ve korunması son derece 

zordur. VNNV enfeksiyonlarında terapötik ilaçlar bulunsa da virus girişini, 

yayılmasını ve kalıcılığını önlemek için daha çok; hijyen kurallarına uyulması, 

biyogüvenlik önlemlerinin uygulanması, enfekte olmuş popülasyonların eradikasyonu 

ve geliştirilmiş aşıların kullanılmasına yoğunlaşılmaktadır (Gomez-Casado et al., 

2011; Shetty et al., 2012). 

  Viral balık enfeksiyonlar arasında VNNV, çevre şartlarına dayanıklı bir 

virustur. Konakçı dışında suda 15°C’de 6 aydan fazla aktif kalabilmektedir (Frerichs 

et al., 2000). Virus inaktivasyonunda sıcaklık, UV ve belirli kimyasallar etkilidir. 

Virus 60°C’de 30 dakika veya 440 mW/cm2 UV ışığa 10 dakika maruz bırakıldığında 

inaktive olmaktadır. Virus ayrıca, sodyum hipoklorit, kalsiyum hipoklorit, 

benzalkonyum klorit, iyodin ve ozon kullanılarak kimyasal yolla da inaktive edilebilir 

(Arimoto et al., 1996; Frerichs et al., 2000; Buchan et al., 2006). Betanodaviruslar 

formalin, kloroform ve etere dirençlidir ancak pH 2’nin altında ve 11’in üzerinde aktif 

kalamazlar (Arimoto et al., 1996; Frerichs et al., 2000). 

Virusun vertikal yolla bulaşabilmesinden dolayı kuluçkahanelerde virusun 

önemli bulaşma yollarından biri de enfekte ve asemptomatik damızlık balıklardır 

(Mushiake et al., 1994; Watanabe et al., 1998). Ozon uygulaması inaktivasyonda 



15 

 

önemli olsa da virusun yumurta yüzeyinde değil, içinde de bulunmasından ve spermle 

de bulaşmasından dolayı %100 etkili değildir (Kuo et al., 2012). Vertikal bulaşmanın 

önüne geçebilmek için, kuluçkahanedeki damızlık balıkların ve yeni alınacak 

damızlıkların düzenli olarak taraması yapılmalı ve üretimde virus antijen-antikor 

negatif balıklar kullanılmalıdır. Balık kanlarından ELISA tesi ile virusa karşı antikor 

taraması, yumurtalık ve spermde RT-PCR ile viral RNA taraması, elde edilen 

larvalardan da kontrol için RT-PCR taraması yapılmalıdır (Mori et al., 1998; Panzarin 

et al., 2010). Fertilize edilmiş yumurtaların dezenfeksiyonu, larval ve juvenil 

safhalarda suyun kontrolü için ozon, UV ve elektrolize edilmiş su kullanılmalıdır 

(Arimoto et al., 1996; Watanabe et al., 1998; Watanabe et al., 2013). Vertikal 

bulaşmayı önlemek için damızlık balıkların aşılanması da son derece önemlidir 

(Arimoto et al., 1992; Mushiake et al., 1994; Breuil et al., 2000). 

VNNV enfeksiyonuna karşı birçok balık türünde rekombinant, inaktif, DNA ve 

virus benzeri partikül (VLP) aşısı denenmiş ve farklı sonuçlar alınmıştır (Gomez-

Casado et al., 2011). WOAH bildirimine göre dünyada ticari olarak Japonya’da 

VNN’e karşı inaktif RGNNV aşısı kullanıldığı belirtilse de son yıllarda İspanya 

merkezli Hipra firmasının inaktif  RGNNV (Icthiovac® VNN) ve Norveç merkezli 

Pharmaq firmasının inaktif RGNNV (Alpha Ject micro® 1 Noda) aşısı, ticari olarak 

sunulmuş ve birçok akdeniz ülkesinde (Fransa, Hırvatistan, Yunanistan, İtalya, 

İspanya)  resmi olarak kullanılmaktadır. İki aşı da 12-15 gramdan büyük juvenil 

balıklara enjeksiyon yoluyla uygulanmaktadır ve ölümleri önemli ölçüde azalttığı 

ancak yine de tam koruma sağlamadığı görülmektedir (Padrós et al., 2022).   

Aşılamanın, enfeksiyondan en çok etkilenen larval ve fingerling dönemdeki 

balıklara uygulanması, henüz immun sistemlerinin tam olarak gelişmemiş olması ve 

enjeksiyon yoluyla immunizasyonun kısıtlı olması nedeniyle son derece zordur. Bunu 

kolaylaştırmak için, immersiyon yoluyla verilen inaktif VNNV aşısı (Kai and Chi, 

2008) ve oral yolla verilen bakteride (Vibrio anguillarum) eksprese edilmiş ve Artemia 

besini ile kapsüllenmiş rekombinant VNNV kapsid proteini (Lin et al., 2007; Chen et 

al., 2011) denenmiş ve yüksek relatif hayatta kalma oranları (RPS -relative percentage 

survival)  elde edilmiştir. İmmersiyon yoluyla verilen inaktif aşıda %79-95, oral yolla 

verilen rekombinant aşıda %69,5 RPS görülmüştür. Ayrıca üreme sezonundan bir ay 

önce kas içi enjeksiyonla inaktif VNNV ile aşılamanın, vertikal bulaşmayı önemli 

ölçüde azalttığı görülmüştür (Kai et al., 2010). 
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Yapılan çalışmalarda VNNV’ye karşı DNA aşıları, istenen RPS oranlarını 

uzun süreli olarak vermemektedir. Vimal et al. (2014) yaptıkları çalışmada baramundi 

juvenillerine oral yolla geliştirdikleri DNA aşısını vermiş ve %60 RPS oranı elde 

etmiştir. Bazı çalışmalarda farklı virusların DNA aşıları uygulanan balıklarda non 

spesifik immun yanıtın geliştiği görülmüştür. IHNV (İnfeksiyöz Hematopoetik 

Nekrozis Virus) DNA aşısı yapılan 2,2 gram ağırlığındaki kalkanlarda aşılamadan 8 

gün sonra yapılan eprüvasyonda %100, 35 gün sonra yapılan eprüvasyonda %63 RPS 

oranı görülmüştür (Sommerset et al., 2003).  

Aşılama çalışmalarının sonuçları umut vericidir. Bu çalışmalar yapılırken 

aşılama yöntemlerinin getirdiği avantaj ve dezavantajlar da göz önünde 

bulundurulmalıdır. Enjeksiyon yoluyla aşılama ile larva ve juvenil balıkların 

aşılanması mümkün olmasa da, Avrupa levreği ve orfoz gibi VNNV’ye karşı 

yaşamının her döneminde hassas olan balıklar için kullanışlı olabilir. Oral ve 

immersiyon yoluyla aşılama larva ve juvenil balıkları aşılama için geliştirilmiş olsa 

da, aşılamadan sonra etkili immun cevabın verilmesi uzun sürmektedir. Bazı türlerde 

immun cevap on haftayı bulabilmektedir (Húsgar et al., 2001). 

VNN enfeksiyonunda birçok terapötik kimyasal geliştirilmiş ve denenmiş, 

geliştirilirken başta tedavi ve konakçı immun sistemini uyarmaya odaklanılmıştır. 

Antimikrobiyal peptidlerin (AMP) konakçı immun sistemini güçlü şekilde uyardığı ve 

tedavide kullanılabileceği önerilmiştir. Özelikle balıklara TH1-5 (tilapia hepcidin 1-5) 

ve Epi-1 (epinedicin-1) enjeksiyon yoluyla verildiğinde TH1-5’in viral yükü büyük 

oranda düşürdüğü, Epi-1’in enfeksiyondan önce veya sonra verilmesiyle viral yükü 

temizlediği rapor edilmiştir (Wang et al., 2010; Wang et al., 2015). Kullanılan 

antivirallerden anti-RdRp olan Ribavirin, in vitro ortamda denenmiş ve RGNNV 

RdRp’si ile etkileşime girerek enfeksiyonu inhibe ettiği gösterilmiştir (Huang et al., 

2016). Tıbbi bir mantardan (Ganoderma lucidum)  elde edilen rekombinant protein 

(LZ-8), balık diyetlerine yüksek dozlarda verildiğinde (37.5 mg/kg) IFN-α, IL-1β ve 

sitokin salınımını, oksidatif ve fagositik aktiviteyi artırarak deneysel VNNV 

enfeksiyonunda yüksek kurtulma oranları elde edildiği ortaya konmuştur (Kuan et al., 

2012). 
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2.2. Amaç 

Bu tezin amacı ve gerekçesi;  

Betanodavirus enfeksiyonunun ülkemizde Karadeniz Bölgesi'nde yabani 

hayattaki varlığı ile ilgili bir çalışma bulunmamaktadır. Bu çalışma ile bazı balık 

türlerinde önemli ekonomik kayıplara yol açan Betanodavirus enfeksiyonunun, 

Türkiye'de  Karadeniz Bölgesi'nde avlanan balıklardaki varlığının moleküler 

yöntemlerle araştırılması, hücre kültüründe izolasyonu ve sekans analizinin yapılarak 

filogenetik karakterinin ortaya konulması amaçlanmaktadır. 
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3. MATERYAL VE METOD  

3.1.  Materyal 

3.1.1. Balık Örneklemesi 

 Bu çalışmada, epidemiyolojik araştırma amacıyla Orta ve Doğu Karadeniz 

Bölgesinde bulunan 6 kıyı ilinde (Sinop, Samsun, Ordu, Giresun, Trabzon ve Rize) 

çeşitli marketler, semt pazarları ve balık hallerinden mevsimsel avlanma dönemleri ve 

balık tüketimindeki yaygın tercihler göz önüne alınarak 2019-2020 balık av sezonu 

içinde avcılığı yapılan, WOAH tarafından listelenmiş olan hastalığa duyarlı 5 balık 

türü (mezgit, barbunya, levrek, kefal, istavrit) ve henüz bildirimi yapılmamış ancak 

duyarlı olabileceği düşünülen 3 balık türünden (hamsi, zargana, alabalık) olmak üzere 

8 balık türünden (Tablo 3.1)   253 havuz olmak üzere 1265 balık örneklemesi yapıldı. 

