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OZET

KARADENIZ’DE AVLANAN BALIKLARDA BETANODAVIRUS
ENFEKSIYONUNUN EPIDEMIYOLOJIiSI

Bahadir MUFTUOGLU
Ondokuz Mayis Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Veterinerlik Virolojisi Ana Bilim Dali
Doktora, Subat/2023
Danigsman: Prof. Dr. Harun ALBAYRAK

Dinyada Viral Nervoz Nekrozis (VNN) viral hastaliklar arasinda 6nemli bir
konumdadir ve salgmnlarla biiyiik kayiplara neden olmaktadwr. Tiirkiye’de
Karadeniz’de yabani hayatla ilgili bir VNN ¢aligmas1 bulunmamaktadir. Bu sebeple;
Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesinde 6 ilde dogal yolla avlanan 8 balik tiirlinde VNN
viral niikleik asidi yoniinden arastrma yapildi. Sinop, Samsun, Ordu, Giresun,
Trabzon ve Rize illerinden dogal yolla avlanan istavrit, barbunya, mezgit, zargana,
hamsi, levrek, alabalik ve kefal baliklarindan toplamda 1265 adet balik 6rnegi
toplandi. Toplanan balik 6rneklerinden her bir havuzda 5 balik 6rnegi olacak sekilde
gruplandi. Baliklarin, virusun tropizmi oldugu bilinen, beyin ve géz dokularindan
homojenatlar hazirlandi. Toplanan baliklardan elde edilen doku 6rnekleri real-time
reverse transcriptase PCR (rtRT-PCR) metodu ile viral nikleik asit yoninden
arastirildi. Yapilan molekiiler tarama sonucunda 6rneklenen balik tiirlerinden Samsun
ilinden alinan barbunya balik tiirii havuzlarindan bir 6rnek VNNV niikleik asit
yoniinden pozitif bulundu. Yapilan sekans analizi sonucunda bulunan virusun
Akdeniz’de endemik olan RGNNV genotipine ait oldugu belirlenmistir. Bu tez
caligmas1 sonucunda Tiirkiye’de yabani hayatta ilk kez Betanodavirus tespiti
yapilmistir.

Anahtar Sozcukler: Balik, Barbunya, Betanodavirus, Karadeniz, Rt-pcr, Vnnv



ABSTRACT

EPIDEMIOLOGY OF BETANODAVIRUS INFECTION IN CAPTURED FISH IN
BLACKSEA

Bahadir MUFTUOGLU
Ondokuz Mayis 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. GIRIS

Balikg¢ilik ve su tiriinleri tiretim sektorii son yillarda artan niifusla birlikte gelen
ozellikle protein agisindan zengin gida ihtiyacindan dolay1 21. yilizyilda dikkat ¢eken
gida iiretim sektorlerinden biri haline gelmistir. Avecilik ve iiretim olmak tizere iki
sekilde yapilan balik¢ilik sektorii de tiiketimin ve hayvansal protein ihtiyacinin
artmasindan dolay1 yildan yila artan bir grafikle karsimiza ¢ikmaktadir. 2019 yilinda
belirtilen rapora gore diinyada tiiketilen hayvansal proteinlerin %17’sini su tiriinleri
olusturmaktadir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) raporuna gore de
gida sektorleri arasinda son 10 yilda en fazla gelisim gosteren sektoriin su iirlinleri

sektorli oldugu bildirilmistir (FAO, 2022).
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Sekil 1.1. FAO 1950-2020 yillar1 arasi diinya su tiriinleri iiretim miktar1 (FAO, 2021)

Tiirkiye’de de balik¢ilik sektdrii diinyada oldugu gibi her gecen yil artig
gostermektedir. Farkli 6zelliklere sahip 3 denize, 8333 km uzunlugundaki kiy1 seridine
sahip lilkemiz baraj, gol ve akarsulariyla 6nemli i¢ su ve deniz balik¢ilig iiretim
giicline sahiptir (Arslan ve Yildiz, 2021). Uzun yillardir avcilik temelli olan {iretim son
yillarda, yetistiriciligin ilerleyen teknolojiyle birlikte artmasiyla yetistiricilige
yonelmigstir. Tiirkiye’de ve diinyada avcilik son yillarda yetistiricilige gore daha az
gelisim gosterse de su {irlinleri tiretimindeki Onemini korumaktadir. Tiirkiye’de
avciligl yapilan baliklar basta hamsi olmak {izere (151.598 ton), istavrit (24.006 ton),
sardayla (15.800 ton), mezgit (10.380 ton) baliklaridir.



AVCILIK (ton) YETiSTIRICILIK (ton) TOPLAM

Yillar

Deniz igsu Toplam Deniz igsu Toplam (ton)
2000 460.521 42.824 503.345 35.646 43.385 79.031 582.376
2001 484.410 43.323 527.733 29.730 37.514 67.244 594.977
2002 522.744 43.938 566.682 26.868 34.297 61.165 627.847
2003 463.074 | 44.698 : 507.772 39.726 i 40.217 i 79.943 587.715
2004 504.897 45.585 550.482 49.895 44.115 94.010 644.492
2005 380.381 { 46.115 426.496 69.673 48.604 118.277 544.773
2006 488.966 44.082 533.048 72.249 56.694 128.943 661.991
2007 589.129 43.321 632.450 80.840 59.033 139.873 772.323
2008 453.113 41.011 494.124 | 85.629 66.557 152.186 ! 646.310
2009 425.046 39.187 464.233 82.481 76.248 158.729 622.962
2010 445.680 40.259 485.939 88.573 78.568 167.141 653.080
2011 477.658 37.097 514.755 88.344 | 100.446 188.790 703.545
2012 396.322 36.120 432.442 100.853 111.557 212.410 644.852
2013 339.047 35.074 374.121 110.375 123.019 233.394 607.515
2014 266.078 36.134 302.212 126.894 | 108.239 235.133 537.345
2015 | 397.731 34.176 431.907 138.879 101.455 240.334 672.241
2016 301.464 33.856 335.320 151.794 101.601 253.395 588.715
2017 322.173 32.145 354.318 I 172.492 104.010 276.502 630.820
2018 283.955 30.139 314.094 209.370 105.167 314.537 628.631
2019 431.572 31.596 463.168 256.930 116.426 373.356 836.524
2020 331.281 33.119 364.400 | 293.175 128.236 421.411 785.811
2021 295.018 33.140 328.158 335.644 136.042 471.686 799.844

Sekil 1.2. TUIK 2000-2021 yillar1 arast Tiirkiye su iiriinleri iiretimi (TUIK, 2021)

Tiirkiye’de ve diinyada su tiriinleri iiretiminde bulasici enfeksiyoz ajanlar 6nemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Diger tarim ve hayvancilik sektorleri igerisinde
kontol edilmesi en zor ortam olan su ortaminda bulunan bu ajanlardan arilik ve
korunma biiylik Onem tasimaktadir. Larvalarda % 100’e varan 6liim oranlariyla ve
50°den fazla balik tiiriinii etkilemesiyle Viral Nervoz Nekrozis Virusu (VNNV)
ozellikle son on yilda tiim diinyada dikkat ¢eken onemli viral patojenlerden biri
olmustur. Bu tez calismasinda Karadeniz’de avciligi yapilan baliklarda VNN

virusunun varhgi arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1.Viral Nervoz Nekrozis

2.1.1. Tanim

Viral nervoz nekrozis virus (VNNV), Nodaviridae ailesinde, Betanodavirus
genusu icerisinde siniflandirilan, diinya capinda ilk tespit edildigi 1985°ten glinlimiize,
Giiney ve Dogu Asya, Cin, Hindistan, Iran, Japonya, Kore, Filipinler, Tayland,
Malezya, Vietnam, Endonezya, Okyanusya (Tahiti, Avustralya), Akdeniz Ulkeleri
(Fransa, Portekiz, italya, Malta, Israil, Tunus, Yunanistan, ispanya), Ingiltere, Norvec,
Karayipler, Kuzey Amerika ve Kanada’da bilinen tuzlu ve tath suda yasayan 120’den
fazla balik ve omurgasiz tiiriinde enfeksiyon olusturan, kiresel su trlnlerini tehdit
eden élimcal bir virustur (Costa and Thompson, 2016; WOAH, 2019). 50’den fazla
balik tiiriinii etkileyen virus, sicaklik ve fizyolojik 6zelliklere gore degismekle birlikte
ozellikle larva ve juvenil evresindeki baliklarda %100’e varan mortalite orantyla balik

iiretimi i¢in biiyiik bir tehdit olusturmaktadir (Li et al., 2020).

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

kdyunde sivrisinek (C. tritaeniorhynchus ve C. pipiens) sispansiyonundan elde edilen

daha 6nce siniflandirilmamis olan yeni bir arbovirusla almistir (Scherer and Hurlbut,

1967).

VNN, baliklarda 1985 yilinda dikkat ¢eken Nagazaki’deki papagan baliklarinda
(Oplegnathus fasciatus) biiyiik kayiplarla ilk kez salgin bir hastalik tablosu
olusturmustur (Yoshikoshi and Inoue, 1990). Daha sonra benzer semptomlar gosteren
bir salgin Avusturalya, Malezya ve Tayland’da asya levreginde bildirilmistir (Munday
et al., 1992). Baliklarda sinir sisteminde vakuol olusumu ve ensefalopati
semptomlaridan dolay1 bu virusu dnce ‘picorna benzeri virus’ olarak tanimlamislardir
(Glazebrook et al., 1990). Virus ilk kez striped jack (Pseudocaranx dentex)’ten
saflagtirilmistir. Bundan dolay1 Striped Jack Nervoz Nekrozis Virus (SJINNV) olarak
isimlendirilmistir. Virus virion yapisi, bliylikligii ve genom 6zellikleri dogrultusunda
Nodaviridae ailesi icerisinde smniflandirilmigtir (Mori K et al., 1992; Murphy et al.,
1995). Virusun ilk izolasyonu enfekte levreklerden (Dicentrarchus labrax) alinan
orneklerden SSN-1 hiicre hattinda yapilmustir (Frerichs et al., 1996). Ancak virus daha
sonra salgin sirasinda asya levregi (Lates calcarifer) ve avrupa levreginden de

(Dicentrarchus labrax) teshis edilmistir (Comps et al, 1994). Hastalik, Viral
3



Ensefalopati ve Retinopati (VER) (Munday et al., 1992), VNN (Y oshikoshi and Inoue,
1990), levrek ensefalopatisi (Bellance and Gallet de Saint-Aurin, 1988), kalkan
ensefalomiyelitisi (Bloch. et al., 1991), balik ensefalopatisi (Comps and Raymond,

1996) gibi isimler almistir ve giiniimiizde VNN ve VER olarak isimlendirilmektedir
(Munday et al., 2002).

2.1.3.Etiyoloji

Nodaviridae ailesi Alfanodavirus ve Betanodavirus olarak iki cinse
ayrilmaktadrr (Ball et al, 1994). Alfanodavirus cinsi genel olarak insektleri,
Betanodavirus cinsi ise baliklar1 enfekte eden nodaviruslari icermektedir. VNN virusu
Nodaviridae ailesi icinde Betanodavirus cinsinde yer alan ikosahedral simetrili 25 nm
capinda zarfsiz bir RNA virusudur (Mori K et al., 1992). 180 es kapsomer T=3
ikosahedral simetrili sekilde birleserek virus kapsidini olugsmaktadir (Schneemann et

al., 1998).

Pozitif polariteli tek iplik¢ikli (ssSRNA) iki segmentten olusan viral genomun,
RNAT segmenti 3.1 kb uzunlugunda, 110 kDa biiyiikliiglinde RNA bagimli RNA
polimeraz (RdRp — Protein A) proteinini kodlamakta (Mori K et al., 1992), RNA2
segmenti 1.4 kb uzunlugunda, 42 kDa biiytlikliiglinde kapsid proteinini kodlamaktadir
(Nishizawa et al., 1995b). Ayrica virus replikasyonu sirasinda RNA1 segmentinin 3’
ucundan ayrilan 0.4 kb uzunlugunda bir subgenomik RNA3 sekansi, yapisal olmayan
B1 ve B2 proteinini kodlar (Iwamoto et al., 2005). Segmentlerin 3’ uglarinda poly
(A) bulunmaz (NishizawaT. et al., 1994; Iwamoto et al., 2005).

RNA-1 (1kb) RNA-2 (1.4kb)
5'e— ORFla 3“0H  S'e— Capsid protein a }—3-OH
i ORF1b ¢
l
| RdRp Capsid p ¥

.

5'pLPIOWINE | 5

subgenomic RNA-3 (0.4kb)

Sekil 2.1. Nodavirus genom semasi (Anonim 2022a). Kapsid proteini (Protein o Alfanodavirusta 3 ve
v olarak ayrilmaktadir. Bu ayrim Betanodavirusta yoktur.)

