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1. OZET

Viral hemorajik septisemi hastaligit (VHSH) tiim diinyada, baliklarda
yaygin olarak goriilen onemli bir viral hastaliktir. Bu tezin amaci Karadeniz
bolgesindeki baliklardan viral hemorajik septisemi viriis (VHSV)’lin izolasyonu
ve izole edile virlislerin patojenitelerinin belirlenmesidir. Bu amagla, oncelikle
Karadeniz kiyist boyunca 12 deniz balik tiirlinde 3378 baliktan ve 62 alabalik
isletmesinden alinan 2589 adet gokkusagi alabaligindan Ornekler toplandi. Bu
orneklerden elde edilen RNA’lar kullanilarak VHSV’nin varligir tersine
transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) ile belirlendi. Daha sonra
viris varligi belirlenen Orneklerden, hiicre kiiltlirlinde viriis izolasyonu
gerceklestirildi. Ayrica, elde edilen bu viriislerin genomik kimliklendirilmeleri ve
patojenik giicleri belirlendi. RT-PZR sonucunda yalnizca bes kalkan baliginda
VHSV RNA varlig1 tespit edildi. Bu kalkan baliklarindan izole edilen viriislerin
patojenite ¢aligmalar1 sonucunda dordiiniin kalkan baliklarinda oldukga patojenik
olduklar1 kaydedildi. Bir izolatin ise patojenik olmadigi goriildii. Alabaliklarda ise
kalkan baliklarindan izole edilen tiim izolatlarin patojenik olmadigi belirlendi.
Yapilan DNA dizi analizi sonucu tiim izolatlarin genogrup I igerisinde yer aldigi
kaydedilmistir. Bu ¢aligma sonucunda VHSV’nin Karadeniz kalkaninda endemik
oldugu kaydedildi. Bu ¢alismanin verilerine gore, bu hastaligin Karadenizde son
yillarda kalkan balig1 stoklarindaki azalma ile bir iligkisi olabilecegi ve bu nedenle
VHSYV ile ilgili daha detayli ve kapsamli ¢aligmalarin yapilmasi gerektigini
onermekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Viral hemorajik septisemi hastaligi (VHSH), viriis

izolasyon, sorvey, DNA dizileme, mortalite.



2. ABSTRACT

Viral haemorrhagic septicemiae (VHS) is an important viral disease which
is commonly seen in fishes around the world. The aim of this thesis was to isolate
viral haemorrhagic septicemiae virus (VHSV) from fish living in the Black Sea
region and to determine pathogenicity of the isolates. For this purpose, samples
were collected from 3378 fish from 12 species in the Black Sea coast and 2589
rainbow trouts from 62 aquaculture farms in this region. Presence of VHSV was
determined by using reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)
from the RNA samples isolated from fish tissues. Later, the virus isolation from
cell culture was performed from the VHSV detected samples by RT-PCR.
Additionally, genomic identification and pathogenicity of the viruses were
studied. RNA of VHSV was detected from five turbots only. In the pathogenicity
tests, four of the virus isolates were found very pathogenic on turbot. On the other
hand, one of the isolates was found not pathogenic. All the isolates were seen not
to be pathogenic on trouts. According to the DNA sequence analysis, all the
1solates were recorded to belong to genogroup I. In conclusion, VHS was found to
be endemic in Black sea turbots. We suggest that there may be a relation between
VHS and reduce in the turbot stocks in the Black sea in recent years. It is
therefore required to conduct detailed studies on VHSV in order to have a better
understanding of the epidemiology of the disease.

Key Words: Viral Haemorrhagic Septicemiae (VHS), virus isolation,

survey, DNA sequencing, mortality.



3. GIRIS

Viral hemorajik septisemi (VHS) balik viral hastaliklarinin en énemlisidir.
Yas ve genetik farkliliklara bagli olarak VHS nin mortalitesi yavru (juvenil) ve
parmakboy (fingerling) baliklarda %80-100 oraninda olabilmektedir. Iki kg ve
iistii baliklardaki mortalite daha diisiik olmakla beraber toplamda %50 mortaliteye
ulagabildigi belirtilmektedir (56). Viral hemorajik septisemi hastaligi (VHSH) nin
Avrupa balik yetistiriciligine olan zarart 1991 yilindaki bir calismaya gore
yaklastk 40 milyon Pound seviyesindedir. Danimarka’da 2000 yilinda
gergeklestirilen bir ¢alismada ise sadece iki gokkusagi alabaligt (Oncorhynchus
mykiss) isletmesinde goriilen VHSH vakasinin zarar1 211.000 Avro olarak tahmin

edilmistir (56, 64).

Viral hemorajik septisemi viriis (VHSV)’iin tatli su ve deniz izolatlarinin
patojeniteleri arasinda onemli farkliliklar bulunmaktadir, bu nedenle yiiriirliige
konacak yasal diizenlemeler hazirlanirken tatli su ya da deniz izolatlarinin ayri
degerlendirilmesi iizerinde diisiiniilen bir konudur (64). Bu ayrimin yapilmasina

yonelik uygulanabilir yontemler {izerinde ¢alismalar devam etmektedir.