Sahadan toplanan balıklar soğuk zincir altında Ondokuz Mayıs Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Viroloji Laboratuvarı ve Veteriner Kontrol Enstitüsü Müdürlüğü Viroloji 

Laboratuvarı olmak üzere iki laboratuvarda bekletilmeden analiz edildi. 

 

Şekil 3.1. Balık örneklerinin toplandığı iller 
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Tablo 3.1. Örneklenen balık türleri ve şehirler. (Parantez içlerindeki rakamlar (6) oluşturulan havuz 

 sayılarını  belirtmektedir. Her havuzda 5 balık homojenatı bulunmaktadır.) 

SİNOP SAMSUN ORDU GİRESUN TRABZON RİZE 

Zargana(6) Zargana(6) Zargana(6) Zargana(6) Zargana(6) Zargana(6) 

İstavrit(6) İstavrit(6) İstavrit(6) İstavrit(6) İstavrit(6) İstavrit(6) 

Mezgit(6) Mezgit(6) Mezgit(6) Mezgit(6) Mezgit(6) Mezgit(6) 

Hamsi(6) Hamsi(6) Hamsi(6) Hamsi(6) Hamsi(6) Hamsi(6) 

Barbunya(6) Barbunya(6) Barbunya(6) Barbunya(6) Barbunya(6) Barbunya(6) 

Levrek(6) Levrek(6) Levrek(6) Levrek(6) Levrek(6) Levrek(6) 

Kefal (6) Kefal (6) Kefal (6) Kefal (6) Kefal (6) Kefal (6) 

 Alabalık(6)     

Toplam Havuz Sayısı 253, Örnek Sayısı 1265 

Tablo 3.2. Örneklenen balık türlerinin ortalam boy (cm) ve ağrlıkları (gr) 

Balık Türleri  Ortalama Balık Boyları  Ortalama Balık Ağırlıkları  

Mezgit 11 cm 11 gr 

İstavrit 15 cm 23 gr 

Zargana 30 cm 42 gr 

Hamsi 8 cm 6 gr 

Barbunya 12 cm 12 gr 

Levrek 21 cm 320 gr 

Kefal 22 cm 307 gr 

Alabalık 22 cm 313 gr 

3.1.2. Hücre Kültürü 

Virus izolasyon çalışmasında, İzmir Bornova Veteriner Kontrol Enstitüsü, 

Viroloi Laboratuvarından temin edilen SSN-1 (Striped Snakehead) ve SSN-1 klonu E-

11 hücre hatları kullanıldı. Hücre hattında ve virus izolasyonunda, % 1 antibiyotik 

(Gibco, Kat. No: 15140-122, ABD) ve % 5-10 fötal bovine serum (FBS) (Gibco, 

Amerika Birleşik Devletleri, Kat. No: A4736201) içeren Leibovitz- 15 (L-15) (Gibco, 

ABD, Ref: 11415-049) besiyeri kullanıldı. 

3.1.3. RNA Ekstraksiyonu, RT-PCR, rRT PCR Kitleri, Primerler ve Prob 

RNA ekstraksiyonu için ticari olarak temin edilen ekstraksiyon kiti (Thermo 

Fisher Scientific, GeneJET RNA Purification Kit,  Vilnius, Lithuania, Kat No: K0732), 

kullanılarak üretici firmanın direktifleri doğrultusunda organ homojenatlarından 

nükleik asit ekstraksiyonu yapıldı. RT-PCR ve rRT-PCR reaksiyonları için ticari 

olarak temin edilen PCR kitleri (QIAGEN OneStep RT-PCR Kit, Kat. No; 210212, 

Almanya ve Biorad, iTaq Universal Probes One-Step kit, Kat. No: #1725141, ABD), 
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primerler ve prob kullanılarak nükleik asit tespiti yapıldı. RT-PCR ve rRT-PCR 

reaksiyonlarında, Panzarin ve ark.’nın (2010)  Betanodavirus için tasarladıkları, 

WOAH tarafından da tavsiye edilen RNA2 segmentini tanıyan primer çiftleri, ticari 

olarak dizdirilerek kullanılmıştır. Nükleik asit tespiti için kullanılan primer çiftleri ve 

probun dizilimleri ve lokasyonları ile ilgili bilgiler Tablo 3.3’de sunulmaktadır. 

Tablo 3.3. Teşhiste kullanılan primer-prob bilgileri 

Yöntem Primer 5’  → 3’ Dizilim Lokasyon 
Amlikon 

Büyüklüğü 
Referans 

Real-Time     

RT-PCR 

VNN RNA2 

Forward 
CAACTGACARCGAHCACAC 392–410 bç 

   69 bç 
(Panzarin 
ve ark., 

RNA2 2010) 

VNN RNA2 

Reverse 
CCCACCAYTTGGCVAC 445–460 bç 

VNN RNA2 

Prob 

FAM-

TYCARGCRACTCGTGGTGCVG

-TAMRA 

422–442 bç 

 RT-PCR 

Noda 

WOAH 

Forward 

(RNA2) 

GACTGGGACACGCTGCTAGA  114-133bç 

349 bç 
(Panzarin 

ve ark., 
RNA2 2010) Noda 

WOAH 

Reverse 

(RNA2) 

AGTCGAACACTCCAGCGACA 443-462 bç 

3.1.4. Dizi Analizi ve Kullanılan Primerler 

Dizilemesi yapılacak pozitif bulunan örnek, daha kapsamlı bilgi vermesi 

amacıyla PCR ürün uzunluğunu artıracak daha geniş bir genom alanını tanıyan 

primerlerle reaksiyona sokuldu.  Dizilemesi yapılacak örnek, BamHI (5'GGATCC3') 

ve KpnI (5'GGTACC3') kesim bölgeleri eklenmiş ve Betanodavirusun RNA2 

segmentinin kapsid proteinini kodlayan bölgeyi tanıyan primerler ile reaksiyona 

sokuldu. Daha sonra  aynı örnek genbankta bulunan sekans verileri kullanılarak 

tarafımızca tasarlanan, dört genotipin de RNA1 segmentinin kısmi bir bölgesini 

tanıyan primerler ile PCR reaksiyonuna sokuldu. Örneğin PCR atılan iki segmenti de 

(RNA1/RNA2)  genotip tayini için ticari firmadan (BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis. 

Ltd. Şti. Ankara, Türkiye)  hizmet alımı yapılarak sekans dizilemesi tamamlandı. 

Dizileme işlemi tablo 3.4’te gösterilen primerlerle yapıldı. 
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Tablo 3.4. Kullanılan primer-prob bilgileri 

 
Primer 5’  → 3’ Dizilim Lokasyon 

Amlikon 

Büyüklüğü 
Referans 

RT-PCR 

NodaBamHI F 

(RNA2) 

CGCGGATCCATGGTACGCA

AAGGT 
27-41 bç 

   1017 bç (Ciulli ve 
ark. 2006) 

NodaKpnl R 

(RNA2) 
CCCACCAYTTGGCVAC 999–1020 bç 

 RT-PCR 

VNN RNA1 F 

CGATATCACGATGAGTTCAC

TATG 
 1582-1605bç 

1357 bç 
Tarafımızca 
tasarlanmıştır
. 

VNN RNA1 R GGCGCTTATCACGAACG 2880-2896 bç 

3.1.5. Plazmid Klonlama 

RNA2 segmentinin kapsid proteinini kodlayan bölge, çevre şartlarına 

dayanıklılığı artırmak ve daha sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere pGEM-T Easy 

Vector Systems  plazmid kiti kullanılarak pGEM-T Easy plazmidine (Promega, Kat 

No:A1360 ABD) klonlandı. 

          Transformasyon işleminde plazmidin transforme edileceği hücre olarak 

Escherichia coli JM109 hücresi (Promega, Kat No:L2005, ABD) kullanıldı. 