RNATI’in uzunlugu ve kodladig1 protein konak¢i tiirline baglidir. RNAI
segmenti, Striped Jack Nervoz Nekrozis Virus’ta (SJINNV) 3107 nt, Red-spotted



Grouper Nervoz Nekrozis Virus’ta (RGNNV) 3103-3105 nt, Barfin Flounder Nervoz
Nekrozis Virus’ta (BFNNV) 3100-3101 nt, Tiger Puffer Nervoz Nekrozis Virus
(TPNNV) genotipinde 3112 nt uzunlugundadir. Protein A, SINNV’de 983 aa,
RGNNV’de 982 aa, BENNV’de 981 aa, TPNNV ise 982 aa uzunlugundadir (Nagai
and Nishizawa, 1999; Tan et al., 2001; Sommerset and Nerland, 2004). RNA2
segmenti kapsid proteini SINNV’de 340 aa, diger genotiplerde 338 aa uzunlugundadir
(Delsert et al., 1997; Tan et al., 2001; Hegde et al., 2003).

RNA2 segmenti, konake1 spesifitesinde rol almaktadir ve segmentin T4 degisken
bolgesine gore yapilan siniflandirmada VNN; Striped Jack Nervous Necrosis Virus
(SINNV), Tiger Puffer Nervous Necrosis virus (TPNNV), Red-spotted Grouper
Nervous Necrosis Virus (RGNNV) ve Barfin Flounder Nervous Necrosis Virus
(BFNNYV) olmak iizere dort genotipe ayrilmistir (Nishizawa et al., 1995b; Panzarin et
al., 2016). Ayrica kalkan baligindan (Scophthalmus maximus) izole edilmis yeni bir
genotip olarak turbot nervous necrosis virus (TNNV) oOnerilmistir ancak heniiz resmi
smiflandirmada yer almamaktadir (Johansen et al., 2004). VNNV nin siniflandirildigi
dort genotip, poliklonal antikorlar kullanilarak yapilan nétralizasyon testleriyle {i¢ ana
serotipe ayrilmistir. Buna gore; SINNV ve RGNNV/SINNV genotipi serotip A,
TPNNV genotipi serotip B ve© BFNNV, RGNNV ve SINNV/RGNNYV genotipleri
serotip C igerisinde smiflandirilmistir (Nishizawa et al., 1997; Mori et al., 2003;
Iwamoto et al., 2004; Panzarin et al., 2016). Buna karsin Panzarin vd. (2016) ve
ozellikle Mori vd. (2003), yaptig1 smiflandirmalarda Asya izolatlarmin ¢ogunlukta
oldugunu, soguk su viruslarmin ve segment degisikliklerinin goézardi edildigini
savunmustur. Akdeniz izolatlar1 ve segment degistirmis viruslarla yaptiklar1 caligmada
BFNNV’nin B serotipi i¢inde degerlendirilmesi gerektigini bildirmistir (Panzarin et
al., 2016). Ayrica genotipler arasinda ¢apraz reaksiyon olmadigi bilinse de Panzarin
ve ark. (2016) RGNNV, SINNV/RGNNV, TPNNV ve BFNNV genotipleri arasinda

az miktarda capraz reaksiyon olabilecegini bildirmistir.

VNNV  segmentli bir virus olmasindan dolayr segment degisimleri
(reassortment) gerceklesebilmektedir ve bu degisimin konakg¢i spesifitesinde ve
patojenitede degisiklik yaptig1 bildirilmistir. Reassortant viruslar adlandirilmalarmi
segmentlerinin ait oldugu (RNA1/RNA2) genotipe gore almaktadir. Dort genotip
olmasina ragmen su ana kadar RGNNV/SINNV ve SINNV/RGNNV olmak uzere iki

genotip arasinda reassortant virus tespit edilmistir. Iki reassortantin da bulunmasma



ragmen RGNNV/SINNV’ nin daha yaygin oldugu bildirilmistir. (Panzarin et al., 2012;
Bitchava et al., 2019).

2.1.4.Viral Replikasyon

Betanodavirus replikasyon siklusu hakkinda genis capli bir bilgi heniiz
bulunmamaktadir. Virusun konake1 hiicredeki N-glikolize siyalik asit reseptorlerine
baglandig1 diisiiniilmektedir (Low et al., 2017). Virus konak¢1 hiicreye pinositoz
yoluyla girer. Ortiicii katmanlardan ayrilarak, viral genomu hiicre stoplazmasma
birakir (Venter and Schneemann, 2008). Pozitif anlamli olan RNA1 segmentinin
translasyonu ile Protein A (RdRp) proteini sentezlenir. Protein A’nin 223. aa
pozisyonunun sicaklik toleransinda rol aldig1 bildirilmistir (Souto et al., 2019). RdRp
replikasyon kompleksi, erken replikasyon doneminde konakg¢i dis mitokondriyal
membranlarmma yerlesir (Chen et al., 2006). RdRp viral RNA1’1 tamamlayarak c¢ift
iplikcikli RNA sentezler. Bu RNA kalib1 kulanilarak yeni RNA zincirleri olusturulur.
Bu islemler mitokondrinin dis membraninda gerceklesir. Daha sonra RNAI’in
3’ucundan sub-genomik RNA, RNA3 transkribe edilir ve bu RNA3’ten B1 ve B2
proteini sentezlenir. B1 proteininin erken donem apoptoz inhibitorii olarak rol aldigs,
B2 proteininin hiicresel RNA sessizlesmesSinin inhibitorii olarak gorev aldigi ve RNA2
transkripsiyonunu regiile ettigi diisiiniilmektedir. Daha sonra RNA2’den kapsid
proteini sentezlenir ve pozitif anlamli RNAI1-RNA2 segmentleri hicre
sitoplazmasinda paketlenir (Iwamoto et al., 2005; Chen et al., 2009; I Bandin and S
Souto, 2020)
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Sekil 2.2. Betanodavirus replikasyon siklusu semasi (SMART Servier Medical Art, 2020)

Betanodavirus replikasyon caligmalart RNA1’in erken replikasyon doneminde,
viral replikasyon komplekslerinin olustugu yeterli bir seviyeye kadar daha c¢ok
eksprese edildigi, RNA2’nin ge¢ replikasyon doneminde, yeterli virion paketlemesi
yapilacak kapsid proteini iiretilene kadar daha ¢ok eksprese edildigini bildirmistir
(Kim et al., 2019). Geg replikasyon doneminde kapsid proteini niikleusta birikir ve
RdRp kompleksi konake1 endoplazmik retikulumuna gegis yapar. Bu mekanizmanin
hiicre apoptozunu indiikledigi ve hiicre dlimiinii baslattig1 diisiiniilmektedir. Hiicre
lize olur, yeni virionlar ortama sagilir ve hiicre lizisi, vakuol olusumu olarak goriiliir

(Guo et al., 2003).

2.1.5. Epidemiyoloji

Su ortamindaki viral enfeksiyonlarda su sicakligi, virusun enfeksiyozite giiclinii
ve konak¢inmn virusa karsi direncini belirleyen en 6nemli faktorlerdendir. VNN
virusunda da virusun varligini siirdiirebilmesi ve patojenite giiciinii koruyabilmesi i¢in

her genotipinin etkili oldugu farkli optimum su sicakligi vardir. Bu sicaklik araliklar;



BFNNV igin 15-20 °C, TPNNV igin 20 °C, SINNV igin 20-25 °C ve RGNNV
genotipi icin 25-30 °C olarak bildirilmistir (Iwamoto et al., 2000). RGNNV
genotipinin 15-35 °C ile en genis sicaklik toleransina sahip oldugu gdsterilmistir
(Ciulli et al., 2006; Hata et al., 2007). Yapilan ¢alismalar VNN virusunun RNA1
segmentinin 0zellikle 1-445 aa araliginin, genotiplerin sicaklik hassasiyetinde 6nemli
rol oynadig1 yoniindedir (Hata et al., 2010; Panzarin et al., 2014).

Tablo 2.1. VNNV genotipleri, serotipleri, optimum gelisme sicakliklar1 (Nishizawa et al., 1997
Iwamoto et al., 2000; Munday et al., 2002; Chi et al., 2003; Chen et al., 2014)

Genotip  Serotip Hedef Konak¢1 Bahk Optimum
Gelisme Sicakhgi
SINNV A Striped jack (Cizgili levrek, kral 20-25°C
balig1)
TPNNV B Tiger puffer (Japon Kirpi Balig 20°C
Takifugu rubripes)
BFNNV C Soguk Su Baliklar:: Atlantik 15-20 °C
halibut, Atlantik cod, flounders (pisi
baliklar1), vb
RGNNV C Sicak Su Baliklar1: Asian sea 25-30 °C

bass (barramundi-Asya levregi),
European sea bass (levrek) ,
groupers (orfoz, lahos, hani vs.)
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Sekil 2.3. VNN virusu genotiplerinin cografi dagilimlar1 (SMART Servier Medical Art, 2020)

Virus Giiney Amerika harig biitiin diinyadan bildirimi yapilmstir (Shetty et al.,
2012). VNN’in sicaklik hassasiyeti ve konakg¢1 spektrumu, virusun cografik



dagilimiyla baglantilidir. TPNNYV genotipi, Japonya’da sadece tiger puffer (Takifugu
rubripes) dan izole edilmistir ve yaygin degildir (Nakai et al., 1994). TNNV bir kez
Norveg’te kalkan baliginda (Scophthalmus maximus) bildirilmistir (Johansen et al.,
2004). BFNNV genotipi, soguk su bolgelerinde 6zellikle levrek (Dicentrarchus
labrax), pasifik morinasi1 (Gadus macrocephalus), atlantik morinasi (Gadus morhua),
barfin pisi baligindan (Verasper moseri) Avrupa’nin ve Amerika’nin kuzey bolgeleri
ve Iskandinav iilkeleri, Japonya, Kanada, Kuzey Amerika, Norveg, Ingiltere’de izole
edilmistir (I Bandin and S Souto, 2020). SINNV genotipi sadece Japonya’da ¢iftlik
baliklarinda (kral balig1 Pseudocaranx dentex, kirmizi ¢ipura Pagrus major) oldugu
diisiiniilmekteydi ancak Ispanya Iber Yarmada’sinda cifliklerde cipura (Sparus
aurata), kaya levregi (Argyrosomus regius) ve yassi bir balikk olan Solea
senegalensis’te de bildirilmistir (Cutrin et al., 2007; Lopez-Jimena et al., 2010). Diger
genotiplerin aksine RGNNV genotipi, en genis konak¢i spektrumuna ve cografi
dagilima sahiptir. Basta Akdeniz olmak ilizere Avusturalya ve Asya kiyilar1 ve ABD’de
ozellikle levrek ve orfoz, barramundi gibi bir¢ok balikta enfeksiyon olusturmaktadir
(Ciulli et al., 2007; Moody et al., 2009; Binesh, 2013a; Haddad-Boubaker et al., 2013;
Kara et al., 2014). Reassortant genotiplerden SINNV/RGNNV sadece Italya ve
Hirvatistan kiyisinda levreklerden izole edilirken, RGNNV/SINNV Giiney Avrupa
kiyilarinda sole (Solea senegalensis, Solea solea), levrek, cipuralarda gorilmektedir
(Toffolo et al., 2007; Olveira et al., 2009; Panzarin et al., 2012).

2.1.6. VNNV Enfeksiyonunun Tiirkiye’deki Durumu

VNN enfeksiyonu Tiirkiye’de ilk kez 2011 yilinda Mersin ilinden alinan
levreklerden tespit edilmistir. Virusun identifikasyonu SSN-1 hiicre kiltiirtinde
izolasyonu yapildiktan sonra IFAT ve RT-PCR testi ile yapilmustir. Ornek daha sonra
WOAH referans laboratuvari (Zooprofilattico Istituto Sperimentale delle Venezie) ile
onaylanmistir (Ozyer vd., 2014). 2016 yilinda yiiriitiilen bir calismada, Karadeniz’de
ciftlikten alinan levreklerden RGNNYV genotipi VNNV tespiti yapilmistir (Kaplan vd.,
2021). Kaplan ve Karaoglu (2021) 2016-2017 yillarinda Tiirkiye’deki levrek
ciftliklerinden aldiklar1 6rneklerden VNNV teshis ederek virusun RGNNV genotipine
ait oldugunu bildirmislerdir. Tiirkiye’de ilk reassortant virus tespiti, 2019 yilinda Ege
Denizi’ndeki ciftliklerden alinan ¢ipuralardan yapilmis ve virus RGNNV/SINNV

reassortant virusu bulunmustur (Kaplan vd., 2022).



2.1.7.Bulasma

Virusun bulagmasinda horizontal ve vertikal yolla bulagma, bir¢ok calismada
farkli balik tiirlerinde gdsterilmistir. Horizontal yolla enfekte baliklarla birlikte
yasayan baliklara bulasmada 6zellikle suyun rol oynadigi, suda aktif viral partikiil
bulunmasiyla da kanitlanmistir (Arimoto et al., 1994; Le Breton et al., 1997; Curtis et
al., 2001; Hick et al., 2011). Ayrica balik iiretim ¢iftliklerinde kullanilan ekipmanlarla
da virus sagilmaktadir (Mori et al., 1998).

Enfeksiyonun vahsi ve kiiltiir baliklarinda uzun siire persiste kaldig1 ve virusu
sact1g1 gosterilmistir (Munday et al., 2002; Olveira et al., 2013; Ma et al., 2015).
Cipura (Sparus aurata) ve kurt baliginda (Anarhichas minor) yapilan deneysel
enfeksiyonlarda, klinik semptom gostermemesine ragmen sirasiyla lic ay ve dort ay
sonra da baliklardan virus tespiti yapilmistir (Johansen et al., 2003; Lopez-Mufioz et
al., 2012).