Viral hemorajik septisemi viriis hastaligi, Diinya Hayvan Saghg Orgiitii
(OIE) tarafindan en tehlikeli viral balik hastaliklar1 arasinda listelenmistir.
Ulkemizde ise infeksiydz hematopoietik nekrozis hastaligi (IHNH), sazanlarin
bahar viremisi hastaligi (SVCH), viral hemorajik septisemi hastaligi (VHSH) ve
infeksiy6z pankreatik nekrozis hastaligi (IPNH), Tarim ve Kdyisleri Bakanligi’nin
1 Nisan 2004 tarihli ve 2004/14 sayili tebliginde ihbar1 mecburi hastaliklar olarak

kabul edilmistir (10).



Ulkemizde, OIE tarafindan hazirlanan ve Avrupa Birligi iilkelerinin
uygulamaya koyduklar1 “Aquatic Animal Code” temel alinarak, yeni mevzuat
hazirlama calismalarma Tarim ve Koy Isleri Bakanligi, Koruma ve Kontrol Genel
Miidiirliigii biinyesinde 2009 yilinda basglanmustir.

Bu tezde Karadeniz bolgesinde dogal ve kiiltlirii yapilan baliklardan
VHSV’nin izolasyonu ve izole edilen viriislerin viriilensinin tespiti ile molekiiler

epidemiyolojisinin arastirilmast amaglanmstir.

3.1. Etiyoloji

Baliklarda hastaik olusturan viriisler 10 farkli ailede yer almaktadir.
Bunlardan iki tanesi DNA genoma sahip Iridoviridae ve Herpesviridae aileleri,
diger sekiz tanesi ise RNA genoma sahip Picornaviridae, Birnaviridae,
Reoviridae, Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Retroviridae ve
Coronaviridae aileleridir (30).

Viral hemorajik septisemi hastaligi, segmentsiz, negatif iplikli, 11.158
niikleotit uzunlugunda bir RNA viriisii olan VHSV tarafindan meydana
getirilmektedir. Bu viriis, Rhabdoviridae ailesinin Novirhabdovirus genusunda
bulunur (Sekil 1) (14, 62, 63, 64). Viriis 60-75 nm genisliginde ve 170-180 nm
uzunlugunda olup tipik mermi seklindedir (Sekil 2) (9, 21). VHSV, 3'-N-P-M-G-
Nv-L-5' diizeninde yerlesmis olan N (niikleoprotein), P (polimerazla iliskili
fosfoprotein), M (matriks proteini), G (glikoprotein), L (RNA ya bagli RNA
polimeraz) olmak {izere bes adet yapisal ve G ile L geni arasinda yerlesmis bir

adet Nv (non-virion) geni olmak tizere toplam alt1 gene sahiptir (Sekil 3). Viriisiin



G proteini enfekte hayvanlarda notralizan antikorlarin olusumundan sorumlu olan
proteindir (15, 20, 54, 62).

Baliklarda hastalik yapan Rhabdovirus’lardan sadece sazanlarin bahar
viremisi virlisi (SVCV) Vesiculovirus genusundandir ve Novirhabdovirus
genusuna ait olanlardan farkli olarak Nv geni ihtiva etmez. Nv geninin islevi tam
olarak anlagilmamis olmakla beraber yapilan c¢alismalarda alabaliklarda
patojeniteden dogrudan dogruya iliskili olduguna ait veriler elde edilmistir. Nv
geni ¢ikarilmis bir IHNV mutantiyla enfekte edilen hiicrelerde viriisiin ¢ogalmasi
ciddi bi¢imde etkilenmistir. Viral proteinlerin sentezinin belirgin derecede Nv

delesyonundan etkilendigi gortilmiistiir (6, 16, 39, 73).
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Sekil 1. Rhabdoviridae ailesine ait viriislerin N geni kismi DNA dizi analizine
gore neighbor-joining metoduyla yapilmis filogenetik agaci. Koyu karakterle
yazilmis olanlar baliklarda hastalik yapan viriislerdir (44).



Sekil 2. Viral hemorajik septisemi viriisii’niin elektron mikroskobik goriintiisii.
a) FHM hiicre hattinda tomurcuklanan olgun virionlar (bar:200 nm),
b) stoplazmadaki zarsiz virionlar (bar:100 nm) (21).
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| ] ] | | | ] ] | | | | I
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s ! 1 ' L
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Sekil 3. Viral hemorajik septisemi viriisiiniin genom haritasi (62).

Viral hemorajik septisemi viriisii izolatlar1 lizerinde yapilan filogenetik
analizler virlistin dort farkli genotipinin bulundugunu gostermistir (Tablo 1, Sekil

4) (9, 44, 55, 63).