3.2. Metod 

3.2.1. Homojenatların Hazırlanması 

Toplanan balıkların uzunluk ve ağırlık ölçümleri yapıldı. Steril kaplarda steril 

makas ve pens yardımıyla elde edilen göz ve beyin dokuları, bistüri yardımıyla küçük 

parçalara ayrıldı. Daha sonra her beş balıktan alınan dokular bir tüpte toplanmak üzere 

doku parçaları, 2ml'lik ependorf tüplere aktarıldı ve üzerine %1 antibiyotik (Gibco, 

Kat. No: 15140-122, ABD) içeren PBS (Phosphate Buffer Saline) (Gibco, Kat No: 

14190-094, İngiltere) eklendi. Doku parçalayıcı kullanılarak tüp içerisindeki dokular, 

steril çelik boncuklar (Qiagen, Kat No: 69989, Hilden, Almanya) yardımıyla PBS ile 

tamamen homojenize olacak şekilde parçalandı. Soğutmalı sanrifüj makinesi 

kullanılarak +4°C’de 15 dakika 3000 rpm’de santrifüj edildi. Santrifüj sonrası 

tüplerden süpernatantlar pipet yardımıyla çekildi ve PCR aşamasına kadar -80C’de 

tutuldu. 
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Şekil 3.2. Balık ağırlık ölçümleri. a; barbunya. b; hamsi. c; istavrit. d; mezgit 
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Şekil 3.3. Balık uzunluk ölçümleri.a; barbunya. b; hamsi. c; istavrit. d; mezgit.   

 

Şekil 3.4. Balıklardan göz ve beyin dokularının alınması. 
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3.2.2. RNA Ekstraksiyonu 

Ticari ekstraksyon kiti, GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Fisher 

Scientific, GeneJET RNA Purification Kit,  Vilnius, Litvanya, Kat No: K0732),  

kullanılarak, üretici firmanın direktifleri doğrultusunda nükleik asit ekstraksiyonu 

gerçekleştirildi. Bunun için; homojenat süpernatantından 200 μl çekilerek 2 ml’lik 

tüpe alındı. 6 μl β-merkaptoetanol (Kat. No: M3158, Almanya)  içeren “Lyses buffer” 

dan 600 μl eklendi ve 10 sn vorteks cihazında karıştırıldı. Tüpe 360 μl %96 alkol  

eklendi ve pipetle karıştırıldı. İçerikten 700 μl  alınarak filtreli spin kolona aktarıldı. 

Spin kolon, santrifüj cihazıyla (Sigma 1‑14 Mini Centrifuge, Almanya) 13000 rpm de 

1 dk santrifüj edildi. Alt kısımda süzülmüş sıvı bulunan toplama tüpü atıldı. Spin 

kolonlar yeni boş toplama tüplerine yerleştirildi. “Lyses Buffer” ve %96 alkol içeren 

karışım bitene kadar aynı filtreli spin kolona 700 μl koyularak işlem tekrarlandı. 

Karışımın  süzülme işlemi tamamladıktan sonra filtreli spin kolonlara 700 μl “Wash 

Buffer 1” eklendi ve 12000 rpm’de 1 dk santrifüj edildi. Toplama tüpü uzaklaştırıldı 

ve filtreli spin kolon yeni toplama tüplerine yerleştirildi. 600 μl “Wash Buffer 2” 

eklendi ve tekrar 12000 rpm’de 1 dk santrifüj edildi. Toplama tüpü uzaklaştırıldı ve 

filtreli spin kolon yeni toplama tüplerine yerleştirildi. 250 μl “Wash Buffer 2” eklendi 

ve 12000 rpm’de 2 dk santrifüj edildi. Bu aşamadan sonra toplama tüpü atıldı ve filtreli 

spin kolon, yeni 1,5 ml’lik RNAse içermeyen steril tüplere yerleştirildi. 75 μl RNAse 

içermeyen steril disitle su eklendi ve 14800 rpm’de 1 dk santrifüj edildi. Filtreli spin 

kolon atıldı. Homojenat RNA’sını içeren 1,5 ml’lik tüp alınarak PCR reaksiyonunda 

kullanılmak üzere -20oC’ de muhafaza edildi.    

 

Şekil 3.5. Balık homojenatlarından RNA ekstraksiyonu 
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3.2.3. Real Time RT-PCR 

Real Time RT PCR için ticari olarak temin edilen Biorad, iTaq Universal Probes 

One-Step kiti kullanılarak mastermix hazırlandı. rRT PCR  Biorad CFX Connect Real 

Time System (Biorad, North Carolina, ABD) cihazında gerçekleştirildi.  

Tablo 3.5. rt RT-PCR Master Mix içeriği 

 

 

Karışım buz aküsünde hazırlandı. 0,2 ml hacimli saydam kapaklı PCR tüplerine 

18’şer μl dağıtıldıktan sonra her tüpe 2’şer μl örnek RNA’sı, pozitif kontrol ve negatif kontrol 

pipet yardımıyla karıştırılarak eklendi. Daha sonra kapakları kapatılarak rt-RT-PCR cihazına 

yerleştirildi. 50ºC’de 10 dakika, 95ºC’de 10 saniye, 54ºC’de 30 saniye, 72 ºC‘de 1 

saniye süren program 45 döngü tekrarlandı. Sonuçlar gerçek zamanlı olarak bilgisayar 

ekranında takip edildi. 

3.2.4.  Konvansiyonel RT-PCR 

         RT-PCR için ticari olarak temin edilen QIAGEN OneStep RT-PCR Kit kiti 

kullanılarak mastermix hazırlandı. RT PCR, ısı siklus cihazında (Cleaver Scientific, 

GTC96S Thermal Cycler, İngiltere) gerçekleştirildi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Master Mix Hacim 

2X Master Mix 10 μl 

Forward Primer (10μM) 1 μl 

Reverse Primer (10μM) 1 μl 

Probe (10μM) 0,5 μl 

Reverse Transcriptase 0,5 μl 

Distile Su 5 μl 

RNA 2 μl 

Toplam 20 μl 
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Tablo 3.6. RT-PCR Master Mix içeriği 

Master Mix Hacim 

5X Master Mix 10 μl 

Forward Primer (10μM) 3 μl 

Reverse Primer (10μM) 3 μl 

dNTP mix (10mM) 1,5 μl 

Reverse Transcriptase 1,5 μl 

Distile Su 26 μl 

RNA 5 μl 

Toplam 50 μl 

Karışım buz aküsünde hazırlandı. 0,2 ml hacimli PCR tüplerine 45’er μl 

dağıtıldıktan sonra her tüpe 5’er μl örnek RNA’sı, pozitif kontrol ve negatif kontrol pipet 

yardımıyla karıştırılarak eklendi. Daha sonra kapakları kapatılarak RT-PCR cihazına 

(Cleaver Scientific, GTC96S Thermal Cycler, İngiltere) yerleştirildi. RNA1 primerleri 

için; 50ºC’de 30 dakika, 95ºC’de 10 dakika Reverz Transkriptaz aşamasından sonra, 

94ºC’de 30 saniye, 56 ºC‘de 45 saniye, 72 ºC’de 45 saniye süren döngü 35 defa 

tekrarlandıktan sonra 72ºC’de 10 dk süren son uzama bölümü uygulandı. RNA2 

primerleri için; 50ºC’de 30 dakika, 95ºC’de 10 dakika Reverz Transkriptaz 

aşamasından sonra, 94ºC’de 1 dakika, 58 ºC‘de 1 dakika, 72 ºC’de 70 saniye süren 

döngü 35 defa tekrarlandıktan sonra 72ºC’de 10 dk süren son uzama bölümü 

uygulandı. Sonuçlar jel görüntüleme cihazında değerlendirildi. 

10 μl PCR son ürününden alınarak, 2 μl 6X yükleme boyasıyla (Thermo, 6x 

Loading Dye, Kat No: R0611) karıştırıldı. Daha sonra karışım,  Tris-asetik asit-EDTA 

(TAE) ile hazırlanan 0,5 μg/ml ethidium bromide (Sigma, Kat No: 7637, Almanya) 

içeren % 1,5’lik agaroz (Sigma, Kat No: A9539 ABD) jel kuyucuğuna aktarıldı. Ürün 

uzunluğunun belirlenebilmesi için kılavuz olarak 100 bç’lik DNA merdiveni (New 

England BioLabs, Kat No: N3231S, Avusturalya) kullanıldı. Ürün ve kılavuz yüklü 

jel 80 Voltta 40 dakika yatay elektroforezde (Cleaver Scientific, CS-300V, İngiltere) 

elektrik alana tabi tutuldu. İşlem tamamlandıktan sonra jel alınarak transilluminator 

cihazına yerleştirildi. (Vilber lormat, Sigma, Almanya) DNA bantları UV ışık altında 

değerlendirildi.  
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3.2.5. PCR ürününün Plazmide Klonlanması 

Pozitif örneğin sonraki laboratuvar çalışmalarında kullanılması ve daha stabil bir 

ürün elde etmek için PCR ürünü T4 DNA ligaz enzimi aracılığıyla pGEM-T vektörüne 

klonlandı. Seçilen vektör küt uçlu klonlama yapılmaya uygun olduğu için herhangi bir 

kesim işlemi uygulanmadan klonlamaya başlandı. Ligasyon işleminde 0,2 ml hacimli 

tüpte hazırlanan karışımın toplam hacim 20 μl olacak şekilde; 10 μl 2x rapid ligasyon 

buffer, 2 μl T4 DNA ligaz (1U/μl), 6 μl VNN pozitif PCR ürünü, 2 μl pGEM-T easy 

plazmid (50ng/μl) pipet yardımıyla karıştırıldıktan sonra 25ºC de 2 saat inkübasyona 

bırakıldı. 