Baliklar disindaki baz1 omurgasiz canlilar da virus i¢in rezervuar konakg1 olarak
bulasmada 6nemli rol oynayabilmektedir (Gomez et al., 2010). Nadidae ailesine ait
kum solucanlar1 (Liu et al., 2006), yengeg, midye, i1stakoz (Gomez et al., 2008) ve larva
beslemede kullanilan karides ve bazi midyelerde VNN virusu tespit edilmistir
(Frerichs et al., 2000; Costa and Thompson, 2016).

Vertikal bulagsma her tiirde olmasa da virus, enfekte kral baligi (Nguyen et al.,
1997), pisi baligi (Verasper moseri) (Yoshimizu, 1997), Avrupa ve Asya levregi
(Breuil et al., 2002; Azad et al., 2006), atlantik tiitiin baliklarimin (Grotmol et al., 1999)

gonadlarinda, yumurtalarda ve larvalarda, genital sivilarinda tespit edilmistir.

2.1.8. Patogenez ve Klinik Bulgular
VNNV’nin patogenezi tam olarak aydnlatilamamistir. Yapilan calisma sonuglari
tiirlerde ve balik 6zelinde degisiklik gdstermektedir. Ancak ulasilan sonuglara gore
hipotezler olusturularak ¢esitli mekanizmalar 6ne stiriilmiistiir. VNNV 'nin giris yollar1
olarak cesitli caligmalarda deri (Souto et al., 2018), solungaglar (Grotmol et al., 1997),
oral ve nazal bosluk gdsterilmistir (S. Tanaka et al., 2004). Virus organizmaya girerek
periferal sinirlerde replike olduktan sonra, sinir yollar1 boyunca merkezi sinir
sistemine (MSS), beyne ve retinaya ulasarak bu bolgelerde patoloji olusturmaktadir
(Souto et al., 2018). Baz1 arastirmacilara goére virus nazal epitele penetre olarak
olfaktér bulbus, beyin, medulla oblangata, omurilik ve son olarak retinaya

yayilmaktadir (Mladineo, 2003; S Tanaka et al., 2004). Virusun daha sonra norolojik
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olmayan dokularda da bulunmasi, (solungaglar, yiizgegler, kalp, barsak, mide, dalak,
karaciger, bobrek ve gonadlar) etkenin viremi yoluyla da yayilabilecegini gostermistir
(Nguyen et al., 1997; Mladineo, 2003; Korsnes et al., 2009; Mazelet et al., 2011).

Inkiibasyon periyodunun su sicaklig1, genotip ve konakg! tiiriine bagli oldugu
gosterilmistir (Souto et al, 2018). Su sicakligi arttikga inkiibasyon periyodu
kisalmakta ve enfeksiyonun siddeti artmaktadir. (Tanaka et al., 1998). intra muskiiler
enjeksiyon yapilan Avrupa levregi ve daldirma yontemiyle enfekte edilen Asya levregi
larvalarinda 2 giin sonra klinik bulgular tespit edilmistir (Peducasse et al., 1999;
Parameswaran et al., 2008). Yetiskin baliklarda bu siire 5-10 giline ¢ikmaktadir
(Vendramin et al., 2014; Toffan et al., 2016).

Histopatolojik VNN bulgular1 arasinda belirgin olarak MSS’de, beynin orta ve
arka boluminde ve retinada yaygm vakuolizasyondur. Elektron mikroskobu ile
enfekte sinir hiicrelerinin sitoplazmasinda virus partikiilleri goriilebilir (Glazebrook et
al., 1990; Nishizawa et al., 1995a). Lezyonlarin balikk yasiyla baglantili oldugu
goriilmiistiir. Larvalarda beyin lezyonlar1 daha siddetli goriiliirken, juvenil ve yetiskin
baliklarda doku dejenerasyonlari, virus konsantrasyonu artmasi halinde de hafif
gorilmektedir (Mladineo, 2003).

VNN enfeksiyonunda 6zellikle larva donemindeki baliklarda mortalite %100’e
ulagmaktadir. Enfekte hayvanlarda anormal yiizme davraniglar1 (spiral, dairesel
yluzme, karm yukarda, dengesiz, koordine olmayan ylizme) tank duvarlarina ¢arpma,
anemi, letarji, anoreksi gorilmektedir (Munday et al., 2002; Nopadon et al., 2009;
Binesh, 2013b).

Immersiyon ydntemiyle enfekte edilen kral baliklarinda vakuol olusumu ilk
olarak omur ilikte, sonra beyinde, daha sonra retinada gozlenmistir. Dogal enfekte
geng larvalarda enfeksiyonun erken déneminde deride ve barsak epitel hiicrelerinde

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

2.1.9. Teshis
Virus izolasyonu

VNNV nin ilk kez goriilmesinin ardindan bir¢ok teshis metodu gelistirilmis ve
kullanilmistir. Giincel metodlardan 6nce hastalik 1990’larda, enfekte baligin
gosterdigi anormal ylizme davranislar1 ve patolojik muayenede goriilen semptomlar
(yuzme kesesinde inflamasyon, beyinde hemoraji) ile tahmin edilmistir (Yoshikoshi
and Inoue, 1990; Breuil et al., 1991; Chi et al., 1997). Daha sonra mikroskobik

11



muayenede beyin ve omurilikte vakoullerle desteklenmistir. Elektron mikroskobu ile
de virus, enfekte balik dokularindaki hucrelerde serbest halde veya endoplazmik
retikulum zar yiizeyinde goriilerek teshisi konmustur (Glazebrook et al., 1990;
Grotmol et al., 1997). Daha sonra fry boydaki Striped snake head’den (Channa
striatus) elde edilen hiicre hatt1 (SSN-1) kullanilarak virus izolasyonu yapilmaya
baslanmistir (Frerichs et al., 1996). SSN-1 hiicre hatti, baligin tamamimdan elde
edildigi i¢cin farkli dokulardan hiicreler bulundurmakta ve SnRV (Snakehead fish
retrovirus) adi verilen bir retrovirus-C ile persiste enfektedir (Frerichs et al., 1991).
Bunun NNV tespitinde hiicrenin performansint ve CPE’deki giivenilirligi azalttig
diistiniilerek SSN-1 klonu olan E-11 hiicre hatt1 gelistirilmistir. E-11, SSN-1 e gore
daha stabildir ve SnRV yoniinden molekiiler olarak pozitif olsa da viral partikl
olusturmamaktadr (Iwamoto et al, 2000). Daha sonra orfoz yiizgecinden
(Epinephelus coioides) GF-1 (Chi et al., 1999) izolasyon ¢alismalarinda devamli hiicre
hatt1 olarak kullanilmistir ve tavsiye edilmektedir (WOAH, 2019). Son yillarda bir¢ok
hiicre hattinin VNN izolasyonunda kullanilabilecegi gosterilse de yaygin olarak
kullanilanlar SSN-1 ve E-11"dir. Hiicre kullanilarak yapilan identifikasyon ¢caligmalar1
uzun sirdiigii, tecriibe istedigi ve virus titresinin diisiik oldugu durumlarda negatif
sonuca sebebiyet verebildigi i¢in son yillarda serolojik ve molekiiler ¢alismalar 6nem

kazanmustir (Doan et al., 2017).
Immunohistokimyasal Boyama (IHC)

VNN teshisinde IHC i¢in farkli protokoller gelistirilmistir (Nguyen et al., 1996;
Dannevig et al., 2000; Johansen et al., 2002; Moody et al., 2004). Ancak kullanilan
kromojen ve konjugat boyalarmnin test degerlendirmesinde zorluk ¢ikarabilmesi,

diisiik antikor yogunluklarinin yanlis sonug verebilmesi sebebiyle daha spesifik testler

kullanilmaktadir (Johansen et al., 2004).
Immun Floresan Antikor Testi (IFAT)

IFAT, VNN antijenlerini sinir dokularinda ve hiicre kiiltiirlerinde teshis etmek
icin kullanilmaktadir (WOAH, 2019). IHC’ye gore spesifitesi daha yiiksektir. THC
sonuglarinin negatif oldugu kas ve bag dokularda IFAT ile pozitif bulunmustur. IFAT
floresan mikroskop gerektirdigi icin IHC’ye goére maliyeti yiiksektir ve WOAH’a gore
sensivite yoniinden gegerli goriilmedigi i¢in sadece klinik enfekte hayvanlarda

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

Farkli ELISA protokolleri, yumurtalarda, larvalarda ve ana¢ baliklarda VNN
antijen tespitinin yanisira, balik serumlarinda bulunan VNN antikorlar1 yoniinden bilgi
vermesi igin gelistirilmistir (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) yaptiklari
calismada antijen yakalamali ELISA’da 103-10* TCIDso/50 pl Uiniteye kadar tespit
edebildiklerini gostermistir. Watanabe et al. (2000), ELISA titresinin > 1:40 degerinin
viral enfeksiyonu, < 1:10 degerinin viral enfeksiyon olmadigini gosterdigini

bildirmistir. ELISA metodu baliklarin 6ldiiriilmeden yapilabildigi ve siirii kontrolii

saglamasi agisindan avantajhidir (Jaramillo et al., 2016; Nunez-Ortiz et al., 2016).
Molekiler Metodlar

VNN tespitinde bircok RT-PCR protokolii tanimlanmustir. {lk RT-PCR metodu
SINNV genotipindeki RNA2’nin T4 degisken bdlgesinde 430 bg’lik bir alana gore
tasarlanmigtir (NishizawaT. et al., 1994). Bu protokol WOAH tarafindan 2006 yilina
kadar teshiste ve genotiplendirmede tavsiye edilmis ve kullanilmistir (Nishizawa et
al., 1995b; Nishizawa et al., 1997). Ancak bu metod kullanilirken, viral yiikiin diisiik
oldugu durumlarda teshiste problemler ve T4 degisken bdlgeden dolay1 sensitivite
problemleri yasanmistir (Nishizawa et al., 1996). Daha sonra sensitivitesi daha yuksek
ve sonuglanmasi daha az zaman alan, RNA1 ve RNA2’yi tantyan bir¢ok primer ve
prob gelistirildi (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). Ozellikle son
zamanlarda VNN genotiplerindeki viruslari tantyan ve WOAH tarafindan da tavsiye
edilen, Panzarin et al. (2010) tarafindan bildirilmis TagMan RT-gPCR protokoli
kullanilmaktadir. 2016 yilinda Hwang et al. (2016), Epinephelus septemfasciatus cinsi
baliklarda VNN teshisinde, PCR metoduna gore on kat daha hassas buldugu LAMP
(loop-mediated isothermal amplification) protokoliinii bildirmistir.

VNNV teshis yonteminin duyarlilik, uygulanabilirlik ve maliyet agisindan
degerlendirilerek secilmesi konusunda WOAH tarafindan onerilen tercihler Tablo

2.2°de gosterilmistir.
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Tablo 2.2. WOAH’1n 6nerdigi test metodlar1 ve kullanilabilirlikleri (a: bulunabilirlik kullanilabilirlik
ve spesifite yoniinden onerilen metod, b:6nerilen standart metod, c: bazi durumlarda uygulanabilir
ancak maliyet ve duyarlilik a¢isindan uygulanabilirligi kisithidir, d: bu metod 6nerilmemektedir.)
(WOAH 2019°dan uyarlanmaistir.)

Metod Hedefli Stirveyans Olasi Tam Kesin Tam
Histopatoloji d b d
Histopatoloji ve d b d
immunboyama
Elektronmikroskobu d c d
Hicre Kulturunde Virus
) Izolasyonu ve a a a
Immunboyama veya RT-
PCR
RT-PCR b a a
RT-PCR ve sekanslama d b a
Real Time PCR a a a

2.1.10. Koruma ve Kontrol

Akuakiiltiir ortaminda virus enfeksiyonlarmin kontrolii ve korunmasi son derece
zordur. VNNV enfeksiyonlarinda terapotik ilaglar bulunsa da virus girisini,
yayilmasii ve kaliciligint 6nlemek icin daha c¢ok; hijyen kurallarina uyulmasi,
biyogiivenlik dnlemlerinin uygulanmasi, enfekte olmus popiilasyonlarin eradikasyonu
ve gelistirilmis asilarm kullanilmasina yogunlasilmaktadir (Gomez-Casado et al.,
2011; Shetty et al., 2012).

Viral balik enfeksiyonlar arasinda VNNV, cevre sartlarina dayanikli bir
virustur. Konake1 diginda suda 15°C’de 6 aydan fazla aktif kalabilmektedir (Frerichs
et al.,, 2000). Virus inaktivasyonunda sicaklik, UV ve belirli kimyasallar etkilidir.
Virus 60°C’de 30 dakika veya 440 mW/cm2 UV 1s1ga 10 dakika maruz birakildiginda
inaktive olmaktadir. Virus ayrica, sodyum hipoklorit, kalsiyum hipoklorit,
benzalkonyum klorit, iyodin ve ozon kullanilarak kimyasal yolla da inaktive edilebilir
(Arimoto et al., 1996; Frerichs et al., 2000; Buchan et al., 2006). Betanodaviruslar
formalin, kloroform ve etere direnglidir ancak pH 2’nin altinda ve 11’in tizerinde aktif
kalamazlar (Arimoto et al., 1996; Frerichs et al., 2000).