Tablo 1. Viral hemorajik septisemi viriisiin genotipleri (9, 55).

Genotip  Izole edildigi yerler/tiirler

Avrupa kitasindaki gokkusagi alabaligi isletmelerinden izole
edilmis olan izolatlar (la genogrubu). Baltik denizi, Skagerrak,
Kattegat bolgelerindeki deniz izolatlar1 (Ib genogrubu). Cogunlugu
Danimarka sularindaki gokkusagi alabaligi igletmelerinden izole

I edilen izolatlar (Ic genogrubu). Danimarka’da hem cod hemde
gokkusagi alabaliklarindan izole edilen izolatlar (Id genogrubu).
Gircistan’dan Gokkusagi alabalig izolat1 (GE-1.2) ve Tiirkiye’de
kalkan baliklarindan izole edilen (TR-WS13G, TR-Bs13/15H)
izolatlar (le genogrubu).

I Baltik denizindeki deniz izolatlar.

I Britanya adalarinin izolatlari.

v Kuzey Amerika ve Japonya izolatlar.
Genogroup 111
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Sekil 4. Viral hemorajik septisemi viriisiin kismi G geni sekansina (nt 361'den
720'ye) gore sekillendirilmis filogenetik agaci (55).



3.2. Epidemiyoloji

Viral hemorajik septisemi hastaliginin ¢ikmasi icin su sicakligi 6nemli bir
cevresel faktordiir. Hastalik daha ¢ok 4-14°C arasi sicakliklarda goriiliir, 15°C’nin
tizerindeki sicakliklarin virlistin  ¢ogalmas1 {izerine olumsuz etki yaptigi
bildirilmektedir. Yiiksek sicakliklarda hastalik nadiren goriiliirken diisiik
sicakliklarda (1-5°C) genellikle uzayan bir hastalik siirecinde yiiksek mortalite
gozlenir. Hastalik yilin her mevsiminde gézlenmekle beraber salginlar genellikle
su sicakliklarinda dalgalanmalarin oldugu ilkbahar donemlerinde daha ¢ok goriiliir
(2, 9). Viral hemorajik septisemi virlisii partikiillerinin tath ve tuzlu su
ortamlarinda 40 giline kadar enfektivitesini kaybetmeden kalabildigi bildirilmistir
(67).

Diger viral hastaliklarda oldugu gibi VHSH’de de stres, patojenite ve
epidemileri etkileyen onemli bir faktordiir. Enfeksiyonu atlatan baliklarda viriis
gizli kalabilir ve ileride gerceklesebilecek bir stres faktoriiyle beraber viriis
sacilimi s6z konusu olur (2, 33, 42, 63, 67).

Enfeksiyonun seyri baligin yasiyla iliskilidir. Ozellikle gokkusag
alabaliklarinda yavrular enfeksiyona daha duyarliyken, balik biiyiidiikce direngte
artmaktadir (9).

Klinik bulgulari VHSH’ye benzeyen ilk vaka bildirimi Schéiperclaus
(1938) tarafindan rapor edilmis ve “Nierenschwellung” (siskin bobrek) sendromu
olarak tarif edilmistir. Benzer vakalar Giiney Polonya’da Pliszka (1946)
tarafindan bildirilmistir. Bin dokuz yiiz ellili yillarin baglarinda Danimarka’da
(Schéperclaus, 1954; Rasmussen, 1965), hemen sonrasinda Fransa’da (Besse,

1955) “siskin bobrek sendromu” rapor edilmistir. Bin dokuz yiiz ellili yillarin



ortalarina gelindiginde sendromun enfeksiydz karakterde oldugu bilinirken viral
etiyoloji heniiz bilinmemektedir. Hastaligin etiyolojisi ancak Jensen tarafindan
1963 yilinda alabalik hiicre hattinda viriisiin izole edilmesi ile aydinliga
kavusmustur. Etiyolojinin ilk gilinisiina ¢ikisinin ardindan, izolasyonun yapildigi
Danimarka’daki Egtvet koOyiiniin adi virlise verilerek hastalik “Egtvet viriis
sendromu” olarak tanimlanmustir (52, 64).

Viral hemorajik septisemi virlisii 1988 yilina kadar yalnizca tath su balik
tiirlerini enfekte eden bir etken olarak bilinmekteydi. Kuzey Amerika’da 1988
yilinda chinook ve coho salmon baliklarindan, daha sonradan Kuzey Amerika'da
en az 18 farkli balik tiirlinden de izole edilmistir. Denizden 1980’11 yillarda ilk
VHSYV izolasyonunun ardindan Kuzey Amerika, Asya ve Avrupa’dan en az 48
farkli tiirden daha VHSV belirlenmistir. Yalnizca Kuzey Avrupa’dan ringa, caca
baligi, morina, Norve¢ yaymn balig1 ve yassi baliklari da igine alan 15 tlirden
VHSV izole edilmistir. izolasyonlarin ¢ogu Baltik Denizi, Kattegat, Skagerrak,
Kuzey Denizi ve Iskogya civardaki sulardan gerceklestirilmistir (27).