3.2.6. Plazmidin E.coli Hücresine Transformasyonu 

Transformasyon işlemi için JM109 hücresi (Promega, Kat No: L2005) 

kullanıldı. Üretici firma protokolüne uygun olarak; 2 saat inkübe edilmiş ligasyon 

tüpüne 50 μl JM109 hücresi eklendi ve 20 dk buz içinde tutuldu. Daha sonra 45 saniye 

42ºC deki su banyosunda bekletildi ve ivedilikle tekrar buza alınarak 2 dakika süreyle 

buzda tutuldu. Tüp, tüp tutucuya alınarak üzerine 250 μl SOC Medium (Invitrogen, 

Kat no:15544034) eklendi. Daha sonra karışım 37ºC’lik inkübatör içinde dairesel 

çalkalayıcıya alınarak 250 rpm hızda 1 saat inkube edildi. 1 saat sonunda karışım, 

önceden hazırlanmış bulunan X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-beta-D-

galaktopiranosid) ve ampisilin (100 ug/ml) içeren petri kabındaki Luria Bertani (LB) 

agarın üzerine pipetle koyularak yayıldı.  Agar üzerindeki karışımın bir miktar 

kuruması için beklendikten sonra 37ºC’lik inkübatörde bir gece inkübe edildi. Ertesi 

gün petri kabındaki koloniler incelendi. PGEM-T easy plazmidinde yer alan lacZ 

geninden dolayı transformasyon işlemi gerçekleşmiş koloniler beyaz, diğer koloniler 

ise mavi renkli olarak değerlendirildi.  

3.2.7. Plazmidin Saflaştırılması ve Doğrulanması 

Transformasyonu gerçekleşmiş kolonilerin tayini için, agardaki beyaz 

kolonilerden dört adet seçildi. Her koloni ayrı tüplerde 4 ml LB/amp (100 μg/ml 

ampisilin) sıvı besi yerine alındı. Çalkalamalı inkübatörde 250 rpm’de, 37ºC’de bir 

gece boyunca inkübe edildi. Ertesi sabah, plazmidin hücreden alınma işlemi GeneJET 

Plasmid Miniprep Kit (Thermo, Kat No:K0503) protokolüne göre gerçekleştirildi. 

Bunun için; etüvde bulunan tüpler alınarak her bir tüp ayrı ayrı olacak şekilde, 2 ml’lik 

tüplerde iki kez bölünerek 13000 rpm’de santrifüj edildi ve süpernatantlar dikkatli bir 

şekilde uzaklaştırıldı. 2ml’lik tüplerde kalan bakteri pelleti üzerine 250 μl 
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“Resuspension Solution” eklendi ve 20 saniye kadar vortekslendi. Daha sonra 250 μl 

“Lysis Solution” eklendi ve tüpler 5-6 defa el ile altüst edildi. 350 μl “Neutralization 

Solution” eklenerek  tekrar 5-6 defa el ile altüst edildi. Daha sonra tüp 13000 rpm’de 

5 dakika santrifüj edildi. Bakteri içindeki plazmidlerin parçalanarak süpernatanta 

karıştığı bu aşamadan sonra süpernatant çekilerek filtreli spin kolona aktarıldı.  Daha 

sonra 13000 rpm’de 1 dakika santrifüj edilerek alttaki toplama tüpü atıldı. Yeni 

toplama tüpüne yerleştirilerek üzerine 500 μl “Wash Solution” eklendi ve tekrar 13000 

rpm’de 1 dakika santrifüj edildi. Son işlem aynı şekilde bir kez daha tekrarlandıktan 

sonra spin kolonları bir kez daha sıvı eklenmeden 13000 rpm’de 1 dakika santrifüj 

edildi. Filtreli spin kolonlar steril 1,5 ml’lik yeni tüplere koyulduktan sonra 50 μl 

“Elution Buffer” eklendi, 2 dakika oda ısısında bekletildi ve 2 dakika 13000 rpm’de 

santrifüj edildi. Filtreli spin kolon atılarak 1,5 ml’lik tüpte kalan 50 μl plazmid DNA’sı 

kesim işlemiyle pozitifliği tayin edilene kadar -20ºC’de saklandı. 

Plazmid kesim işlemi için, hesaplama kolaylığı açısından 90 μl kesim karışımı 

hazırlandı. Karışım için; 79 μl RNAaz içermeyen steril disitle su, 10 μl 10X Cutsmart 

buffer (NEB, Kat. No:B6004S1, Avusturalya) 1 μl EcoRI HF (High Fidelity) (NEB 

Kat. No:R3101, Avusturalya)  0,2 ml’lik tüpe eklenerek kesim karışımı hazırlandı. Bu 

karışımdan 9 μl, plazmid DNA’sından 1 μl alınarak yeni 0,2 ml’lik tüpte karıştırıldı ve 

37ºC’de 15 dakika kesim işlemi gerçekleştirildi. Tüp içeriği agaroz jel kuyucuğuna 

yüklenerek yatay elektroforezde 90 voltta 40 dakika yürütüldü ve transilluminator 

cihazında UV ışık altında görüntülendi. 

3.2.8. Genom Dizileme ve Filogenetik Ağaç Oluşturulması 

Bu tez çalışmasında elde edilen pozitif örneğin RNA1 ve RNA2 segmentlerinin 

kısmi genom dizilimi, VNNV’nin dört genotipi arasındaki yerini belirlemek amacı ile 

genbanktaki benzer ve referans genotip dizilimleri kullanılarak karşılaştırıldı.  Çoklu 

dizi hizalaması, ClustalW algoritması ile MEGA 11 (Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis-MEGA) programı kullanarak gerçekleştirildi. Daha sonra konsensus verisi 

ve genbank dizileri için en iyi DNA/Protein modeli olarak Tamura-3 gama distrubuted 

(TN93+G) metodu belirlendi ve filogenetik ağaç, MEGA11 programında 1000 tekrarlı 

bootstrap ile Neighbor-Joining (NJ) yöntemi kullanılarak oluşturuldu. Elde edilen 

verilerle genbank ve referans verilerinin nükleotid (nt) ve protein farklılıkları 

incelendi. 
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3.2.9. Hücre Kültürü ve Virus İzolasyonu 

25 cm2 ‘lik flasklarda temin edilen E-11 ve SSN-1 hücre kültürleri, flask tabanını 

kapladıktan sonra %5 FBS, %1 antibiyotik içeren L-15 besiyeri ile bir flasktan üç flask 

olacak şekilde subkültüre edilerek 25ºC’ye ayarlanmış inkübatörlerde devamlılığı 

sağlandı. Virus ekimi planlanan flask subkültüre edilerek yaklaşık 24 saat sonra hücre 

tabanının %80-90’ını kaplaması beklendi.  

 

Şekil 3.6. Virus inokulasyonuna hazır SSN-1(a) ve E-11(b) hücre kültürünün ters mikroskop 

görüntüsü (40x) 

PCR sonuçlarında pozitif bulunan örnek homojenatından hazırlanan süpernantant, 0,2 

μm por çapındaki filtrelerden süzülerek steril hale getirildi. Steril süpernatant 1/100 oranında  

dilüe  edilerek, 25 cm2 hücre flaskında  hazır olan iki hücre hattına (SSN-1/ E-11) 

flasktaki medium hacminin %10’u kadar olacak şekilde inokule edildi. Adsorbsiyonlu 

ve adsorbsiyonsuz yöntemle ekim yapıldı. Adsorbsiyonlu ekimde hücre flaskı 25ºC’lik 

etüvde bir saat adsorbsiyona bırakıldı. Adsorbsiyon tamamlandıktan sonra flasklara 

%1 FBS içeren L-15 besi yerinden 5 ml eklendi ve 10 gün süre ile 25ºC'lik etüvlerde 

inkübasyona bırakıldı. Virus inokulasyonu yapılan hücre flaskları 10 gün boyunca ters 

mikroskopta sitopatik etki (CPE) yönünden incelendi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Nekropsi Bulguları 

Tez çalışması boyunca marketler, semt pazarları ve balık hallerinden toplanan 

balıklarda laboratuvar çalışmaları sırasında, VNN hastalığına ilişkin herhangi bir 

klinik semptoma rastlanmadı. 

4.2. Real Time RT-PCR Sonuçları 

Toplanan örneklerden hazırlanan homojenatlardan RNA ekstraksiyonu 

yapıldıktan sonra rtRT-PCR işlemi, Tablo 3.6’da belirtilen karışımla ve bahsi geçen 

ısıl koşullarda tamamlanmasının ardından Şekil 4.1’de ki grafik elde edilmiştir. 

Grafiğe göre, Samsun ilinden toplanan Barbunya (Mullus barbatus) balıklarından 

oluşturulan üçüncü havuzda, VNN yönünden viral yük barındıran bir örnek 

görülmüştür. 