Virusun vertikal yolla bulasabilmesinden dolayr kuluckahanelerde virusun
Oonemli bulasma yollarindan biri de enfekte ve asemptomatik damizlik baliklardir

(Mushiake et al., 1994; Watanabe et al., 1998). Ozon uygulamasi inaktivasyonda
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onemli olsa da virusun yumurta ylizeyinde degil, i¢inde de bulunmasindan ve spermle
de bulagmasindan dolay1 %100 etkili degildir (Kuo et al., 2012). Vertikal bulagsmanin
Oniine gecebilmek i¢in, kulugkahanedeki damizlik baliklarin ve yeni almacak
damizliklarin diizenli olarak taramasi yapilmali ve iiretimde virus antijen-antikor
negatif baliklar kullanilmalidir. Balik kanlarindan ELISA tesi ile virusa kars1 antikor
taramasi, yumurtalik ve spermde RT-PCR ile viral RNA taramasi, elde edilen
larvalardan da kontrol icin RT-PCR taramasi yapilmalidir (Mori et al., 1998; Panzarin
et al, 2010). Fertilize edilmis yumurtalarin dezenfeksiyonu, larval ve juvenil
safhalarda suyun kontrolii i¢in ozon, UV ve elektrolize edilmis su kullanilmalidir
(Arimoto et al., 1996; Watanabe et al., 1998; Watanabe et al., 2013). Vertikal
bulasmay1 onlemek igin damizlik baliklarin asilanmasi da son derece Onemlidir
(Arimoto et al., 1992; Mushiake et al., 1994; Breuil et al., 2000).

VNNV enfeksiyonuna karsi birgok balik tiiriinde rekombinant, inaktif, DNA ve
virus benzeri partikiill (VLP) asis1 denenmis ve farkli sonuglar alimmistir (Gomez-
Casado et al.,, 2011). WOAH bildirimine gore diinyada ticari olarak Japonya’da
VNN’e kars1 inaktif RGNNV asis1 kullanildig1 belirtilse de son yillarda Ispanya
merkezli Hipra firmasmin inaktif RGNNV (Icthiovac® VNN) ve Norve¢ merkezli
Pharmaq firmasmin inaktif RGNNV (Alpha Ject micro® 1 Noda) asisi, ticari olarak
sunulmus ve bircok akdeniz iilkesinde (Fransa, Hirvatistan, Yunanistan, Italya,
Ispanya) resmi olarak kullanilmaktadir. iki as1 da 12-15 gramdan blyik juvenil
baliklara enjeksiyon yoluyla uygulanmaktadir ve o6liimleri énemli Olglide azalttigi
ancak yine de tam koruma saglamadigi goriilmektedir (Padros et al., 2022).

Asilamanin, enfeksiyondan en ¢ok etkilenen larval ve fingerling donemdeki
baliklara uygulanmasi, heniiz immun sistemlerinin tam olarak gelismemis olmasi1 ve
enjeksiyon yoluyla immunizasyonun kisitli olmasi nedeniyle son derece zordur. Bunu
kolaylastirmak i¢in, immersiyon yoluyla verilen inaktif VNNV asis1 (Kai and Chi,
2008) ve oral yolla verilen bakteride (Vibrio anguillarum) eksprese edilmis ve Artemia
besini ile kapsiillenmis rekombinant VNNV kapsid proteini (Lin et al., 2007; Chen et
al., 2011) denenmis ve yiiksek relatif hayatta kalma oranlar1 (RPS -relative percentage
survival) elde edilmistir. Immersiyon yoluyla verilen inaktif asida %79-95, oral yolla
verilen rekombinant agida %69,5 RPS goriilmiistiir. Ayrica lireme sezonundan bir ay
once kas i¢i enjeksiyonla inaktif VNNV ile asilamanin, vertikal bulagsmay1 onemli

oOlclide azalttig1 goriilmistiir (Kai et al., 2010).
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Yapilan calismalarda VNNV’ye karst DNA agilari, istenen RPS oranlarini
uzun siireli olarak vermemektedir. Vimal et al. (2014) yaptiklar1 calismada baramundi
juvenillerine oral yolla gelistirdikleri DNA agisin1 vermis ve %60 RPS orani elde
etmistir. Baz1 ¢aligmalarda farkli viruslarin DNA asilar1 uygulanan baliklarda non
spesifik immun yanitin gelistigi goriilmiistir. THNV (Infeksiydz Hematopoetik
Nekrozis Virus) DNA asis1 yapilan 2,2 gram agirligindaki kalkanlarda asilamadan 8
giin sonra yapilan epriivasyonda %100, 35 giin sonra yapilan epriivasyonda %63 RPS
orani goriilmiistlir (Sommerset et al., 2003).

Asilama caligmalarmin sonuglart umut vericidir. Bu calismalar yapilirken
asilama yoOntemlerinin getirdigi avantaj ve dezavantajlar da g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Enjeksiyon yoluyla asilama ile larva ve juvenil baliklarin
asillanmasi miimkiin olmasa da, Avrupa levregi ve orfoz gibi VNNV’ye karsi
yasamimnin her déneminde hassas olan baliklar i¢in kullanigh olabilir. Oral ve
immersiyon yoluyla asilama larva ve juvenil baliklar1 asilama i¢in gelistirilmis olsa
da, asilamadan sonra etkili immun cevabin verilmesi uzun siirmektedir. Baz1 tiirlerde
immun cevap on haftay1 bulabilmektedir (Husgar et al., 2001).

VNN enfeksiyonunda bir¢ok terapotik kimyasal gelistirilmis ve denenmis,
gelistirilirken basta tedavi ve konak¢i immun sistemini uyarmaya odaklanilmistir.
Antimikrobiyal peptidlerin (AMP) konak¢1 immun sistemini giiclii sekilde uyardigi ve
tedavide kullanilabilecegi onerilmistir. Ozelikle baliklara TH1-5 (tilapia hepcidin 1-5)
ve Epi-1 (epinedicin-1) enjeksiyon yoluyla verildiginde TH1-5’in viral yiiki biiyiik
oranda diisiirdiigli, Epi-1’in enfeksiyondan once veya sonra verilmesiyle viral yiikii
temizledigi rapor edilmistir (Wang et al., 2010; Wang et al., 2015). Kullanilan
antivirallerden anti-RdRp olan Ribavirin, in vitro ortamda denenmis ve RGNNV
RdRp’si ile etkilesime girerek enfeksiyonu inhibe ettigi gosterilmistir (Huang et al.,
2016). Tibbi bir mantardan (Ganoderma lucidum) elde edilen rekombinant protein
(LZ-8), balik diyetlerine yiiksek dozlarda verildiginde (37.5 mg/kg) IFN-a, IL-1P ve
sitokin salimimimi, oksidatif ve fagositik aktiviteyi artirarak deneysel VNNV
enfeksiyonunda yiiksek kurtulma oranlar1 elde edildigi ortaya konmustur (Kuan et al.,
2012).
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2.2. Amag

Bu tezin amac1 ve gerekgesi;

Betanodavirus enfeksiyonunun (lkemizde Karadeniz Bdlgesi'nde yabani
hayattaki varlig1 ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢aligma ile bazi1 balik
turlerinde O6nemli ekonomik kayiplara yol agan Betanodavirus enfeksiyonunun,
Tlrkiye'de  Karadeniz Bolgesi'nde avlanan baliklardaki varligmin molekiiler
yontemlerle arastirilmasi, hiicre kiiltiiriinde izolasyonu ve sekans analizinin yapilarak

filogenetik karakterinin ortaya konulmas1 amaglanmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

3.1.1.Balik Orneklemesi

Bu c¢alismada, epidemiyolojik arastirma amaciyla Orta ve Dogu Karadeniz
Bolgesinde bulunan 6 kiyi ilinde (Sinop, Samsun, Ordu, Giresun, Trabzon ve Rize)
cesitli marketler, semt pazarlari ve balik hallerinden mevsimsel avlanma donemleri ve
balik tiiketimindeki yaygin tercihler géz oniine alinarak 2019-2020 balik av sezonu
icinde avciligi yapilan, WOAH tarafindan listelenmis olan hastaliga duyarh 5 balik
tiirli (mezgit, barbunya, levrek, kefal, istavrit) ve heniiz bildirimi yapilmamis ancak
duyarl olabilecegi diisiiniilen 3 balik tiirtinden (hamsi, zargana, alabalik) olmak {izere
8 balik tiirinden (Tablo 3.1) 253 havuz olmak lzere 1265 balik 6rneklemesi yapildi.
Sahadan toplanan baliklar soguk zincir altinda Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Viroloji Laboratuvar1 ve Veteriner Kontrol Enstitiisii Midiirliigii Viroloji

Laboratuvar1 olmak tizere iki laboratuvarda bekletilmeden analiz edildi.
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Sekil 3.1. Balik 6rneklerinin toplandigi iller
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Tablo 3.1. Orneklenen balik tiirleri ve sehirler. (Parantez iclerindeki rakamlar (6) olusturulan havuz
sayilarini belirtmektedir. Her havuzda 5 balik homojenati bulunmaktadir.)

SiINOP SAMSUN ORDU GIRESUN TRABZON RiZE

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

Istavrit(6) Istavrit(6) Istavrit(6) Istavrit(6) Istavrit(6) Istavrit(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)

Alabalik(6)

Toplam Havuz Sayis1 253, Ornek Sayis1 1265

Tablo 3.2. Orneklenen balik tiirlerinin ortalam boy (cm) ve agrliklar1 (gr)

Balik Tiirleri Ortalama Balik Boylar1 ~ Ortalama Balik Agirliklari
Mezgit 11cm 11 gr

Istavrit 15 cm 23 gr

Zargana 30cm 42 gr

Hamsi 8cm 6 gr

Barbunya 12 cm 12 gr

Levrek 21 cm 320 gr

Kefal 22 cm 307 gr

Alabalik 22 cm 313 gr

3.1.2.Hucre Kaltaru

Virus izolasyon ¢alismasinda, Izmir Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii,
Viroloi Laboratuvarindan temin edilen SSN-1 (Striped Snakehead) ve SSN-1 klonu E-
11 hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicre hattinda ve virus izolasyonunda, % 1 antibiyotik
(Gibco, Kat. No: 15140-122, ABD) ve % 5-10 fotal bovine serum (FBS) (Gibco,
Amerika Birlesik Devletleri, Kat. No: A4736201) iceren Leibovitz- 15 (L-15) (Gibco,
ABD, Ref: 11415-049) besiyeri kullanilda.

3.1.3.RNA Ekstraksiyonu, RT-PCR, rRT PCR Kitleri, Primerler ve Prob
RNA ekstraksiyonu icin ticari olarak temin edilen ekstraksiyon Kiti (Thermo
Fisher Scientific, GeneJET RNA Purification Kit, Vilnius, Lithuania, Kat No: K0732),
kullanilarak tiretici firmanmn direktifleri dogrultusunda organ homojenatlarindan
nikleik asit ekstraksiyonu yapildi. RT-PCR ve rRT-PCR reaksiyonlar1 igin ticari
olarak temin edilen PCR Kitleri (QIAGEN OneStep RT-PCR Kit, Kat. No; 210212,
Almanya ve Biorad, iTag Universal Probes One-Step kit, Kat. No: #1725141, ABD),
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primerler ve prob kullanilarak niikleik asit tespiti yapildi. RT-PCR ve rRT-PCR

reaksiyonlarinda, Panzarin ve ark.’nin (2010) Betanodavirus i¢in tasarladiklari,

WOAH tarafindan da tavsiye edilen RNA2 segmentini taniyan primer ¢iftleri, ticari

olarak dizdirilerek kullanilmigtir. Niikleik asit tespiti i¢in kullanilan primer ¢iftleri ve

probun dizilimleri ve lokasyonlari ile ilgili bilgiler Tablo 3.3’de sunulmaktadir.

Tablo 3.3. Teshiste kullanilan primer-prob bilgileri

Amlikon
Yontem Primer 5> => 3’ Dizilim Lokasyon Referans
Biiyiikliigii
VNN RNA2
CAACTGACARCGAHCACAC 392-410 be
Forward
-Ti (Panzarin
Real-Time - VNNRNA2 - ccCACCAYTTGGCVAC 4459606 Gobg  veark,
RT-PCR Reverse RNA2 2010)
FAM-
VNN RNA2
- TYCARGCRACTCGTGGTGCVG  422-442 bg
ro
-TAMRA
Noda
WOAH
GACTGGGACACGCTGCTAGA 114-133b¢
Forward
(RNA2) (Panzarin
RT-PCR 349 be ve ark.,
Noda RNA2 2010)
WOAH
AGTCGAACACTCCAGCGACA 443-462 bg
Reverse
(RNA2)

3.1.4.Dizi Analizi ve Kullanilan Primerler

Dizilemesi yapilacak pozitif bulunan Ornek, daha kapsamli bilgi vermesi

amaciyla PCR iriin uzunlugunu artiracak daha genis bir genom alanmi taniyan
primerlerle reaksiyona sokuldu. Dizilemesi yapilacak 6rnek, BamHI (5'GGATCC3')
ve Kpnl (5'GGTACC3') kesim bdlgeleri eklenmis ve Betanodavirusun RNA2

segmentinin kapsid proteinini kodlayan bdlgeyi tanityan primerler ile reaksiyona

sokuldu. Daha sonra ayni ornek genbankta bulunan sekans verileri kullanilarak

tarafimizca tasarlanan, dort genotipin de RNAI segmentinin kismi bir bolgesini

tantyan primerler ile PCR reaksiyonuna sokuldu. Ornegin PCR atilan iki segmenti de

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

Ltd. Sti. Ankara, Tiirkiye) hizmet alimi yapilarak sekans dizilemesi tamamlandi.