Asya kitasindaki ilk izolasyon ise Japonya ve Kore'de Japon dil baligindan
“Paralichthys olivaceus” 2001 yilinda gergeklestirilmistir (70, 78). Amerika'daki
deri Ulserleriyle karakterize klinik belirtili cod baliklarindan VHSV izolasyonunun
ardindan, Avrupa’da da deniz balig1 tiirlerinde 1993-1995 yillarinda bir tarama
baslatilmis, bunun sonucunda Iskogya ve Kuzey Denizi’nde yabani cod ve
haddock baliklarindan da izole edilmistir. Bu izolasyonlarin ardindan Danimarka
Gida ve Veteriner Arastirma Enstitiisii (DFVF) ile Ingiltere Cevre, Balik¢ilik ve
Ingiltere Akuakiiltir Merkezi (CEFAS) tarafindan deniz baliklarmda virolojik

incelemeler yapilmis ve bu incelemelerin sonucunda Atlantik herring “Clupea
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harengus”, sprat “Sprattus sprattus”, Atlantik cod “Gadus morhua” ve four-
beard rockling “Enchelyopus cimbrius” tiirlerinden VHSV tespit edilmistir (52,
64). Avrupa’da, 1999 yilindan 2005 yilina kadar uzayan siiregte 6zellikle Baltik
Denizi, Kuzey Denizi ve Norve¢ kiyilarinda olmak tizere 69 farkli deniz balig
tiirinden 50.000'in iizerinde Ornek toplanarak VHSV taramasi yapilmis ve 193
adet VHSV izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu tarama ¢alismalarinin sonucunda
en az 15 tiir baligin VHSV i¢in rezervuar tiirler olduklar1 goriilmiistiir. Bununla
birlikte en fazla izolasyon sprat, herring ve Norve¢ pout baliklarindan
gerceklestirilmistir (52, 64). Japonya’da 2002 yilinda yapilan bir taramada dokuz
farkli deniz balig: tiiriinde VHSV varlig1 arastirilmig, bunlardan Japon dil balig
(Paralytica olivaceus) ve nester baligi (Ammodytes personatus) tiirlerinden VHSV

izolasyonu yapilmustir (79).

3.3. Klinik Belirtiler

Hastalik en hassas tiir olan gokkusagi alabaliklarinda, organlarin
endotelyal katmanin yikimiyla karakterizedir. Beyinde, serdz yiizeylerde,
kaslarda, sindirim organlarinda ve gézde hemoraji, ekzoftalmus, renkte kararma
ve soluk renkteki solungaglar enfeksiyonun genel belirtileridir. Baz1 vakalarda
asites gozlenmektedir. Hasta baliklar yavas hareket eder ve letarjik goriinlimdedir.
Kronik vakalarda renkte koyulasma ve anormal ylizme davraniglar1 gozlenebilir.
Mortalite yasla iligkili olup larval donemde %100’lere ulasabilmesine karsin ergin
baliklarda %30-70 arasinda gézlenmektedir (36, 64).

Kimi aragtiricilar, Fransa ve Danimarka’da denizde yetistirilen gbkkusagi

alabaliklarda yaptiklar1 calismada, enfekte baliklarda ekzoftalmus, deride,
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gozlerde, solungaclarda, kaslarda, hava kesesinde, karacigerde, gonadlarda ve
karin yag dokusunda hemorajiler gibi hastaliga 6zgii klinik belirtileri ile %15-50
oraninda mortalite gosterdigini  bildirmislerdir. Ayrica bu vakalardaki
enfeksiyonun muhtemelen tatli sudan gelen VHSV’den kaynaklandigini

belirtmislerdir (64).

3.4. Patogenez

Rhabdovirus’lar glikoproteinleri araciligiyla hiicre yiizeyindeki reseptore
tutunup endositoz yoluyla stoplazmaya dahil olmaktadirlar (30).

Immersiyon yoluyla yapilan bir enfeksiyon ¢alismasinda, bir saat siireyle
gerceklestirilen virlis uygulamasinin ardindan aymi giin solungaglarda, birinci
giiniin sonunda bobrek, dalak ve deride, tiglincii glin tiim dokularda VHSV teshis
edilmistir. Dordiincii haftaya gelindiginde solungaglar, kalp, beyin ve kan harig
diger dokularda VHSV teshis edilememistir. Deneyin altinci haftasinda yalnizca
kalp ve beyinde viriis varlig1 belirlenmis, yedinci haftada ise higbir dokuda VHSV
tespit edilememistir. Hayatta kalan baliklar cesitli stres faktorlerine maruz
birakildiginda, sicaklik stresi uygulanan baliklarin kalplerinden yeniden viriis
izolasyonu yapilabilmistir. Kalp dokusu VHSV i¢in muhtemel saklanma yeri
olarak kabul edilmektedir (45).