 

Şekil 4.1. rtRT-PCR sonucu pozitif olarak tespit edilen örnek görüntüsü (PK: Pozitif Kontrol, NK: 

Negatif Kontrol) 

4.3. Konvansiyonel PCR Sonuçları 

Real Time RT-PCR grafiğinde pozitif bulunan örnek konvansiyonel PCR 

reaksiyonuyla da görüntülenmiştir. Örnek RNA’sı Tablo 3.6’da belirtilen karışımla, 

Tablo 3.4’te bulunan RNA1 ve RNA2 primerleriyle ve bahsi geçen ısıl koşullarda ayrı 

ayrı tamamlanmasının ardından yatay elektroforezde agaroz jelde yürütüldü ve PCR 

ürünlerinin UV ışık altında oluşturduğu bantlar görüntülendi. 
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Şekil 4.2. Samsun Barbunya örneğinin 1357 baz çifti (bç) uzunluğundaki RNA1 bant görüntüsü (M: 

1000 bç’lik DNA Ladder) 

 

Şekil 4.3. Samsun Barbunya örneğinin 349 baz çifti (bç) uzunluğundaki RNA2 bant görüntüsü          

(M: 100 bç’lik DNA Ladder) 

4.4.  Plazmid Klonlama Sonuçları 

Pozitif bulunan örneğin RNA 2 segmenti PGEM-t Easy vektörüne sorunsuz bir 

şekilde klonlandı.  PCR ürününün vektöre bağlanması ve vektörün E.coli JM109 

hücresinden saflaştırılmasının ardından EcoRI kesim enzimleri ile kesilerek 



32 

 

doğrulaması yapıldı. Elde edilen plazmid sekans çalışmaları ve pozitif örnek olarak 

soraki çalışmalarda kullanılmak üzere -20ºC’de muhafaza edildi.  

Transformasyon işleminden sonra LB agar üzerine yayılan E.coli hücreleri bir 

gece inkübe edildikten sonra koloniler görüldü. Koloniler sıvı besi yerine alındıktan 

ve yine bir gece inkübe edildikten sonra, bakteri üreyen tüplerde bulanıklık 

gözlemlendi. 

 

Şekil 4.4. Transformasyon işlemi sonrası sıvı besi yerinden LB agara aktarılan ve inkübe edilen E.coli 

JM109 kolonileri 
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Şekil 4.5. LB agardan alınan ve sıvı besiyerinde inkübe edilen kolonilerin oluşturduğu bulanık 

görüntü 

            

Şekil 4.6. Seçilen dört koloniden pürifiye edildikten sonra kesim enzimiyle kesilerek agar jelde 

yürütülen plazmidin ve örnek RNA’sının jel görüntüsü (M: 1000 bç’lik DNA Ladder) 

4.5. Genom Dizileme ve Filogenetik Analiz Sonuçları 

Pozitif örnek verilerinin düzenlemesi MEGA11 programı kullanılarak yapıldı ve 

elde edilen konsensus verisi NCBI BLAST kullanılarak genbankta bildirimi yapılmış 

olan veriler ile benzerlikleri belirlendi. Pozitif bulunan örneğin hangi genotip 
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içerisinde yer aldığının belirlenebilmesi için RT-PCR işleminde kullanılan primerler 

kullanılarak, sanger sekanslama metodu ile dizileme işlemi gerçekleştirildi ve elde 

edilen dizilerle filogenetik ağaçları oluşturuldu. Pozitif örneğin RNA1 segmenti için, 

VNNV’nin protein A’sını kodlayan geninin içerisinde yer alan 1213 bç’lik (1634-

2848) kısmi nükleotid dizilimi belirlendi. Örneğin RNA2 segmenti, VNNV’nin kapsid 

proteinini kodlayan geninin içerisinde yer alan 930 bç ‘lik (78-1009) kısmi nükleotid 

dizilimi belirlendi. RNA1 segmenti filogenetik ağacının oluşturulmasında, dünyanın 

çeşitli yerlerinden bildirilen, genbanktan alınan ve henüz genbankta yer almayan ancak 

tez merkezinde bulunan Murat Kaplan’ın (2020) 618068 numaralı tezinde mevcut iki 

adet Türkiye izolatlarıyla birlikte 42, RNA2 segmentinin filogenetik ağacının 

oluşturulmasında, Türkiye izolatları ve genbank verileri ile birlikte 57 tam sekans 

dizilimi kullanılmıştır. Örneğin genbank verileriyle çoklu hizalaması yapıldıktan sonra 

hizalama dışındaki uçlar kesilerek değerlendirilme yapılmıştır.  

Tez çalışması örneğinin RNA1 kısmi sekans analizi sonucu, segmentin RGNNV 

genotipini içerisinde yer aldığı görülmüştür. Yapılan BLAST işlemi sonucunda, 

%99,52 Türkiye’de levrekten elde edilen (TR.VNN.01.02) %99,42 oranında 

Romanya’dan alınan levrekten (JN189865.2), %99,34 oranında Hırvatistan’da 

levrekten (OM513982.1 - OM513981.1), %98,93 oranında Türkiye’de levrekten 

(TR.VNN.01.02) %98,68 oranında Tayvan’da turuncu benekli orfozdan (MF144242.1 

- KY930893.1  ), %98,02 oranında İspanya’da levrekten (FJ803915.1) ve %97,86 

oranında Tayvan’da turuncu benekli orfozdan elde edilen (FJ809938.1) betanodavirus 

dizilerine benzerlik gösterdiği belirlendi. 

Tez çalışması örneğinin RNA2 kısmi sekans analizi sonucunda RGNNV 

genotipi içerisinde yer aldığı ve virusta bir segment değişiminin gerçekleşmediği 

görülmüştür. RNA2 sekans verisi BLAST işlemi yapıldığında, %99,78 ve %99,57 

oranında Türkiye’de levrekten elde edilen (TR.VNN.01.01, TR.VNN.01.02),  %99,25 

oranında Çin’de kırmızı benekli orfozdan (AY744705.1), %99,14 oranında 

Japonya’da yedi şeritli orfozdan (AB373029.1), %99,03 oranında Avusturalya’da dev 

orfozdan (KT390714.1), %99,03 oranında Avusturalya’da dağ alabalığından 

(MN097799.1), %98,92 oranında İspanya’da kalkan balığından elde edilen  

(KC696562.1) betanodavirus dizilerine benzerlik gösterdiği görülmüştür. 

Tez örnekleri TR.VNN.Samsun.01 olarak isimlendirilmiştir. Genbanka 

yüklenmiş ve RNA1 segmenti OP933715, RNA2 segmenti OP933716 olarak 

numarandırılmıştır. 
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Şekil 4.7. Elde edilen pozitif örneğin 1216 bç uzunluğundaki RNA1 kısmi sekansı ve genbank veri ile 

oluşturulan filogenetik ağaç. Ağaç oluşturulurken DNA/Protein modeli olarak Tamura-3 gama 

distrubuted (TN93+G) metodu,1000 tekrarlı bootstrap ile Neighbor-Joining (NJ) yöntemi 

kullanılmıştır. 70 ve üzeri bootstrap değerleri gösterilmiştir. 
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Şekil 4.8. Elde edilen pozitif örneğin 930 bç uzunluğundaki RNA2 kısmi sekansı ve genbank veri ile 

oluşturulan filogenetik ağaç. Ağaç oluşturulurken DNA/Protein modeli olarak Tamura-3 gama 

distrubuted (TN93+G) metodu,1000 tekrarlı bootstrap ile Neighbor-Joining (NJ) yöntemi 

kullanılmıştır. 70 ve üzeri bootstrap değerleri gösterilmiştir. 
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Tez örneğinin 1216 bç uzunluğundaki RNA1 segmentinin yakın olduğu diğer 

verilerle olan nükleotid farklılıkları incelendiğinde; 1692 (C→T), 1893 (C→T), 1896 

(T→C), 2028 (C→T) ve 2196 (C→A), 2319 (G→A), 2427 (T→C), 2622 (T→C) olmak 

üzere 8 nükleotid poziyonunda baz farklılığı gözlendi. Tez örneğinin 930 bç 

uzunluğundaki RNA2 segmenti aynı şekilde nükleotid farklılığı açısından 

incelendiğinde; 269 (C→T), 293 (G→A), 503 (A→G), 506 (T→C), 590 (C→T), 792 

(G→A), 818 (C→T), 1007 (T→G) olmak üzere 8 nükleotid poziyonunda baz farklılığı 

gözlendi. 

982 amino asit (aa) uzunluğunda RNA bağımlı RNA polimeraz (RDRP-Protein 

A) proteini kodlayan RNA1 segmenti ile tez çalışmasındaki örneğin kısmi sekansının 

kodladığı amino asitler hizalanarak farklılıkları incelendi. Referans verilerle 405 aa’lik 

(520 – 925) bölgeyi kodlayan örnek RNA1 kısmi sekansı arasında bir aa değişikliğine 

rastlanmadı. 

338 aa uzuluğundaki kapsid proteinini kodlayan RNA2 segmenti ile tez 

çalışmasındaki örneğin kısmi sekansının kodladığı amino asitler hizalanarak 

farklılıkları incelendi. Referans verilerle 311 aa uzunluğundaki (17 - 327) bölgeyi 

kodlayan örnek RNA2 kısmi sekansı arasında 256. aa pozisyonunda farklılık gözlendi. 

Referans verilerde 256. aa pozisyonunda valin yer alırken, tez örneğinde izolöysin 

olarak değiştiği görüldü. Değişiklik Şekil 4.9 ‘da sarı şerit içerisinde gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.9. Tez örneği ve referans verilerin RNA2 segmentinin kodladığı kapsid proteininin 256. aa 

pozisyonundaki valin-izolöysin değişikliği. 
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4.6. Virus İzolasyonu 

rtRT-PCR’da pozitif tespit edilen örnek 1/100 oranında dilüe edildi. 