Dizileme islemi tablo 3.4’te gdsterilen primerlerle yapildi.
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Tablo 3.4. Kullanilan primer-prob bilgileri

Amlikon

Primer 5’ = 3’ Dizilim Lokasyon Referans
Biiyiikliigii
NodaBamHl E CGCGGATCCATGGTACGCA
(RNA2) AAGGT e il
RT-PCR 1017bg  (Ciullive
ark. 2006)
NodaKpnl R
CCCACCAYTTGGCVAC 999-1020 bg
(RNA2)
CGATATCACGATGAGTTCAC
VNN RNALF TATG 1582-1605h¢ Tarafimizca
RT-PCR 1357 be tasarlanmigtir
VNNRNALIR  GGCGCTTATCACGAACG 2880-2896 bg

3.1.5.Plazmid Klonlama

RNA2 segmentinin kapsid proteinini kodlayan bodlge, cevre sartlarina
dayaniklilig1 artirmak ve daha sonraki ¢aligmalarda kullanilmak iizere pGEM-T Easy
Vector Systems plazmid kiti kullanilarak pGEM-T Easy plazmidine (Promega, Kat
No:A1360 ABD) klonlandi.

Transformasyon isleminde plazmidin transforme edilece§i hiicre olarak

Escherichia coli IM109 hiicresi (Promega, Kat No:L2005, ABD) kullanildi.
3.2.Metod

3.2.1.Homojenatlarin Hazirlanmasi

Toplanan baliklarin uzunluk ve agirlik 6l¢timleri yapildi. Steril kaplarda steril
makas ve pens yardimiyla elde edilen g6z ve beyin dokulari, bistiiri yardimiyla kiigiik
parcalara ayrildi. Daha sonra her bes baliktan alman dokular bir tiipte toplanmak Uzere
doku pargalari, 2ml'lik ependorf tiiplere aktarildi ve {izerine %1 antibiyotik (Gibco,
Kat. No: 15140-122, ABD) iceren PBS (Phosphate Buffer Saline) (Gibco, Kat No:
14190-094, ingiltere) eklendi. Doku pargalayici kullanilarak tiip i¢erisindeki dokular,
steril gelik boncuklar (Qiagen, Kat No: 69989, Hilden, Almanya) yardimiyla PBS ile
tamamen homojenize olacak sekilde parcalandi. Sogutmali sanrifiij makinesi
kullanilarak +4°C’de 15 dakika 3000 rpm’de santriflij edildi. Santrifiij sonrasi
tiiplerden siipernatantlar pipet yardimiyla c¢ekildi ve PCR asamasina kadar -80C’de
tutuldu.
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Sekil 3.2. Balik agirlik 6lgtimleri. a; barbunya. b; hamsi. c; istavrit. d; mezgit
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Sekil 3.4. Baliklardan goz ve beyin dokularmin alimmmast.
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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),
kullanilarak, tretici firmanin direktifleri dogrultusunda niikleik asit ekstraksiyonu
gerceklestirildi. Bunun i¢in; homojenat siipernatantindan 200 pl g¢ekilerek 2 ml’lik
tlpe alindi. 6 pl B-merkaptoetanol (Kat. No: M3158, Almanya) igeren “Lyses buffer”
dan 600 pl eklendi ve 10 sn vorteks cihazinda karistirildi. Tiipe 360 pl %96 alkol
eklendi ve pipetle karistirildi. Igerikten 700 pl almarak filtreli spin kolona aktarilds.

Spin kolon, santrifiij cihaziyla (Sigma 1-14 Mini Centrifuge, Almanya) 13000 rpm de

1 dk santriftij edildi. Alt kisimda siiziilmiis sivi bulunan toplama tiipii atildi. Spin
kolonlar yeni bos toplama tiiplerine yerlestirildi. “Lyses Buffer” ve %96 alkol igeren
karisim bitene kadar aymi filtreli spin kolona 700 pl koyularak islem tekrarlandi.
Karisimin siiziilme islemi tamamladiktan sonra filtreli spin kolonlara 700 ul “Wash
Buffer 1 eklendi ve 12000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Toplama tiipii uzaklastirildi
ve filtreli spin kolon yeni toplama tiiplerine yerlestirildi. 600 ul “Wash Buffer 2”
eklendi ve tekrar 12000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Toplama tiipli uzaklastirildi ve
filtreli spin kolon yeni toplama tiiplerine yerlestirildi. 250 pl “Wash Buffer 2” eklendi
ve 12000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Bu asamadan sonra toplama tiipii atildi ve filtreli
spin kolon, yeni 1,5 ml’lik RNAse icermeyen steril tiiplere yerlestirildi. 75 ul RNAse
icermeyen steril disitle su eklendi ve 14800 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Filtreli spin
kolon atildi. Homojenat RNA’sin1 igeren 1,5 ml’lik tiip alinarak PCR reaksiyonunda

kullanilmak tizere -20°C’ de muhafaza edildi.

Sekil 3.5. Balik homojenatlarindan RNA ekstraksiyonu
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3.2.3.Real Time RT-PCR

Real Time RT PCR igin ticari olarak temin edilen Biorad, iTag Universal Probes
One-Step kiti kullanilarak mastermix hazirlandi. rRT PCR Biorad CFX Connect Real
Time System (Biorad, North Carolina, ABD) cihazinda gerceklestirildi.

Tablo 3.5. rt RT-PCR Master Mix igerigi

Master Mix Hacim
2X Master Mix 10 ul
Forward Primer (10uM) 1ul
Reverse Primer (10uM) 1ul
Probe (10uM) 0,5ul
Reverse Transcriptase 0,5ul
Distile Su 5ul
RNA 2 ul
Toplam 20 pl

Karisim buz akiisiinde hazirlandi. 0,2 ml hacimli saydam kapakli PCR tiiplerine
18’ser ul dagitildiktan sonra her tiipe 2’ser ul 6rnek RNA’s1, pozitif kontrol ve negatif kontrol
pipet yardimiyla karistirilarak eklendi. Daha sonra kapaklar1 kapatilarak rt-RT-PCR cihazina
yerlestirildi. 50°C’de 10 dakika, 95°C’de 10 saniye, 54°C’de 30 saniye, 72 °C‘de 1
saniye siiren program 45 dongii tekrarlandi. Sonuglar ger¢ek zamanli olarak bilgisayar

ekraninda takip edildi.

3.2.4. Konvansiyonel RT-PCR
RT-PCR icin ticari olarak temin edilen QIAGEN OneStep RT-PCR Kit Kkiti

kullanilarak mastermix hazirlandi. RT PCR, 1s1 siklus cihazinda (Cleaver Scientific,

GTC96S Thermal Cycler, ingiltere) gerceklestirildi.
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Tablo 3.6. RT-PCR Master Mix igerigi

Master Mix Hacim
5X Master Mix 10 ul
Forward Primer (10uM) 3ul
Reverse Primer (10pM) 3ul
dNTP mix (10mM) 1,5 ul
Reverse Transcriptase 1,5ul
Distile Su 26 ul
RNA 5ul
Toplam 50 pl

Karisim buz akiisiinde hazirlandi. 0,2 ml hacimli PCR tiiplerine 45’er pul
dagitildiktan sonra her tiipe 5’er pl 6rnek RNA’s1, pozitif kontrol ve negatif kontrol pipet
yardimiyla Karistirilarak eklendi. Daha sonra kapaklari kapatilarak RT-PCR cihazina
(Cleaver Scientific, GTC96S Thermal Cycler, Ingiltere) yerlestirildi. RNA1 primerleri
icin; 50°C’de 30 dakika, 95°C’de 10 dakika Reverz Transkriptaz asamasindan sonra,
94°C’de 30 saniye, 56 °C‘de 45 saniye, 72 °C’de 45 saniye siiren dongii 35 defa
tekrarlandiktan sonra 72°C’de 10 dk siliren son uzama bolimi uygulandi. RNA2
primerleri icin; 50°C’de 30 dakika, 95°C’de 10 dakika Reverz Transkriptaz
asamasindan sonra, 94°C’de 1 dakika, 58 °C‘de 1 dakika, 72 °C’de 70 saniye siiren
dongli 35 defa tekrarlandiktan sonra 72°C’de 10 dk siiren son uzama bolimi
uygulandi. Sonuglar jel goriintiileme cihazinda degerlendirildi.

10 pl PCR son iiriinlinden almarak, 2 pl 6X yiikleme boyasiyla (Thermo, 6x
Loading Dye, Kat No: R0611) karistirildi. Daha sonra karisim, Tris-asetik asit-EDTA
(TAE) ile hazirlanan 0,5 pg/ml ethidium bromide (Sigma, Kat No: 7637, Almanya)
iceren % 1,5°lik agaroz (Sigma, Kat No: A9539 ABD) jel kuyucuguna aktarildi. Uriin
uzunlugunun belirlenebilmesi i¢in kilavuz olarak 100 b¢’lik DNA merdiveni (New
England BioLabs, Kat No: N3231S, Avusturalya) kullanildi. Uriin ve kilavuz yiiklii
jel 80 Voltta 40 dakika yatay elektroforezde (Cleaver Scientific, CS-300V, Ingiltere)
elektrik alana tabi tutuldu. islem tamamlandiktan sonra jel alinarak transilluminator
cihazina yerlestirildi. (Vilber lormat, Sigma, Almanya) DNA bantlar1 UV 151k altinda
degerlendirildi.
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3.2.5.PCR Urunundn Plazmide Klonlanmasi

Pozitif 6rnegin sonraki laboratuvar ¢calismalarinda kullanilmasi ve daha stabil bir
tiriin elde etmek i¢in PCR iiriinii T4 DNA ligaz enzimi araciligiyla pGEM-T vektoriine
klonlandi. Segilen vektor kiit u¢lu klonlama yapilmaya uygun oldugu igin herhangi bir
kesim iglemi uygulanmadan klonlamaya baglandi. Ligasyon isleminde 0,2 ml hacimli
tiipte hazirlanan karigimin toplam hacim 20 pl olacak sekilde; 10 pl 2x rapid ligasyon
buffer, 2 ul T4 DNA ligaz (1U/ul), 6 ul VNN pozitif PCR iiriini, 2 pl pPGEM-T easy
plazmid (50ng/ul) pipet yardimiyla karistirildiktan sonra 25°C de 2 saat inkiibasyona
birakildi.

3.2.6. Plazmidin E.coli Hucresine Transformasyonu

Transformasyon islemi icin JM109 hiicresi (Promega, Kat No: L2005)
kullanild1. Uretici firma protokoliine uygun olarak; 2 saat inkiibe edilmis ligasyon
tiiptine 50 pl IM109 hiicresi eklendi ve 20 dk buz i¢inde tutuldu. Daha sonra 45 saniye
42°C deki su banyosunda bekletildi ve ivedilikle tekrar buza alinarak 2 dakika siireyle
buzda tutuldu. Tup, tlp tutucuya alinarak tizerine 250 ul SOC Medium (Invitrogen,
Kat 1n0:15544034) eklendi. Daha sonra karigim 37°C’lik inkiibator iginde dairesel
calkalayiciya almarak 250 rpm hizda 1 saat inkube edildi. 1 saat sonunda karisim,
onceden  hazrrlanmis  bulunan  X-gal  (5-bromo-4-kloro-3-indolil-beta-D-
galaktopiranosid) ve ampisilin (100 ug/ml) iceren petri kabindaki Luria Bertani (LB)
agarin lizerine pipetle koyularak yayildi. Agar {izerindeki karisimin bir miktar
kurumasi i¢in beklendikten sonra 37°C’lik inkiibatorde bir gece inkibe edildi. Ertesi
giin petri kabindaki koloniler incelendi. PGEM-T easy plazmidinde yer alan lacZ
geninden dolay1 transformasyon islemi gergeklesmis koloniler beyaz, diger koloniler

ise mavi renkli olarak degerlendirildi.