Arastirmacilar VHSV ile enfekte olan ve hayatta kalan baliklarda viriisiin
uzun siireli varligmmi gdstermislerdir. Invitro persistensin bazi parametrelerle
iliskisi bulunmaktadir. Bunlar; viral mutantin 1s1 duyarlihigl, kiigiik plak viral
mutant ve defektif interfere edici viral partikiillerdir. Viral hemorajik septisemi

virlistiniin EPC hiicre hattinda hiicreden hiicreye geciste hiicre zar1 flizyonunu
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glikoprotein araciligiyla yaptigi, pH (5,6) ve 1s1yla (14°C) fiizyonun iliskili oldugu
belirlenmistir (5, 29, 48, 60). Gokkusagi alabaliklarinda VHSV ve IPNV
enfeksiyonun lenfoid hiicrelerde apoptozis mekanizmasinmi harekete gecirdikleri
gosterilmistir (22).

Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika deniz VHSV izolatlarinin, gékkusagi
alabaliklar1 {izerinde immersiyon yoluyla yapilan ve 30 giin siirdiiriilen enfeksiyon
denemesi neticesinde, izolatlarin non-patojenik veya diisiik patojenitede olduklar
goriilmistiir. Yine gokkusagi alabaliklarinda, Kuzey Avrupa deniz izolatlar ile
karin i¢i yolla yapilan enfeksiyon denemelerinde mortalite gozlenmezken, Kuzey
Amerika izolatlariyla yapilan denemelerde %20 civarinda mortalite gézlenmistir.
Bu oran normalde tatli su denemelerinde alinan sonucun yaklasik yaris1 kadardir
(64).

Kuzey Atlantik okyanusu ile Kuzey ve Baltik denizlerinde hem hastalik
belirtileri gosteren hemde gostermeyen baliklardan (yaklasik 45 balik tiirii) VHSV
izole edilmistir. Deniz baliklarindan izole edilen VHSV izolatlarinin hem deniz
tiirlerinde hemde tatl1 su tiirlerinde patojeniteleri farklilik gostermektedir (71). Bir
VHSV salginindan sonra hayatta kalan baliklar asemptomatik tasiyic1 olarak
degerlendirilirler (2, 33, 42, 63, 73). Larval donemdeki Pasifik Herring “Clupea
pallasii” baliklarinin  enfeksiyona karst yiiksek duyarlilikta olduklar1 fakat
metamorfozlarini tamamlayanlarin (bazi1 balik tiirlerinde baligin eriskin formuna
kavusurken gecirdigi morfolojik degisimleri ifade eden siire¢ metamorfoz olarak
tanimlanmaktadir) kismen korunduklari belirtilmektedir (11, 34).

Viral hemorajik septisemi virlisiiniin makrofajlarda bulundugu ve burada

replike oldugu bilinmektedir (69). Viral hemorajik septisemi viriisli patogenezinin
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ortaya konulmasma yonelik olarak yapilan kalkan baliklarindaki in vivo
enfeksiyon denemelerinde 6n bdbrekte oksijen ara triinleri etkinligi (respiratory
burst activity) ve plazma NO™ konsantrasyonunda 6nemli bir artis gozlenmemistir
(69). Alabaliklarda dalak, bobrek, kan ve timusdan alinan lokositlerde viral
replikasyon gdsterilmistir. Deneysel yolla 16kositleri azaltilmis alabaliklarin
VHSV’ye duyarliliginin azaldigi belirtilmektedir (68).

Atlantik cod “Gadus morhua (L.)” ve Atlantik halibut “Hippoglossus
hippoglossus (L.)” baliklarinin, immersiyon yoluyla yapilan enfeksiyon
denemelerinde dort farkli genogruptan olan VHSV izolatlara kars1 da duyarli
olmadiklar1 goriilmiistiir (67). Atlantik herring baliklarindan izole edilmis olan
VHSV 96-43 izolatiyla alabaliklarda yapilan enfeksiyon denemesinde viriis
avirulent bulunmustur. Bu izolatin alabaliklarda patojen olan Hededam izolatiyla
amino asit sekansinda %98,6’lik benzerligi bulunmasina karsin patojeniteleri
arasinda cok biytik fark mevcuttur. Ancak farkliligin hangi gen bolgelerindeki
degisimlerden kaynaklandig: tam olarak anlasilabilmis degildir (13).