Adsorbsiyonlu inokulasyonda hücrenin flask yüzeyinden kalktığı görüldüğü için SSN-

1 ve E-11 hücre hattına adsorbsiyonsuz inokulasyonu yapıldı. 25ºC’de 10 gün CPE 

yönünden incelendi. SSN-1 hücre hattı stabil tutulamadığı için sağlıklı 

değerlendirilemedi. İlk pasajın 9. gününde  E-11 hücre hattında CPE olduğu düşünülen 

etkiler görüldü ancak rtRT-PCR testinde doğrulanamadı. İki deneme olmak üzere 

farklı zamanlarda beşer kez kör pasaj yapılan virustan pozitif sonuç alınamadı. 

 

Şekil 4.10. Virus inokulasyonu öncesi E-11 hücre hattı (A) ve inokulasyondan 9 gün sonra E-11 hücre 

hattının (B) ters mikroskop görüntüsü (40x) 
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5. TARTIŞMA 

Dünyada balık üretimi endüstrisinde viral enfeksiyonlar, kontrolü ve tedavisinin 

zor olmasından dolayı ciddi salgınlara, ticari ve ekonomik kayıplara sebep olmaktadır. 

Viral balık hastalıkları arasında VNN, ilk kez görüldüğü 1985’ten bugüne Güney 

Amerika hariç dünyanın birçok yerinde bildirilen, özellikle larval dönemdeki 

balıklarda %100’e varan mortalite oranıyla çiftlikler ve vahşi balıklar için önemli olan 

viral bir patojendir (Costa and Thompson, 2016). VNN’in önemi özellikle Akdeniz 

havzasındaki levrek ve çipura üretim çiftlikleri tarafından bilinmektedir ve zaman 

zaman Avrupa’daki çeşitli sağlık enstitüleri, üniversiteler ve araştırma merkezleri 

projeleri kapsamında sürveyans çalışmaları yapılmaktadır (Padrós et al., 2022). 

Hastalık Akdeniz’de endemiktir ve daha önce kültür balıkçılığında ve vahşi balıklarda 

birçok kez bildirilmiştir (Toffan et al., 2017; Berzak et al., 2019). VNNV’nin RGNNV, 

SJNNV, BFNNV ve TPNNV  olmak üzere dört farklı genotipi vardır. Virusun 

patojenitesi, etkilediği balık türü çeşitliliği ve aktif olduğu optimum su sıcaklığı, 

genotipe göre değişiklik göstermektedir. Temelde dört genotip olmasına rağmen 

virusun segmentli yapısından dolayı, RGNNV/SJNNV ve SJNNV/RGNNV 

reassortant virusları da bildirilmiştir (Cutrín et al., 2007; Toffolo et al., 2007; Olveira 

et al., 2009; Panzarin et al., 2012).  Dünya genelinde bildirimi yapılan ve birçok türde 

enfeksiyon oluşturan en yaygın genotip RGNNV’dir. Özellikle yaz aylarında ortalama 

deniz suyu sıcaklığının yaklaşık 26 ºC olduğu Akdeniz Havzasıyla birlikte, Asya 

kıyılarında ve Avusturalya’da kültür ve vahşi balıklarda RGNNV genotipi, büyük 

kayıplara neden olmaktadır (Ciulli et al., 2007; Moody et al., 2009; Nishioka et al., 

2016). BFNNV sadece soğuk suda yaşayan bazı balık türlerinde görülürken, TPNNV 

bir türde görülmüştür (Munday et al., 2002). SJNNV genotipinin uzun yıllar Japon 

sularındaki bazı türlerde enfeksiyon oluşturduğu düşünülürken (Nishizawa et al., 

1997; Munday et al., 2002), İber Yarımadası’ndaki levrek, çipura ve Solea 

senegalensis türü balıklarda da bildirimi yapılmıştır (Thiery et al., 2004; Cutrín et al., 

2007). Dünya çapında balık ticaretinin, virusun yeni çevresel koşullara uyum 

sağlamasında ve yeni konakçılar oluşturmasına katkıda bulunduğu düşünülmektedir. 

VNNV Türkiye’de ve dünyada ihbarı mecburi hastalıklar listesinde yer almadığı 

için epidemiyolojik verilerin oluşturulmasında yapılan çalışmalar kullanılmaktadır. 

Dünyada, tez çalışması örneklemesinde de esas alınan, vahşi balıklarda yapılan VNN 

bildirim sayılarına bakıldığında yaklaşık %89 oranla RGNNV genotipinin bildirildiği 
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görülmektedir. Daha sonra yaklaşık %7 SJNNV ve  %4 BFNNV genotipi bildirilmiştir 

(Bandín and Souto, 2020). 

Türkiye’de VNN bildirimi, ilk kez Mersin ilinde kayıplar yaşanan levrek 

çiftliğinden alınan örneklerden yapılmıştır ve virus RGNNV olarak 

genotiplendirilmiştir (Özyer vd., 2014). Daha sonra Kaplan vd. (2021) 2016 yılında 

Karadeniz’de yaptıkları çalışmada, çiftliklerden aldıkları levrek örneklerinde RGNNV 

genotipi VNN virusu tespit etmişlerdir. Kaplan ve Karaoğlu (2021) 2016-2017 

yıllarında Türkiye’deki levrek çiftliklerinden aldıkları örneklerden VNNV teşhis 

ederek virusun RGNNV genotipine ait olduğunu bildirmişlerdir. Son olarak Kaplan et 

al. (2022) 2019 yılında Ege Denizi’nde yer alan çipura çiftliklerinden aldıkları 

örneklerde virus tespit etmiş ve ilk kez Türkiye sularında RGNNV/SJNNV reassortant 

virusunun bildirimini yapmıştır. 

Türkiye’de VNNV ile ilgili Karadeniz’de avlanan balıklarda bir bildirim 

yapılmamıştır. VNNV’nin Akdeniz’de endemik olduğu bilinse de farklı su 

sıcaklıklarında enfektif olan genotiplerinin varlığı Karadeniz’de bulunan balık 

popülasyonu için tehdit oluşturmaktadır. Yapılan tez çalışması, VNNV’nin Türkiye’de 

yabani hayattaki epidemiyolojisi hakkında yapılan ilk çalışma olması, elde edilen 

virusun genetik yapısıyla  dünyadaki VNN virusları arasındaki farklılıklarının ortaya 

konulması, hastalığa dikkat çekilip potansiyel tehlikesinin fark edilerek, oluşabilecek 

salgınlara karşı ve koruma kontrol yaklaşımının belirlenmesi yönünden önem 

taşımaktadır.  

Tez çalışmasının örnekleme aşamasında, her bir balık türü için %95 güven 

aralığı, %5 hata payı ve %10 tahmini prevalansta, her ilden 30 adet balık örneği 

toplanmıştır. Alabalık türüne çalışma sırasında karar verilmesiyle bir ilden 30 adet 

alınarak çalışmaya dahil edilmiştir. Örnekler 2019-2020 yıllarında avlanma sezonunda 

avlanan yetişkin boy balıklardan yapılmıştır ve toplam 1265 adet balık örneği 

toplanmıştır. 

Toplanan balıklardan alınan göz ve beyin dokularından, Tablo 3.3 ve Tablo 

3.4’te belirtilen primerle yapılan RT-PCR ve rtRT-PCR testleri sonucunda, Samsun 

ilinden alınan barbunya balığı havuzunda VNN pozitifliği bulunmuş ve yapılan sekans 

çalışmasında örneğin iki segmentinin de RGNNV genotipi olduğu görülmüştür. Elde 

edilen örneğin RNA1 segmenti sekansı BLAST işleminde %99,52 Türkiye, %99,42 

oranında Romanya, %99,34 oranında Hırvatistan, %98,93 oranında Türkiye, RNA2 

segmenti sekansı ise %99,78 ve %99,57 oranında Türkiye, %99,25 oranında Çin, 
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%99,14 oranında Japonya, %99,03 oranında Avusturalya’da bildirilen sekans 

verileriyle benzer bulunmuştur. Nükleotid benzerlikleri değerlendirildiğinde RNA1 

segmenti Akdeniz Havzası izolatlarıyla yakın olmakla birlikte, RNA2 segmenti uzak 

doğu verileriyle yüksek benzerlik göstermiştir. 

RdRp enzimini kodlayan RNA1 segmentinde özellikle 1-445. aa 

pozisyonlarında değişikliğe sebep olacak mutasyonların, virusun replike olabildiği 

optimum sıcaklığı etkilediği bildirilmiştir (Hata et al., 2010; Panzarin et al., 2014). Tez 

çalışmasında bulunan virusun RNA1 segmentinde, referans verilere göre 8 nükleotid 

değişimi görülmektedir. Ancak bir aa değişikliği gözlenmemiştir. Buna rağmen elde 

edilen virusun Karadeniz’de bulunması, bu nt değişimlerinin su sıcaklığına uyum 

sürecinde oluşan nokta mutasyonlar olabileceğini düşündürmüştür.  