3.2.7.Plazmidin Saflastirilmasi ve Dogrulanmasi

Transformasyonu gerceklesmis kolonilerin tayini i¢in, agardaki beyaz
kolonilerden dort adet secildi. Her koloni ayr1 tiiplerde 4 ml LB/amp (100 pg/ml
ampisilin) sivi besi yerine alindi. Calkalamali inkiibatorde 250 rpm’de, 37°C’de bir
gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi sabah, plazmidin hiicreden alinma islemi GeneJET
Plasmid Miniprep Kit (Thermo, Kat No:K0503) protokoliine gore gergeklestirildi.
Bunun i¢in; etiivde bulunan tiipler alinarak her bir tiip ayr1 ayr1 olacak sekilde, 2 ml’lik
tiplerde iki kez boltnerek 13000 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatantlar dikkatli bir
sekilde uzaklastirildi. 2ml’lik tiiplerde kalan bakteri pelleti iizerine 250 pl
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“Resuspension Solution” eklendi ve 20 saniye kadar vortekslendi. Daha sonra 250 pl
“Lysis Solution” eklendi ve tiipler 5-6 defa el ile altiist edildi. 350 pl “Neutralization
Solution” eklenerek tekrar 5-6 defa el ile altiist edildi. Daha sonra tiip 13000 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi. Bakteri icindeki plazmidlerin pargalanarak supernatanta
karistig1 bu asamadan sonra stipernatant ¢ekilerek filtreli spin kolona aktarildi. Daha
sonra 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek alttaki toplama tiipi atildi. Yeni
toplama tiipiine yerlestirilerek tizerine 500 pl “Wash Solution” eklendi ve tekrar 13000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Son islem ayni1 sekilde bir kez daha tekrarlandiktan
sonra spin kolonlar1 bir kez daha sivi eklenmeden 13000 rpm’de 1 dakika santrifij
edildi. Filtreli spin kolonlar steril 1,5 mlI’lik yeni tiiplere koyulduktan sonra 50 ul
“Elution Buffer” eklendi, 2 dakika oda 1sisinda bekletildi ve 2 dakika 13000 rpm’de
santriftj edildi. Filtreli spin kolon atilarak 1,5 mI’lik tiipte kalan 50 pl plazmid DNA’s1
kesim islemiyle pozitifligi tayin edilene kadar -20°C’de sakland:.

Plazmid kesim islemi i¢in, hesaplama kolayligi acisindan 90 pl kesim karigimi
hazirlandi. Karisim i¢in; 79 pul RNAaz igermeyen steril disitle su, 10 ul 10X Cutsmart
buffer (NEB, Kat. No:B6004S1, Avusturalya) 1 pul EcoRI HF (High Fidelity) (NEB
Kat. N0:R3101, Avusturalya) 0,2 mI’lik tiipe eklenerek kesim karisimi hazirlandi. Bu
karisimdan 9 pl, plazmid DNA’sindan 1 pl alinarak yeni 0,2 ml’lik tiipte karistirildi ve
37°C’de 15 dakika kesim islemi gergeklestirildi. Tiip icerigi agaroz jel kuyucuguna
yuklenerek yatay elektroforezde 90 voltta 40 dakika yuratuldd ve transilluminator

cihazinda UV 1s1k altinda goriintiilendi.

3.2.8. Genom Dizileme ve Filogenetik Aga¢ Olusturulmasi

Bu tez calismasinda elde edilen pozitif 6rnegin RNA1 ve RNA2 segmentlerinin
kismi genom dizilimi, VNNV’ nin dort genotipi arasindaki yerini belirlemek amaci ile
genbanktaki benzer ve referans genotip dizilimleri kullanilarak karsilastirildi. Coklu
dizi hizalamasi, ClustalW algoritmasi ile MEGA 11 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis-MEGA) programi kullanarak gerceklestirildi. Daha sonra konsensus verisi
ve genbank dizileri icin en iyi DNA/Protein modeli olarak Tamura-3 gama distrubuted
(TN93+G) metodu belirlendi ve filogenetik agac, MEGAT11 programinda 1000 tekrarl
bootstrap ile Neighbor-Joining (NJ) yontemi kullanilarak olusturuldu. Elde edilen
verilerle genbank ve referans verilerinin nukleotid (nt) ve protein farkliliklar

incelendi.
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3.2.9. Hiicre Kiiltiirii ve Virus izolasyonu

25 cm? “lik flasklarda temin edilen E-11 ve SSN-1 hiicre kiiltiirleri, flask tabanini
kapladiktan sonra %5 FBS, %1 antibiyotik iceren L-15 besiyeri ile bir flasktan tg¢ flask
olacak sekilde subkiiltiire edilerek 25°C’ye ayarlanmis inkiibatorlerde devamliligi

saglandi. Virus ekimi planlanan flask subkiiltiire edilerek yaklagik 24 saat sonra hiicre

tabaninin %80-90’1n1 kaplamas1 beklendi.

Sekil 3.6. Virus inokulasyonuna hazir SSN-1(a) ve E-11(b) hiicre kiltirinin ters mikroskop
gorintlsu (40x)

PCR sonuglarinda pozitif bulunan 6érnek homojenatindan hazirlanan siipernantant, 0,2
um por ¢apindaki filtrelerden suiziilerek steril hale getirildi. Steril sipernatant 1/100 oraninda
dilie edilerek, 25 cm? hiicre flaskinda hazir olan iki hiicre hattma (SSN-1/ E-11)
flasktaki medium hacminin %10°u kadar olacak sekilde inokule edildi. Adsorbsiyonlu
ve adsorbsiyonsuz yontemle ekim yapildi. Adsorbsiyonlu ekimde hiicre flask1 25°C’lik
etiivde bir saat adsorbsiyona birakildi. Adsorbsiyon tamamlandiktan sonra flasklara
%1 FBS iceren L-15 besi yerinden 5 ml eklendi ve 10 gin sire ile 25°C'lik etiivlerde
inkiibasyona birakildi. Virus inokulasyonu yapilan hiicre flasklari 10 giin boyunca ters

mikroskopta sitopatik etki (CPE) yénunden incelendi.
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4, BULGULAR

4.1. Nekropsi Bulgulan

Tez galigmasi boyunca marketler, semt pazarlar1 ve balik hallerinden toplanan
baliklarda laboratuvar ¢alismalar1 sirasinda, VNN hastaligina iliskin herhangi bir

klinik semptoma rastlanmadi.

4.2.Real Time RT-PCR Sonuclarn

Toplanan orneklerden hazirlanan homojenatlardan RNA  ekstraksiyonu
yapildiktan sonra rtRT-PCR islemi, Tablo 3.6’da belirtilen karisimla ve bahsi gegen
1s11 kosullarda tamamlanmasinin ardindan Sekil 4.1’de ki grafik elde edilmistir.
Grafige gore, Samsun ilinden toplanan Barbunya (Mullus barbatus) baliklarindan

olusturulan {igiinci havuzda, VNN yoniinden viral yiikk barindiran bir O6rnek

gorilmiistiir.
Amplification
2000 +
1500 + g e
- " samsun Barbunya
- 1000 +
o >
[ ;
500 -+
0+ W—W — ::_,;vj,_?_,__—ﬁ____m(
-500 +
0 10 20 30 40

Cycles

Sekil 4.1. rtRT-PCR sonucu pozitif olarak tespit edilen 6rnek gorintiist (PK: Pozitif Kontrol, NK:
Negatif Kontrol)

4.3. Konvansiyonel PCR Sonuclan

Real Time RT-PCR grafiginde pozitif bulunan 6rnek konvansiyonel PCR
reaksiyonuyla da goriintiilenmistir. Ornek RNA’s1 Tablo 3.6°da belirtilen karigimla,
Tablo 3.4’te bulunan RNA1 ve RN A2 primerleriyle ve bahsi gecen 1s1l kosullarda ayr1
ayr1 tamamlanmasinin ardindan yatay elektroforezde agaroz jelde ydrutuldiu ve PCR

diriinlerinin UV 151k altinda olusturdugu bantlar goriintiilendi.
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Samsun
Barbunya

W 1357 bg —

Sekil 4.2. Samsun Barbunya 6rneginin 1357 baz gifti (bg) uzunlugundaki RNAT1 bant goriintiisii (M:
1000 b¢’lik DNA Ladder)

Samsun Barbunya NK

Sekil 4.3. Samsun Barbunya 6rneginin 349 baz ¢ifti (b¢) uzunlugundaki RNA2 bant goriintiisii
(M: 100 bg’lik DNA Ladder)

4.4, Plazmid Klonlama Sonuglari
Pozitif bulunan 6rnegin RNA 2 segmenti PGEM-t Easy vektdriine sorunsuz bir
sekilde klonlandi. PCR iiriiniiniin vektore baglanmasi ve vektoriin E.coli JM109

hiicresinden saflastirilmasmin ardindan EcoRI kesim enzimleri ile kesilerek
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dogrulamasi yapildi. Elde edilen plazmid sekans calismalar1 ve pozitif 6rnek olarak
soraki ¢alismalarda kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edildi.

Transformasyon igsleminden sonra LB agar iizerine yayilan E.coli hucreleri bir
gece inklbe edildikten sonra koloniler gorildu. Koloniler sivi besi yerine alindiktan
ve yine bir gece inkiibe edildikten sonra, bakteri {ireyen tiiplerde bulaniklik

gbzlemlendi.

Sekil 4.4. Transformasyon islemi sonrasi siv1 besi yerinden LB agara aktarilan ve inkiibe edilen E.coli
JM109 kolonileri
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Sekil 4.5. LB agardan alman ve siv1 besiyerinde inkiibe edilen kolonilerin olusturdugu bulanik
gorintu

Samsun
Barbunya
RNA2

Sekil 4.6. Secilen dort koloniden pirifiye edildikten sonra kesim enzimiyle kesilerek agar jelde
yiiriitiilen plazmidin ve 6rnek RNA’sinin jel goriintiisii (M: 1000 bg’lik DNA Ladder)

4.5. Genom Dizileme ve Filogenetik Analiz Sonuclar:
Pozitif 6rnek verilerinin diizenlemesi MEGA11 programi kullanilarak yapildi ve
elde edilen konsensus verisi NCBI BLAST kullanilarak genbankta bildirimi yapilmis

olan veriler ile benzerlikleri belirlendi. Pozitif bulunan Ornegin hangi genotip
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icerisinde yer aldiginin belirlenebilmesi i¢in RT-PCR isleminde kullanilan primerler
kullanilarak, sanger sekanslama metodu ile dizileme islemi gergeklestirildi ve elde
edilen dizilerle filogenetik agaglar1 olusturuldu. Pozitif 6rnegin RNA1 segmenti i¢in,
VNNV’nin protein A’sin1 kodlayan geninin igerisinde yer alan 1213 b¢’lik (1634-
2848) kismi niikleotid dizilimi belirlendi. Ornegin RNA2 segmenti, VNNV ’nin kapsid
proteinini kodlayan geninin igerisinde yer alan 930 bg ‘lik (78-1009) kismi niikleotid
dizilimi belirlendi. RNAI1 segmenti filogenetik agacinin olusturulmasinda, diinyanin
cesitli yerlerinden bildirilen, genbanktan alinan ve heniiz genbankta yer almayan ancak
tez merkezinde bulunan Murat Kaplan’in (2020) 618068 numarali tezinde mevcut iki
adet Tirkiye izolatlartyla birlikte 42, RNA2 segmentinin filogenetik agacinin
olusturulmasinda, Tiirkiye izolatlar1 ve genbank verileri ile birlikte 57 tam sekans
dizilimi kullanilmistir. Ornegin genbank verileriyle coklu hizalamasi yapildiktan sonra
hizalama digindaki uglar kesilerek degerlendirilme yapilmistir.

Tez ¢alismasi 6rneginin RN A1 kismi sekans analizi sonucu, segmentin RGNNV
genotipini icerisinde yer aldigi goriilmiistiir. Yapilan BLAST islemi sonucunda,
%99,52 Tiirkiye’de levrekten elde edilen (TR.VNN.01.02) %99,42 oraninda
Romanya’dan alinan levrekten (JN189865.2), %99,34 oraninda Hirvatistan’da
levrekten (OM513982.1 - OM513981.1), %98,93 oraninda Tiirkiye’de levrekten
(TR.VNN.01.02) %98,68 oraninda Tayvan’da turuncu benekli orfozdan (MF144242.1
- KY930893.1 ), %98,02 oraninda Ispanya’da levrekten (FJ803915.1) ve %97,86
oraninda Tayvan’da turuncu benekli orfozdan elde edilen (FJ809938.1) betanodavirus
dizilerine benzerlik gosterdigi belirlendi.

Tez caligmasi Orneginin RNA2 kismi sekans analizi sonucunda RGNNV
genotipi icerisinde yer aldigi ve virusta bir segment degisiminin ger¢eklesmedigi
goriilmiistiir. RNA2 sekans verisi BLAST islemi yapildiginda, %99,78 ve %99,57
oraninda Tirkiye’de levrekten elde edilen (TR.VNN.01.01, TR.VNN.01.02), %99,25
oraninda Cin’de kirmizi benekli orfozdan (AY744705.1), %99,14 oraninda
Japonya’da yedi seritli orfozdan (AB373029.1), %99,03 oraninda Avusturalya’da dev
orfozdan (KT390714.1), %99,03 oraninda Avusturalya’da dag alabaligindan
(MN097799.1), %98,92 oraninda Ispanya’da kalkan baligindan elde edilen
(KC696562.1) betanodavirus dizilerine benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.