Farkli VHSV izolatlartyla yapilan enfeksiyon denemesinde intraperitoneal
(IP) enjeksiyon yapilan gruplarda yiiksek mortalite gdzlenirken ayni durum
immersiyon yoluyla viriis verilen gruplarda sézkonusu degildir. Bununla beraber
immersiyon uygulamasi yapilan baliklarla birlikte barindirilan (kohabitasyon)
gruplarinda mortalite goézlenmistir. Bu durum immersiyon yoluyla verilen
baliklarda viriisiin persiste hale geldigini ve bu baliklarin sagtig1 viriisiin, sonradan
ilave edilen birlikte barindirma grubu icin daha virulent hale geldigi tezi ile

acgiklanmaktadir (77).
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3.5. Patoloji

Bu hastalikta en belirgin patolojik bulgular miyokarttaki pek cok fiberde
karyoreksis, karyopiknoz ve yogun yangi hiicreleriyle beraber litik miyofibrillerin
mevcudiyetidir. Ilave olarak epikard 6demli bir hal almistir ve yogun yangi
hiicreleri ihtiva eder.

Bobrekler, dalak ve karacigerde 6dem, nekrotik odaklar, hemorajiler ve
yangi hiicresi infiltrasyonlar1 gozlenmektedir (36).

Kiiltiirii yapilan kalkan baliklarindaki bulgular, VHSV izolasyonuyla
iligkili olarak alabaliklarda gelisen klasik bulgulara benzer seyretmektedir; bu
bulgular ekzoftalmus, deride, go6zlerde, serdoz yiizeylerde hemorajilerdir.
Iskogya’daki bir kalkan izolat: ile yapilan enfeksiyon denemesi viriisiin kalkan
baliklarinda yiiksek mortalite olusturdugunu gdstermistir. Yapilan enfeksiyon
denemesinde kalkan baliklarinda kaslardaki hemorajiler disinda diger klasik
VHSV patolojisi gozlenmistir. Histopatolojik olarak dalakta nekroz, bobrek ve
diger intestinal organlarda hemorajiler goze carpmaktadir. Deneysel enfekte
edilmis kalkan baliklarinda diger 6nemli hastalik belirtileri; bas ve yiizgeclerde
hemorajiler ile asitestir (64).

Patolojik bulgu gostermeyen bir yasin iizerindeki deniz baliklarinin
enfeksiyonu nasil aldiklari, hangi donemde yakalandiklar1 ve tasiyict olarak
hayatta kalip kalmadiklar1 konusundaki bilgiler olduk¢a sinirlidir. Su anki bilgiler
latent enfekte bireylerle aktif enfeksiyonun devam ettigi bireylerin ayrimina
imkan vermemektedir. DFVF tarafindan ¢ok sayidaki 6rnek iizerinde yapilan
incelemelerde, hiicre kiiltiiriine ilk ekimde 172 VHSV pozitif 6rnekten 101 inin

(%59) belirgin sitopatik etki (CPE), 27 6rnegin ise ¢ok zayif bir CPE gosterdigi
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belirlenmistir. Bu bulgular enfeksiyonun teshis limiti civarinda oldukga diisiik
seviyedeki enfektif viriis tarafindan gergeklestirildigini gostermektedir. Klinik
olarak enfekte edilen baliklardan yapilan hiicre kiiltiiriine ekimlerde 24-48 saat
igerisinde CPE gozlenmektedir (64).

Kuzey Amerika'da, 1995 yilindan beri deniz baliklarinda yogun oliimler
rapor edilmistir. Bununla beraber yapilan bir ¢alismada VHSV pozitif 6lii deniz
baliklar1 patolojik degisiklikler bakimindan incelenmis ve hastalifa ait patolojik
bulgular tespit edilememistir. Avrupa’dan VHSV izole edilen deniz baliklarinda

yogun dliimler rapor edilmemistir (64).

3.6. Teshis

Viriis izolasyonu, diger viral hastaliklarda oldugu gibi VHS hastaliginin
teshisi icinde en gegerli yontemlerin basinda gelmektedir. Viriis izolasyonu i¢in
onerilen hiicre hatlar1 6zellikle BF-2 (Bluegill Fry) ve RTG-2 (Rainbow Trout
Gonad) hiicreleri olmakla beraber CHSE-214 (Chinook Salmon Embriyo) hattinin
da VHSV’ye duyarlidir (9). Japon dil balig1 “Paralichthys olivaceus” izolatinin
en iyi FHM (Fathead Minnow) ve EPC (Epithelioma Papullosum Ciprhyni) hiicre
hatlarinda tredikleri bildirilmistir. Hiicre kiiltiiriinde 15°C’lik (15-20°C)
inkiibasyon 1s1s1 6nerilmektedir (67).

Viral hemorajik septisemi viriisiiniin hiicreden hiicreye gecisi pH ve
glikoprotein ile iliskilidir. Diisiik pH (< pH 7) degerinin hiicreden hiicreye gecisi
inhibe ettigi bildirilmektedir (5). pH degeri yeniden yiikseltildiginde (> pH 7,5)

inhibisyonun ortadan kalktig1 gosterilmistir. Buna gore hiicre kiiltiiriinde virtisiin
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iremesindeki hatali negatif sonucun pH degeriyle ilgili olabilecegi ifade
edilmektedir (48).