RNA2 segmentinin konakçı spektrumu ve antijenik reaktivitede rol oynadığı 

gösterilmiştir (Iwamoto et al., 2004; Panzarin et al., 2016). Panzarin et al. (2016) 

RGNNV genotipi için konakçı spektrumunda etkili bölgenin 694-758. nt aralığı, 

antijenik reaktivitede etkili bölgenin 675-795. nt aralığı olduğu bildirilmiştir. Souto et 

al. (2015) ise 247. ve 270. aa pozisyonlarının antijenik reaktivitede etkili olduğunu 

göstermiştir. Tez çalışmasında bulunan virusun RNA2 segmenti referans verilerle 

karşılaştırıldığında, 8 nt değişimi görülmüştür. Bu değişimlerden ORF içerisinde 

766.nt mutasyonu (G→A) 256. aa pozisyonunda valin-izolöysin değişikliğine yol 

açmıştır. Oluşan değişik, Kaplan ve Karaoğlu’nun (2021), Ege ve Akdeniz’de 

bildirdiği VNNV izolatlarında meydana gelen aa değişikliğiyle aynı olduğu 

görülmüştür. Daha önce bildirilen konakçı spektrumu ve antijenik reaktivite alanları 

göz önüne alındığında, meydana gelen değişikliklerin virusta belirgin bir farklılığa 

sebep olmayacağı düşünülmektedir. 

RGNNV genotipi için optimum su sıcaklığının 25-30ºC olduğu bildirilmiştir. 

Ancak optimum gelişme sıcaklığının 15-20 ºC olduğu bilinen BFNNV genotipinin 

yaygın olduğu iskandinav sularında, RGNNV genotipi ile enfekte balık bildirimi 

yapılmıştır (Korsnes et al., 2017). Örneklemenin yapıldığı avlanma sezonu aylarında 

(Eylül-Nisan) Karadeniz deniz suyu sıcaklık ortalamasının 13,3 ºC olduğu, diğer 

aylarda da RGNNV genotipi için optimum sıcaklık aralığından düşük olduğu 

görülmüştür. Bu bulgular yapılan çalışmada tespit edilen virusun viral yükünün düşük 

olduğu düşüncesini güçlendirmektedir. 

VNN horizontal ve vertikal yolla bulaşabilmektedir. Bu yüzden asemptomatik 

persiste balık örneklerindeki virusu saptamak son derece önem taşımaktadır. Yetişkin 
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balıklarda virus genellikle asemptomatik ve düşük seviyelerde olduğu için teşhisi zor 

olmaktadır. VNNV virus izolasyon çalışmalarında SSN-1 ve klonu olan E-11 hücre 

hattı kullanılmasının uygun olduğu bildirilmiştir. SSN-1 hücre hattının virusa karşı 

daha duyarlı olduğu ancak nonspesifik CPE oluşturmasından dolayı yanıltıcı sonuç 

verebildiği çalışmalarda gösterilmiştir (Iwamoto et al., 2000). Yapılan tez 

çalışmasında, alınan göz ve beyin örneği homojenatından E-11 ve SSN-1 hücre 

kültürlerinde  kör pasaj işlemi tekrarlı olarak yapılmıştır. Yapılan ilk pasajdan sonra 

özellikle E-11 hücre hattının, literatüre uygun olarak ekimden dokuz gün sonra 

formunun değiştiği gözlenmiştir. Ancak hücre kültürlerinden alınan örneklerden 

yapılan RT-PCR testlerinde pozitif sonuç bulunamamıştır. Beş kez yapılan 

adsorbsiyonsuz kör pasaj sonucu virus aktif hale gelmemiştir ve virus izolasyon 

çalışması başarısız sonuçlanmıştır. Bunun nedeninin, toplanan örneklerin klinik 

semptom göstermeyen yetişkin balıklar olmasından dolayı, enfektif viral partikül 

yükünün düşük kalarak virusun hücre kültüründe replike olamadığı düşünülmektedir. 

Hücre hattında görülen değişikliğin nedeninin, subkültür işleminde kullanılan sıvı 

besiyeri, serum veya tripsin etkenlerinden kaynaklandığı sanılmaktadır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

VNNV tüm dünyada olduğu gibi Türkiye için de önemli tehdit oluşturmaktadır. 

Virusun geniş konakçı spektrumu ve farklı su sıcaklıklarında aktif kalabildiği 

bilinmektedir. Virusun Akdeniz için endemik olduğu bildirilmiş ancak Karadeniz’de 

avlanan balıklarla ilgili bir çalışma yapılmamıştır.  

Yapılan tez çalışmasıyla virusun Türkiye’deki yabani hayatta ilk kez varlığı 

ortaya konmuş, RNA1 ve RNA2 segment dizilimi yapılmış ve dünya izolatlarıyla 

benzerlikleri karşılaştırılmıştır.  

VNNV’nin Karadeniz’deki varlığının, virusun uzun süre persiste kalabildiği, 

horizontal ve vertikal yolla bulaşabildiği düşünüldüğünde, deniz suyunda üretimi 

yapılan balıklar ve özellikle VNNV’ye karşı duyarlı olduğu bilinen  levrek balığı 

işletmeleri için büyük tehdit unsuru olabileceği düşünülmektedir. Bunun için özellikle 

işletmelerin biyogüvenlik önlemlerini almaları gerekmektedir. 

İleride oluşabilecek salgınlar ve ekonomik kayıpları önlemek için, şimdiden 

kurumlarca gerekli koruma ve kontrol stratejileri belirlenmeli ve uygulanmalıdır. 

Su sıcaklığının fazla olduğu yaz aylarında larva ve frylardan örnekleme 

yapılarak izolasyon çalışmalarının yapılması, bölgesel genotiplendirmenin 

netleştirilmesi ve hastalığa yönelik aşı çalışmalarının yapılması önerilmektedir. 
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EKLER 

Ek 1. VNNV.TR.Samsun.01 RNA1 (Genbank No: OP933715) 

CATACAACGCCCCAAATTACCCCAGGAACATTTCAACCGTTCCGCA

CACCCAAAACGTTAAGTTGTCCAGCTACACCTACGCTTTCAAAGCCAGTG

TTCTCCAGCATGTTCCGTGGTACATGCCAACGCACACACCAGCGGAAATC

GCTGACGCAGTGCAAAACTTGGCCGCAAGTTCCACTGAGCTGGTTGAAA

CTGACTACAGCAAGTTCGATGGCACATTCTTGCGCTTCATGCGTGAGTGC

GTCGAATTTGCCATTTACAAGCGCTGGGTTCACCTGGACCACTTGCCAGA

GTTAACAACCTTATTGGCTAATGAGATCCAAGCACCTGCTGTTACACGAC

TGGGCATCAAGTATGATCCTGATTGCAGTCGCCTCAGTGGTTCTGCTCTT

ACGACAGACGGAAACAGCATTGCTAATGCTTTCGTCTCATACCTTGCTGG

TCGCATGGCTGGCATGGATGATGATGAAGCTTGGTCTTGGATCGGCATTG

TCTACGGTGATGATGGGCTCCGATCTGGTAATGTTTCAAATGAGCTCCTC

ACCAACACTGCTTCTTCACTCGGCTTTGACTTGAAAATAGTGAATCGCGC

GCCACGTGGCTCTCCAGTGACATTTCTGTCTCGAGTATACCTCGATCCTTG

GTCCTCACCGGCTTCCGTGCAGTCGCCATTAAGAACATTATTGAAATTGC

ACACCACCTGTGATACCCAGTCAGAGATTGACGACATTGGCTGGGCTAA

GACACAGGCGTATTTGGTCACTGATAGCAAGACACCTTTTATTGGTCACT

GGTGCCGGGCTTATCAGAGAAATTGCACTGCACGTGTGGTTCAGTATGCA

GACTACACTGACATTCCATTCTGGGTGAAGAATGACGACCACGTTGGCAA

CTCGTGGCCGCAGTCTGAATCCGATGACTGGAATGACGTTGTAGCCAACG

AGCTTGGCGTCACCACCGCTGAGCTGTTGAAGCATCTTGCACTCCTGGAT

GCTTATACTGGTCCCATTAGTGGCCTCCCACGTCTGACAACATCAATCGA

TTTGGAACCAAAGATGTCTGTCGCATTAGACGGGGAGATCCAAGCCGGT

CCTAGTCAAAACAAAACTAGCAAGGATGGAACAAATCCAACAAGCGATC

GATCAGCACCTCGTCGAGCTCGAGCAGCTCTTCCAGGTGATGATGGACAC

GCGCGTCGCTCTCGGCGGAGGAG  
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Ek 2. VNNV.TR.Samsun.01 RNA2 (Genbank No: OP933716) 

GCGAATCCGCAACCCCGCCGACGTGCTAACAATCGTCGGCGTAGTA

ATCGCACTGACGCACCTGTGTCTAAGGCCTCGACTGTAACTGGATTTGGA

CGTGGGACCAATGACGTCCATCTCTCAGGTATGTCGAGAATCTCCCAGGC

CGTCCTCCCAGCCGGGACAGGAACAGACGGATACGTTGTTGTTGATGCA

ACCATCGTCCCCGACCTCCTACCACGACTGGGACACGCTGCTAGAATCTT

CCAGCGATACGCTGTTGAAACACTGGAGTTTGAAATTCAGCCAATGTGCC

CCGCAAACACGGGCGGTGGTTACGTTGCTGGCTTCCTGCCTGATCCAACT

GACAACGATCACACCTTCGACGCGCTTCAAGCAACTCGTGGTGCAGTCGT

TGCCAAATGGTGGGAAAGCAGAACAGTCCGGCCCCAGTACACCCGCACG

CTCCTCTGGACCTCGTCGGGAAAGGAGCAGCGTCTCACGTCACCTGGTCG

GCTGATACTCCTGTGTGTTGGCAACAACACTGATGTGGTCAACGTGTCAG

TGCTGTGTCGCTGGAGTGTTCGACTGAGCGTTCCATCTCTTGAGACACCT

GAAGAGACCACCGCTCCCATCATGACACAAGGTTCCCTGTACAACGATTC

CCTTTCCACAAATGACTTCAAGTCCATCCTCCTAGGATCCACACCACTGG

ACATTGCCCCTGATGGAGCAATCTTCCAGCTGGACCGTCCGCTGTCTATT

GACTACAGCCTTGGAACTGGAGATGTTGACCGTGCTGTTTACTGGCACCT

CAAGAAGTTTGCTGGAAATGCTGGCACACCTGCAGGCTGGTTTCGCTGGG

GCATCTGGGACAACTTCAACAAGACGTTCACAGATGGCGTTGCCTACTAC

TCTGATGAGCAGCCCCGTCAAATCCTGCTGCCTGTG 
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Ek 3. RNA1 Filogenetik Ağacı Oluşturulurken Kullanılan Sekans Bilgileri 