Tez ornekleri TR.VNN.Samsun.01 olarak isimlendirilmistir. Genbanka
yuklenmis ve RNA1l segmenti OP933715, RNA2 segmenti OP933716 olarak

numarandirilmstir.
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Sekil 4.7. Elde edilen pozitif drnegin 1216 bg uzunlugundaki RNA1 kismi sekansi ve genbank veri ile
olusturulan filogenetik aga¢. Agac olusturulurken DNA/Protein modeli olarak Tamura-3 gama
distrubuted (TN93+G) metodu, 1000 tekrarli bootstrap ile Neighbor-Joining (NJ) yontemi
kullanilmugtir. 70 ve lizeri bootstrap degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Elde edilen pozitif 6rnegin 930 b¢ uzunlugundaki RNA2 kismi sekansi ve genbank veri ile
olusturulan filogenetik aga¢. Agac olusturulurken DNA/Protein modeli olarak Tamura-3 gama
distrubuted (TN93+G) metodu, 1000 tekrarli bootstrap ile Neighbor-Joining (NJ) yontemi
kullanilmstir. 70 ve {izeri bootstrap degerleri gosterilmistir.

36



Tez 6rneginin 1216 bg uzunlugundaki RNAI segmentinin yakin oldugu diger
verilerle olan niikleotid farkliliklar1 incelendiginde; 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
iizere 8 niikleotid poziyonunda baz farkliligi gozlendi. Tez Orneginin 930 bg
uzunlugundaki RNA2 segmenti ayni sekilde niikleotid farkliligi agisindan
incelendiginde; 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 tizere & niikleotid poziyonunda baz farklilig1
go6zlendi.

982 amino asit (aa) uzunlugunda RNA bagimli RNA polimeraz (RDRP-Protein
A) proteini kodlayan RNA1 segmenti ile tez calismasindaki 6rnegin kismi sekansinin
kodladig1 amino asitler hizalanarak farkliliklar1 incelendi. Referans verilerle 405 aa’lik
(520 — 925) bolgeyi kodlayan 6rnek RNA1 kismi sekansi arasinda bir aa degisikligine
rastlanmadi.

338 aa uzulugundaki kapsid proteinini kodlayan RNA2 segmenti ile tez
calismasindaki ornegin kismi sekansinin kodladigi amino asitler hizalanarak
farkliliklar1 incelendi. Referans verilerle 311 aa uzunlugundaki (17 - 327) bolgeyi
kodlayan 6rnek RNA2 kismi sekansi arasinda 256. aa pozisyonunda farklilik gézlendi.
Referans verilerde 256. aa pozisyonunda valin yer alirken, tez 6rneginde izoloysin

olarak degistigi goriildii. Degisiklik Sekil 4.9 ‘da sar1 serit icerisinde gosterilmistir.

W Mame KsILLGSTPLDIAPDOGATIFQLDRPLSTIDYSLGTSG
WL WVNNTRSamsundl .« . o o o o
M2 TRVNMNOLOL . . o o o v o e e e e e e e e e e e e e e e
W3 TRVNNOLOZ . . o o v 0 o e e e e e e e e e e e e e e e e e

L L T -
W5, EF558362.1 . . . . o . e L Y -
W6 AYZH47051 . . . . o e e e e e e T -
MIT.AB3730291 . . . . ..o '] Y - I
W8 KT3907141 |, . . . . . ... '] Y - I
M9 MNDITTIOL . . L L oo e o e e e e e e
WI10. KCB96562.1 . . . . . . .. o I Y - I
W11, HM4B53281 . . . . . . .. o I Y - I
W12, FREB92491 . . . . . . e e I Y - I
W13, AY3248701 . . . . . L oo I Y - I
W14, MHTS87541 . . . . . . ..o '] Y - I
W15 NCO080411 . . . . . . ..o i T - I
WI16. MW5907021 . . . . . . ..o i T - I
WI17.F7897841 . . . . .o o i T - I
w18, Ky315689.1 . . . . . . . r . . . . . . . . i T - I
W19, GQ4020111 . . . . o e e e Voo o s v
W20, MMNI0S07E6L . . . . o e e e e i T -
WI21.EFS58369.1 |, . . . v h e e e i T -

Sekil 4.9. Tez 6rnegi ve referans verilerin RNA2 segmentinin kodladig1 kapsid proteininin 256. aa
pozisyonundaki valin-izoloysin degisikligi.
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4.6. Virus Izolasyonu

IRT-PCR’da pozitif tespit edilen Ornek 1/100 oraninda diliie edildi.
Adsorbsiyonlu inokulasyonda hicrenin flask yilizeyinden kalktigi goriildiigii i¢in SSN-
1 ve E-11 hiicre hattma adsorbsiyonsuz inokulasyonu yapildi. 25°C’de 10 giin CPE
yonunden incelendi. SSN-1 hiicre hatt1 stabil tutulamadigi i¢in saglikli
degerlendirilemedi. {1k pasajm 9. giiniinde E-11 hiicre hattinda CPE oldugu diisiiniilen
etkiler gorildi ancak rtRT-PCR testinde dogrulanamadi. iki deneme olmak iizere

farkli zamanlarda beser kez kor pasaj yapilan virustan pozitif sonu¢ alinamadi.

Sekil 4.10. Virus inokulasyonu éncesi E-11 hiicre hatti (A) ve inokulasyondan 9 giin sonra E-11 hiicre
hattinin (B) ters mikroskop goriintiisii (40x)
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5. TARTISMA

Diinyada balik tiretimi endiistrisinde viral enfeksiyonlar, kontrolii ve tedavisinin
zor olmasindan dolayi ciddi salginlara, ticari ve ekonomik kayiplara sebep olmaktadir.
Viral balik hastaliklar1 arasinda VNN, ilk kez goriildiigii 1985°ten bugiine Giiney
Amerika hari¢ diinyanin birgok yerinde bildirilen, 6zellikle larval donemdeki
baliklarda %100’e varan mortalite oraniyla ¢iftlikler ve vahsi baliklar i¢in 6nemli olan
viral bir patojendir (Costa and Thompson, 2016). VNN’in 6nemi 6zellikle Akdeniz
havzasindaki levrek ve ¢ipura iiretim c¢iftlikleri tarafindan bilinmektedir ve zaman
zaman Avrupa’daki cesitli saglik enstitiileri, iiniversiteler ve arastirma merkezleri
projeleri kapsaminda siirveyans calismalar1 yapilmaktadir (Padrés et al.,, 2022).
Hastalik Akdeniz’de endemiktir ve daha 6nce kiiltiir balik¢iliginda ve vahsi baliklarda
birgok kez bildirilmistir (Toffan et al., 2017; Berzak et al., 2019). VNNV’ ’nin RGNNV,
SINNV, BFNNV ve TPNNV olmak tizere dort farkli genotipi vardwr. Virusun
patojenitesi, etkiledigi balik tiirii cesitliligi ve aktif oldugu optimum su sicakligi,
genotipe gore degisiklik gostermektedir. Temelde dort genotip olmasina ragmen
virusun segmentli yapisindan dolay, RGNNV/SINNV ve SINNV/RGNNV
reassortant viruslari da bildirilmistir (Cutrin et al., 2007; Toffolo et al., 2007; Olveira
et al., 2009; Panzarin et al., 2012). Diinya genelinde bildirimi yapilan ve bir¢ok tiirde
enfeksiyon olusturan en yaygim genotip RGNNV’dir. Ozellikle yaz aylarinda ortalama
deniz suyu sicakligmin yaklasik 26 °C oldugu Akdeniz Havzasiyla birlikte, Asya
kiyilarinda ve Avusturalya’da kiiltiir ve vahsi baliklarda RGNNV genotipi, blyik
kayiplara neden olmaktadir (Ciulli et al., 2007; Moody et al., 2009; Nishioka et al.,
2016). BFNNYV sadece soguk suda yasayan bazi balik tiirlerinde goriiliirken, TPNNV
bir tiirde goriilmiistiir (Munday et al., 2002). SINNV genotipinin uzun yillar Japon
sularindaki bazi tiirlerde enfeksiyon olusturdugu diisiiniiliirken (Nishizawa et al.,
1997; Munday et al., 2002), Iber Yarmmadasi’ndaki levrek, cipura ve Solea
senegalensis tiirii baliklarda da bildirimi yapilmistir (Thiery et al., 2004; Cutrin et al.,
2007). Diinya capinda balik ticaretinin, virusun yeni ¢evresel kosullara uyum
saglamasinda ve yeni konakgilar olusturmasina katkida bulundugu diistiniilmektedir.

VNNV Tiirkiye’de ve diinyada ihbar1 mecburi hastaliklar listesinde yer almadig1
icin epidemiyolojik verilerin olusturulmasinda yapilan ¢aligmalar kullanilmaktadir.
Diinyada, tez calismas1 6rneklemesinde de esas alinan, vahsi baliklarda yapilan VNN

bildirim sayilarina bakildiginda yaklagik %89 oranla RGNNV genotipinin bildirildigi
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goriilmektedir. Daha sonra yaklasik %7 SINNV ve %4 BFNNV genotipi bildirilmistir
(Bandin and Souto, 2020).

Tiirkiye’de VNN bildirimi, ilk kez Mersin ilinde kayiplar yasanan levrek
ciftliginden alman oOrneklerden yapilmistr ve virus RGNNV  olarak
genotiplendirilmistir (Ozyer vd., 2014). Daha sonra Kaplan vd. (2021) 2016 yilinda
Karadeniz’de yaptiklari calismada, ¢iftliklerden aldiklar1 levrek 6rneklerinde RGNNV
genotipi VNN virusu tespit etmislerdir. Kaplan ve Karaoglu (2021) 2016-2017
yillarinda Tiirkiye’deki levrek ciftliklerinden aldiklar1 6rneklerden VNNV teshis
ederek virusun RGNNV genotipine ait oldugunu bildirmislerdir. Son olarak Kaplan et
al. (2022) 2019 yilinda Ege Denizi’nde yer alan ¢ipura ¢iftliklerinden aldiklari
orneklerde virus tespit etmis ve ilk kez Tiirkiye sularinda RGNNV/SINNYV reassortant
virusunun bildirimini yapmustir.

Tiirkiye’”de VNNV ile ilgili Karadeniz’de avlanan baliklarda bir bildirim
yapilmamistir.  VNNV’nin Akdeniz’de endemik oldugu bilinse de farkli su
sicakliklarinda enfektif olan genotiplerinin varhigi Karadeniz’de bulunan balik
populasyonu igin tehdit olusturmaktadir. Yapilan tez ¢alismasi, VNNV ’nin Tirkiye’de
yabani hayattaki epidemiyolojisi hakkinda yapilan ilk ¢alisma olmasi, elde edilen
virusun genetik yapisiyla diinyadaki VNN viruslar1 arasindaki farkliliklarmin ortaya
konulmasi, hastaliga dikkat ¢ekilip potansiyel tehlikesinin fark edilerek, olusabilecek
salgimlara karst ve koruma kontrol yaklasiminin belirlenmesi yOniinden Onem
tasimaktadir.

Tez caligmasmin 6rnekleme asamasinda, her bir balik tiirii i¢in %95 giliven
araligi, %5 hata pay1 ve %10 tahmini prevalansta, her ilden 30 adet balik 6rnegi
toplanmistir. Alabalik tiiriine ¢alisma sirasinda karar verilmesiyle bir ilden 30 adet
alinarak ¢alismaya dahil edilmistir. Ornekler 2019-2020 yillarinda avlanma sezonunda
avlanan yetiskin boy baliklardan yapilmistir ve toplam 1265 adet balik 6rnegi
toplanmustir.

Toplanan baliklardan alman géz ve beyin dokularindan, Tablo 3.3 ve Tablo
3.4’te belirtilen primerle yapilan RT-PCR ve rtRT-PCR testleri sonucunda, Samsun
ilinden alman barbunya balig1 havuzunda VNN pozitifligi bulunmus ve yapilan sekans
caligmasinda 0rnegin iki segmentinin de RGNNV genotipi oldugu goriilmiistiir. Elde
edilen 6rnegin RNA1 segmenti sekanst BLAST isleminde %99,52 Turkiye, %99,42
oraninda Romanya, %99,34 oraninda Hirvatistan, %98,93 oraninda Tiirkiye, RNA2
segmenti sekansi ise %99,78 ve %99,57 oraninda Tiirkiye, %99,25 oraninda Cin,
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%99,14 oraninda Japonya, %99,03 oraninda Avusturalya’da bildirilen sekans
verileriyle benzer bulunmustur. Niikleotid benzerlikleri degerlendirildiginde RNA1
segmenti Akdeniz Havzas1 izolatlartyla yakin olmakla birlikte, RNA2 segmenti uzak
dogu verileriyle yiiksek benzerlik gostermistir.

RdRp enzimini kodlayan RNA1 segmentinde Ozellikle 1-445. aa
pozisyonlarinda degisiklige sebep olacak mutasyonlarm, virusun replike olabildigi
optimum sicaklig1 etkiledigi bildirilmistir (Hata et al., 2010; Panzarin et al., 2014). Tez
caligmasinda bulunan virusun RNA1 segmentinde, referans verilere gore 8 niikleotid
degisimi goriilmektedir. Ancak bir aa degisikligi gézlenmemistir. Buna ragmen elde
edilen virusun Karadeniz’de bulunmasi, bu nt degisimlerinin su sicakligina uyum
stirecinde olugsan nokta mutasyonlar olabilecegini diistindiirmiistiir.