Monoklonal antikorlar kullanilarak hazirlanmis enzim iliskili immiin test
(ELISA), immunofloresan ve immunoperoksidaz kitleri ticari olarak (Bio-X
Diagnostics, Test-Line Diagnostics) tiretilmektedir (42, 50, 53).

Viral hemorajik septisemi virlisii teshis metotlarinin kiyaslandigi bir
calismada; hiicre kiiltiirii, iki asamali (nested) tersine transkripsiyon-polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PZR) ile southern blot analizi teshis duyarliliklar
bakimindan karsilastirilmis ve bunlar arasinda nested RT-PZR digerlerine gore
daha duyarli bulunmustur (41, 76). Ayrica deniz ve tatli su izolatlarini birbirinden
ayirabilmek icin yapilan restriction fragment length polymorphism (RFLP)
calismalarinda BseSI, Btsl ve Hincll enzimleri ile ¢alisildiginda her dort
genogrubunda  birbirinden  ayrilabildigi  gosterilmis, bununla  beraber

patojenitelerine gore bir ayrim heniiz ortaya konulamamistir (13, 37).

3.7. Bagisikhk

Baliklarin immun mekanizmalar1 tam anlasilamamis olmakla beraber
VHSYV enfeksiyonu oldukca iyi ¢alisilmis ve son yillarda deneysel ¢alismalarda
bu viriise etkili olan asilar gelistirilmistir (1, 49). Viral hemorajik septisemi
viriisiiniin G proteini alabaliklarda nétralizan antikorlarin olusumunu ve T
lenfositlerinin immunoproliferasyonunu indiikleyen proteindir. Fakat rekombinant
G proteiniyle (Escherichia coli, Aeromonas salmonicida ve Yersinia ruckeri

bakterilerinde agiklatilmis) yapilan asilamalarda zayif koruyuculuk goriilmektedir.
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Yalnizca bocek ya da kiif hiicrelerinde agiklatildiginda orta seviyede bir bagisiklik
saglamistir (4, 7, 59).

Hastaliga daha duyarli olan gen¢ baliklar enjeksiyon yapmak i¢in ¢ok
kiigiik olmalar1 sebebiyle immersiyon yontemi {izerinde calisilmis ve kisa ultrason
dalgalar esliginde yapilan immersiyon asilamasinin ¢ok daha etkili bir immun
yamit olusumunu sagladigi gosterilmistir (7). Iki bin sekiz yilinda yapilan bir
calismada oral yolla alinan inaktif VHSV asis1 gelistirilmis ve bu asiyla asilanan
baliklarda yiiksek miktarda MHC II ve CD4 gen ekspresyonu tespit edilmistir. Bu
yolla agilanan baliklarda patojenite denemesinin ardindan kontrol grubuna gore
%75 daha az mortalite gézlenmistir (3). Viral hemorajik septisemi viriisii G geni
ve interloykin 8 geni tastyan plazmidlerle yapilan asilama ¢alismalarinda 6zellikle
interloykin-1B (IL-1pB), timor nekrozis faktor al (TNF-al) ve bunlar araciligiyla
da sitokin immun cevabin gii¢lendirdigi gosterilmistir (38). Biitiin bu caligmalara
ragmen heniiz ticari olarak satilan VHSV asis1 bulunmamaktadir (9).

Yapilan bir ¢alismada viral G proteinini (VHSV) agiklayan plazmidle
asilamanin ardindan sekiz giin sonra hem VHSV hemde IHNV ye kars1 heterolog
bir koruyuculuk gelisirken bakteriyel patojenlere karsi herhangi bir koruyuculuk
gozlenmemistir. Aradan 70 giin gectikten sonra bagisiklik homolog antijene karsi
olmaktadir. Bu bulgular kisa siireli, antiviral ve non-spesifik bir immun sistemin
mevcudiyetine isaret etmektedir (19, 46, 59).

Viral hemorajik septisemi ve IHNV G proteiniyle yapilan asilama
baliklarda sadece antikor iiretimini degil ayni zamanda enjeksiyon dokusunda
interferon ve Mx geni salinimini da saglamaktadir. Asilamanin ardindan birinci

haftadan itibaren enjeksiyon dokusunda olusan non-spesifik antiviral yaniti
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takiben 4-6 haftadan itibaren spesifik bir immun yanit goézlenmektedir (1, 19, 75).
Alabaliklarda Mx gen ekspresyonu calisilmis ve VHSV G geni DNA asisiyla kas
i¢i asilanan baliklarda 7. giinden itibaren Mx gen ekspresyonu tespit edilmistir.
Mx geni ekspresyonu 14. giinde pik seviyesine ulasirken 21. giinden itibaren sabit
bir seviyede kaldig1 gbzlenmistir (19, 47, 75).