 
Genbank 

Numarası 
Organizma Ülke Yıl Genotip 

JN189865 
Dicentrarchus 

labrax 
İtalya 2012 RGNNV 

OM513981 
Dicentrarchus 

labrax 
Hırvatistan 2014 RGNNV 

OM513981 
Dicentrarchus 

labrax 
Hırvatistan 2014 RGNNV 

MF144242 
Epinephelus 

coioides 
Tayvan 2013 RGNNV 

KY930893 
Epinephelus 

coioides 
Tayvan 2014 RGNNV 

FJ809938 
Epinephelus 

morio 
Tayvan 2003 RGNNV 

FJ803915 
Dicentrarchus 
labrax 

İspanya 2008 RGNNV 

GQ402010 Lates calcarifer Avusturalya 2007 RGNNV 

MH758753 Lates calcarifer Hindistan 2016 RGNNV 

KC696563 Psetta maxima İspanya 2010 RGNNV 

AB056571 Caranx vinctus Japonya 2001 SJNNV 

NC003448 Caranx vinctus Japonya 2001 SJNNV 

AY690597 
Epinephelus 

morio 
Tayvan 2002 RGNNV 

EF558368 
Epinephelus 

akaara 
Çin 2012 RGNNV 

FJ789783 
Dicentrarchus 

labrax 
Tunus 2009 RGNNV 

MZ054261 
Ephinephelus 

lanceolatus 
Avusturalya 2018 RGNNV 

KJ541747 
Cynoglossus 

semilaevis 
Çin 2012 RGNNV 

GQ402012 
Macquaria 

novemaculeata 
Avusturalya 2006 RGNNV 

AY369136 
Epinephelus 

coioids 
Çin 2003 RGNNV 

KY315688 
Anguilla 

marmorata 
Tayvan 2013 RGNNV 

MN709776 
Epinephelus 

fuscoguttatus 
Çin 2019 RGNNV 

EU236148 
Takifugu 

rubripes 
Japonya 2007 TPNNV 

EU236146 
Gadus 
macrocephalus 

Japonya 2007 BFNNV 

MG874757 
Epinephelus 

coioides 
Çin 2016 RGNNV 

KP455643 
Lateolabrax 

japonicus 
Çin 2014 RGNNV 

KM095958 
Epinephelus 

septemfasciatus 
Güney Kore 2008 RGNNV 

AB373028 
Hyporthodus 

septemfasciatus 
Japonya 2007 RGNNV 

AY721616 
Epinephelus 

lanceolatus 
Çin 2004 RGNNV 

FJ748760 
Paralichthys 

olivaceus 
Güney Kore 2009 RGNNV 
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AY324869 
Epinephelus 

septemfasciatus 
Japonya 1997 RGNNV 

JQ073720 Lates calcarifer Hindistan 2006 RGNNV 

AF319555 
Epinephelus 

tauvina 
Singapur 2001 RGNNV 

JN189909 
Dicentrarchus 

labrax 
İtalya 2005 RGNNV 

AJ401165 
Hippoglossus 

hippoglossus 
Norveç 2001 BFNNV 

EU826137 Verasper moseri Japonya 2008 BFNNV 

EF617331 Gadus morhua Norveç 2007 BFNNV 

EF617335 Gadus morhua Norveç 2008 BFNNV 

EF617330 Gadus morhua Norveç 2007 BFNNV 

JN189814 
Solea 

senegalensis 
İspanya 2009 SJNNV 

KF386163 
Dicentrarchus 

labrax 
İtalya 1996 SJNNV 

KF668184 
Epinephelus 

fuscogutattus 
Çin 2013 RGNNV 
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Ek 4. RNA2 Filogenetik Ağacı Oluşturulurken Kullanılan Sekans Bilgileri 

AY744705 
Epinephelus 

akaara 
Çin 2007 RGNNV 

AB373029 
Epinephelus 

septemfasciatus 
Japonya 2008 RGNNV 

KT390714 
Epinephelus 

lanceolatus 
Avusturalya 2014 RGNNV 

MN097799 Kuhlia rupestris Avusturalya 2016 RGNNV 

KC696562 Psetta maxima İspanya 2010 RGNNV 

HM485328 Lates calcarifer Hindistan 2006 RGNNV 

FR669249 Lates calcarifer Hindistan 2006 RGNNV 

AY324870 
Epinephelus 

septemfasciatus 
Japonya 1997 RGNNV 

MH758754 Lates calcarifer Hindistan 2016 RGNNV 

NC008041 
Epinephelus 

septemfasciatus 
Japonya 2003 RGNNV 

MW590702 
Epinephelus 

lanceolatus 
Avusturalya 2018 RGNNV 

FJ789784 
Dicentrarchus 

labrax 
Tunus 2010 RGNNV 

KY315689 
Anguilla 

marmorata 
Tayvan 2013 RGNNV 

GQ402013 
Macquaria 

novemaculeata 
Avusturalya 2006 RGNNV 

GQ402011 Lates calcarifer Avusturalya 2007 RGNNV 

MN105076 
Epinephelus 

morio 
Çin 2018 RGNNV 

EF558369 
Epinephelus 

akaara 
Çin 2012 RGNNV 

AY690596 
Epinephelus 

morio 
Tayvan 2004 RGNNV 

EU391590 
Epinephelus 

akaara 
Tayvan 2008 RGNNV 

EU236147 Verasper moseri Japonya 2007 BFNNV 

EU826138 Verasper moseri Japonya 2008 BFNNV 

NC003449 Caranx vinctus Japonya 2001 SJNNV 

AB056572 Caranx vinctus Japonya 2001 SJNNV 

EU236149 Takifugu rubripes Japonya 2007 TPNNV 

JX402858 
Oreochromis 

niloticus 
Tayland 2011 RGNNV 

AY140798 
Epinephelus 

coioides 
Tayvan 2003 RGNNV 

AY140801 
Epinephelus 

fuscoguttatus 
Tayvan 2003 RGNNV 

DQ116035 
Oplegnathus 

fasciatus 
Güney Kore 2005 RGNNV 

DQ116037 
Paralichthys 

olivaceus 
Güney Kore 2005 RGNNV 

DQ116038 Mugil cephalus Güney Kore 2005 RGNNV 

DQ116036 
Epinephelus 

septemfasciatus 
Güney Kore 2005 RGNNV 
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MH017207 
Epinephelus 

marginatus 
Avusturalya 2013 RGNNV 

KJ541748 
Cynoglossus 

semilaevis 
Çin 2012 RGNNV 

KF668183 

Epinephelus 

fuscoguttatus x E. 

lanceolatus 

Çin 2013 RGNNV 

DQ864760 
Paralichthys 

olivaceus 
Güney Kore 2006 RGNNV 

FJ829452 
Dicentrarchus 

labrax 
İspanya 2008 RGNNV 

AF318942 
Epinephelus 

tauvina 
Singapur 2001 RGNNV 

GU953669 Lates calcarifer Hindistan 2009 RGNNV 

JF412273 Lates calcarifer Hindistan 2011 RGNNV 

AF534998 
Epinephelus 

coioides 
Çin 2003 RGNNV 

EF617327 Gadus morhua Norveç 2007 BFNNV 

EF617328 Gadus morhua Norveç 2007 BFNNV 

EF617329 Gadus morhua Norveç 2007 BFNNV 

KP455642 
Lateolabrax 

japonicus 
Çin 2014 RGNNV 

AY835642 Lutjanus stellatus Tayvan 2004 RGNNV 

KM588181 
Epinephelus 

lanceolatus 
Tayvan 2013 RGNNV 

MG874758 
Epinephelus 

coioides 
Çin 2016 RGNNV 

MF144241 
Epinephelus 

coioides 
Tayvan 2013 RGNNV 

KM095959 
Epinephelus 

septemfasciatus 
Güney Kore 2008 RGNNV 

GU826692 Lates calcarifer Hindistan 2008 RGNNV 

KY354694 Sparus aurata İtalya 2008 RGNNV 

AY721615 
Epinephelus 

lanceolatus 
Çin 2004 RGNNV 

MG637439 
Epinephelus 

fuscogutattus 
Çin 2017 RGNNV 

JN189992 
Dicentrarchus 

labrax 
İtalya 2009 RGNNV 

NC013461 Takifugu rubripes Japonya 2007 TPNNV 
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