RNA2 segmentinin konak¢1 spektrumu ve antijenik reaktivitede rol oynadigi
gosterilmistir (Iwamoto et al., 2004; Panzarin et al., 2016). Panzarin et al. (2016)
RGNNV genotipi i¢in konake¢1 spektrumunda etkili bolgenin 694-758. nt araligi,
antijenik reaktivitede etkili bolgenin 675-795. nt aralig1 oldugu bildirilmistir. Souto et
al. (2015) ise 247. ve 270. aa pozisyonlarmin antijenik reaktivitede etkili oldugunu
gostermistir. Tez calismasinda bulunan virusun RNA2 segmenti referans verilerle
karsilagtirildiginda, 8 nt degisimi goriilmiistiir. Bu degisimlerden ORF igerisinde
766.nt mutasyonu (G—-A) 256. aa pozisyonunda valin-izoléysin degisikligine yol
acmustir. Olusan degisik, Kaplan ve Karaoglu’nun (2021), Ege ve Akdeniz’de
bildirdigi VNNV izolatlarinda meydana gelen aa degisikligiyle ayni oldugu
goriilmiistlir. Daha 6nce bildirilen konak¢1 spektrumu ve antijenik reaktivite alanlari
g6z oniline alindiginda, meydana gelen degisikliklerin virusta belirgin bir farkliliga
sebep olmayacag: diisiiniilmektedir.

RGNNYV genotipi i¢in optimum su sicakligmin 25-30°C oldugu bildirilmistir.
Ancak optimum gelisme sicakligmin 15-20 °C oldugu bilinen BFNNV genotipinin
yaygm oldugu iskandinav sularinda, RGNNV genotipi ile enfekte balik bildirimi
yapilmistir (Korsnes et al., 2017). Orneklemenin yapildig: avlanma sezonu aylarinda
(Eylul-Nisan) Karadeniz deniz suyu sicaklik ortalamasinin 13,3 °C oldugu, diger
aylarda da RGNNV genotipi i¢in optimum sicaklik araligindan diisiik oldugu
gOriilmiistiir. Bu bulgular yapilan ¢alismada tespit edilen virusun viral yiikiiniin diistik
oldugu diislincesini giiclendirmektedir.

VNN horizontal ve vertikal yolla bulagabilmektedir. Bu ylizden asemptomatik
persiste balik 6rneklerindeki virusu saptamak son derece 6nem tasimaktadir. Yetigkin
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baliklarda virus genellikle asemptomatik ve diisiik seviyelerde oldugu i¢in teshisi zor
olmaktadir. VNNV virus izolasyon ¢alismalarinda SSN-1 ve klonu olan E-11 hiicre
hatt1 kullanilmasmim uygun oldugu bildirilmistir. SSN-1 hiicre hattinin virusa kars1
daha duyarli oldugu ancak nonspesifik CPE olusturmasindan dolay1 yaniltict sonug
verebildigi ¢alismalarda gosterilmistir (lwamoto et al., 2000). Yapilan tez
calismasinda, alinan gbz ve beyin Ornegi homojenatindan E-11 ve SSN-1 hiicre
Klltiirlerinde kor pasaj islemi tekrarl olarak yapilmistir. Yapilan ilk pasajdan sonra
Ozellikle E-11 hiicre hattinin, literatiire uygun olarak ekimden dokuz giin sonra
formunun degistigi gozlenmistir. Ancak hiicre kiiltiirlerinden alinan O6rneklerden
yapilan RT-PCR testlerinde pozitif sonu¢ bulunamamistir. Bes kez yapilan
adsorbsiyonsuz kor pasaj sonucu virus aktif hale gelmemistir ve virus izolasyon
calismas1 basarisiz sonuglanmistir. Bunun nedeninin, toplanan orneklerin klinik
semptom gostermeyen yetiskin baliklar olmasindan dolayi, enfektif viral partikiil
yiikiiniin diisiik kalarak virusun hiicre kiiltiiriinde replike olamadig1 diisiiniilmektedir.
Hiicre hattinda goriilen degisikligin nedeninin, subkiiltiir isleminde kullanilan sivi

besiyeri, serum veya tripsin etkenlerinden kaynaklandig1 sanilmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

VNNV tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye i¢in de 6nemli tehdit olugturmaktadir.
Virusun genis konak¢i spektrumu ve farkli su sicakliklarinda aktif kalabildigi
bilinmektedir. Virusun Akdeniz i¢in endemik oldugu bildirilmis ancak Karadeniz’de
avlanan baliklarla ilgili bir ¢alisma yapilmamustir.

Yapilan tez ¢alismasiyla virusun Tirkiye’deki yabani hayatta ilk kez varligi
ortaya konmus, RNAI ve RNA2 segment dizilimi yapilmis ve diinya izolatlartyla
benzerlikleri karsilastirilmistir.

VNNV’nin Karadeniz’deki varliginin, virusun uzun siire persiste kalabildigi,
horizontal ve vertikal yolla bulasabildigi diisiiniildiiglinde, deniz suyunda {iretimi
yapilan baliklar ve 6zellikle VNNV ye kars1 duyarli oldugu bilinen levrek baligi
isletmeleri i¢in biiyiik tehdit unsuru olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun i¢in 6zellikle
isletmelerin biyogiivenlik dnlemlerini almalar1 gerekmektedir.

Ileride olusabilecek salgmlar ve ekonomik kayiplar1 dnlemek igin, simdiden
kurumlarca gerekli koruma ve kontrol stratejileri belirlenmeli ve uygulanmalidir.

Su sicakliginin fazla oldugu yaz aylarinda larva ve frylardan ornekleme
yapilarak izolasyon ¢alismalarmin yapilmasi, bdlgesel genotiplendirmenin

netlestirilmesi ve hastalifa yonelik as1 ¢alismalarinin yapilmasi dnerilmektedir.
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EKLER

Ek 1. VNNV.TR.Samsun.01 RNAL1 (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

56



Ek 3. RNA1 Filogenetik Agaci Olusturulurken Kullanilan Sekans Bilgileri

Genbank Organizma Ulke Yil Genotip

Numarasi

IN189865 Dicentrarchus | 4., 2012 | RGNNV
labrax

OMs13981 | Dicentrarchus |y olistan | 2014 | RGNNV
labrax

OMs13981 | Dicentrarchus |y ofistan | 2014 | RGNNV
labrax

MF144242 Epinephelus Tayvan 2013 | RGNNV
coioides

Kyo3oges | EPinephelus | oo 2014 | RGNNV
coioides

FJ809938 Epinephelus | 1, van 2003 | RGNNV
morio

FJ803915 ng;;ra”’hus ispanya 2008 | RGNNV

GQ402010 Lates calcarifer | Avusturalya 2007 RGNNV

MH758753 Lates calcarifer | Hindistan 2016 RGNNV

KC696563 Psetta maxima | Ispanya 2010 RGNNV

AB056571 Caranx vinctus | Japonya 2001 SINNV

NC003448 Caranx vinctus | Japonya 2001 SINNV

AY690597 ig'r?gphe'us Tayvan 2002 | RGNNV

EF558368 Epinephelus | 2012 | RGNNV
akaara

FJ789783 Dicentrarchus | g 2009 | RGNNV
labrax

Mz0s4261 | EPinephelus 4\ ciiralya | 2018 | RGNNV
lanceolatus

KJ541747 Cynoglossus | 2012 | RGNNV
semilaevis

GQ402012 Macquaria Avusturalya | 2006 | RGNNV
novemaculeata

AY369136 | EPinephelus | 2003 | RGNNV
coioids

Ky3isess | ~nguilla Tayvan 2013 | RGNNV
marmorata

MN709776 pr'“Ephe'“S Cin 2019 | RGNNV

uscoguttatus

EU236148 Takifugu Japonya 2007 | TPNNV
rubripes

EU236146 Gadus Japonya 2007 | BENNV
macrocephalus

MGg74757 | EPinephelus | 2016 | RGNNV
coioides

KP455643 Lateolabrax Cin 2014 | RGNNV
japonicus

KMo9s9sg | EPInephelus | o kore | 2008 | RGNNV
septemfasciatus

AB373028 Hyporthodus 5. v 2007 | RGNNV
septemfasciatus

AY721616 Epinephelus Cin 2004 | RGNNV
lanceolatus

FI748760 Paralichthys Giiney Kore | 2009 RGNNV
olivaceus
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Epinephelus

AY324869 septemfasciatus Japonya 1997 RGNNV
JQO073720 Lates calcarifer | Hindistan 2006 RGNNV
AF319555 Epinephelus | g a0ur 2001 | RGNNV
tauvina
IN189909 Dicentrarchus | 4\, 2005 | RGNNV
labrax
AJ401165 FIPPOGIOSSUS | Norveg 2001 | BENNV
ippoglossus
EU826137 Verasper moseri | Japonya 2008 BFNNV
EF617331 Gadus morhua | Norveg 2007 BFENNV
EF617335 Gadus morhua Norveg 2008 BFNNV
EF617330 Gadus morhua | Norveg 2007 BFENNV
Solea :
JN189814 senegalensis Ispanya 2009 SINNV
KF386163 Dicentrarchus | 4 ) 1996 | SINNV
labrax
Epinephelus .
KF668184 fuscogutattus Cin 2013 RGNNV
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Ek 4. RNAZ2 Filogenetik Agaci Olusturulurken Kullanilan Sekans Bilgileri

Epinephelus

AY744705 Cin 2007 RGNNV
akaara

AB373029 Epinephelus Japonya 2008 RGNNV
septemfasciatus

KT390714 Epinephelus Avusturalya 2014 RGNNV
lanceolatus

MNOQ97799 Kuhlia rupestris | Avusturalya 2016 RGNNV

KC696562 Psetta maxima Ispanya 2010 RGNNV

HM485328 Lates calcarifer Hindistan 2006 RGNNV

FR669249 Lates calcarifer Hindistan 2006 RGNNV

AY324870 Epinephelus Japonya 1997 RGNNV
septemfasciatus

MH758754 Lates calcarifer Hindistan 2016 RGNNV

NC008041 Epinephelus Japonya 2003 RGNNV
septemfasciatus

MW590702 Epinephelus Avusturalya 2018 RGNNV
lanceolatus

FJ789784 Dicentrarchus | ¢ s 2010 RGNNV
labrax

KY315689 Anguilla Tayvan 2013 RGNNV
marmorata

GQ402013 Macquaria Avusturalya 2006 RGNNV
novemaculeata

GQ402011 Lates calcarifer Avusturalya 2007 RGNNV

MN105076 Epinephelus Cin 2018 RGNNV
morio

EF558369 Epinephelus Cin 2012 RGNNV
akaara

AY690596 Epinephelus Tayvan 2004 RGNNV
morio

EU391590 Epinephelus Tayvan 2008 RGNNV
akaara

EU236147 Verasper moseri | Japonya 2007 BFNNV

EU826138 Verasper moseri | Japonya 2008 BFNNV

NC003449 Caranx vinctus Japonya 2001 SINNV

AB056572 Caranx vinctus Japonya 2001 SINNV

EU236149 Takifugu rubripes | Japonya 2007 TPNNV

1X402858 Oreochromis Tayland 2011 RGNNV
niloticus

AY140798 Epinephelus Tayvan 2003 RGNNV
coioides

AY140801 Epinephelus Tayvan 2003 RGNNV
fuscoguttatus

DQ116035 Oplegnathus Giiney Kore 2005 RGNNV
fasciatus

DQ116037 Paralichthys Giiney Kore 2005 RGNNV
olivaceus

DQ116038 Mugil cephalus Guney Kore 2005 RGNNV

DQ116036 Epinephelus Giiney Kore 2005 RGNNV

septemfasciatus
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Epinephelus

MHO017207 . Avusturalya 2013 RGNNV
marginatus

KJ541748 Cynoglossus Cin 2012 RGNNV
semilaevis
Epinephelus

KF668183 fuscoguttatus X E. | Cin 2013 RGNNV
lanceolatus
Paralichthys y

DQ864760 . Glney Kore 2006 RGNNV
olivaceus

FI829452 Dicentrarchus | - nva 2008 RGNNV
labrax

AF318942 Epinephelus Singapur 2001 RGNNV
tauvina

GU953669 Lates calcarifer Hindistan 2009 RGNNV

JF412273 Lates calcarifer Hindistan 2011 RGNNV

AF534998 Epinephelus Cin 2003 RGNNV
coioides

EF617327 Gadus morhua Norveg 2007 BFNNV

EF617328 Gadus morhua Norveg 2007 BFNNV

EF617329 Gadus morhua Norveg 2007 BFNNV

KP455642 ateolabrgd Cin 2014 RGNNV
japonicus

AY835642 Lutjanus stellatus | Tayvan 2004 RGNNV

KM588181 Epinephelus Tayvan 2013 RGNNV
lanceolatus

MG874758 EpinegiiSltis Cin 2016 RGNNV
coioides

MF144241 Epinephelus Tayvan 2013 RGNNV
coioides

KM095959 Epinephelus Gliney Kore 2008 RGNNV
septemfasciatus

GU826692 Lates calcarifer Hindistan 2008 RGNNV

KY354694 Sparus aurata Italya 2008 RGNNV

AY721615 Epinephelus Cin 2004 RGNNV
lanceolatus

MG637439 Epinephelus Cin 2017 RGNNV
fuscogutattus

IN189992 Dicentrarchus | .11 2009 RGNNV
labrax

NC013461 Takifugu rubripes | Japonya 2007 TPNNV
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