Aquabirnavirusla enfekte edilen Japon dil baliklarinda Mx proteini
ekspresyonunda yiikselis ve tip 1 interferonlarin arttigi gézlenmistir. Bu durum
sekonder VHSV enfeksiyonuna karsi non-spesifik bagisiklik kazandiklarim
gostermektedir (19, 57, 75). Ilave olarak VHSV glikoproteiniyle hazirlanmis
astyla intramuskuler olarak asilanan gokkusagi alabaliklarinda, asilamadan bir
hafta sonra karaciger dokusunda Mx geni ekspresyonu tespit edilmistir. Benzer
sonug gokkusag: alabaliklarinin IHN, SHR ve SVC viriislerinin G proteinleriyle
yapilan asilamalarin ardindan da gdzlenmistir. Biitiin asilar balikta erken non-
spesifik cevap olusturmus ve IHNV ile letal deneme enfeksiyonunda da yiiksek
seviyedeki Mx proteinine bobrek ve karacigerde rastlanmistir (1, 66).

Insan a-defensin-1 peptidinin VHSV’ye kars1 viral partikiillerin
inaktivasyonu ve tip-1 interferon-iliskili yanmiti tesvik edici etkisinin oldugu
gosterilmistir (26). Bununla beraber heniiz higbir balik tiiriinde a-defensinler
tespit edilememistir (25). Gokkusagi alabaliklarinda tip1 interferon (IFN) — iliskili
mekanizmayla ilgili oldugu tahmin edilen B-defensin benzeri peptid dizisi tespit
edilmis ve bu peptidin VHSV’ye karsi antiviral mekanizma {izerine etkisi
gosterilmigtir (25). Gokkusagi alabaliklarinda VHSV enfeksiyonunun ardindan
CD8a ve NKEF (natural killer enhancing factor) ekspresyonlarinin arttigi, buna

bagli olarakta sitotoksik T lenfositleri (CTL) ve dogal dldiiriicii (NK) hiicrelerinin
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varligt ve boylelikle antiviral hiicre bagimli sitotoksisite (cell mediated

cytotoxicity-CMC) gelistigi ortaya konulmustur (75).

3.8. Koruma ve Kontrol

Danimarka’da, 1965 yilinda uygulanmaya baslanan VHSV eradikasyon
programi sonucunda 1997 yilina gelindiginde enfekte isletme sayist 400’den
26’ya distirtilmustiir (56). Uygulanan eradikasyon programi baslica kuru
bekletme, dezenfeksiyon ve yeniden stoklandirma caligmalari olmak iizere iic
konunun igletme sahiplerinin  igbirligi ile uygulanmast  sonucunda
gerceklestirilmistir.

Danimarka’da uygulanan eradikasyon programinin benzerleri 1965’den
1974°e kadar bes isletmede Norveg’te, 1967-1972 yillar1 arasinda iki isletmede
Isvec'te, 1995-1997 yillar1 arasi bir kalkan baligi isletmesinde Ingiltere'de ve
VHSV salgini ¢ikan isletmelerde Italya, Fransa, Almanya ve Isvicre'de de benzer
sekilde eradikasyon programlari uygulanmistir (56).

Uygulanan bu eradikasyon programlarinda su sicakliklarinin 10°C’nin
tizerinde oldugu donemde tiim balik varligi ve malzemeler uzaklastirilarak
isletmeye gelen tiim su kesilmek suretiyle dort hafta siireyle kuruda bekletilmistir.

Hastaligin eradikasyon caligmalarina ilaveten bir asilama programi da
diisiiniilebilecek yollardan biridir. DNA temelli asilarla oldukca basarili sonuglar
alimmistir. Bununla birlikte OIE tarafindan yayinlanan ve Avrupa Birligi
iilkelerinin yiiriirliige koyduklar1 “Aquatic Animal Cod” mevzuati geregi, asilama

VHSV'den ari bolgelerde uygulanamamaktadir (23, 56).
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Tablo 2. Cesitli dezenfektanlarin VHSV {izerine viriisidal etkileri (43).

Dezenfektan En diisiik etkili doz En diisiik etkili siire
Etanol %40 2 dakika
1-propanol %20 2 dakika
Fenol %?2,5 5 dakika
Kresol %0,25 15 dakika
Sodyum hipoklorit 100 ppm 5 dakika
Sonmemis kireg 50 ppm 60 dakika
fodin 50 ppm 1 dakika
Benzalkonyum Kloriir 1/1000 diliisyon 5 dakika

Gokkusag alabaliklarinda gerceklestirilen bir 1slah ¢aligmasinda kizil agiz
hastalig1 (yersiniosis), gokkusagi alabaligi yavru sendromu (rainbow trout fry
syndrom) ve VHSV’ye direncli soylar arastirilmis, her ii¢ hastalik icinde farkli
soylarin farkli direngte olduklar1 ortaya konmustur. Kizil agiz ile gdkkusagi
alabalig1 yavru sendromuna direngli soylar arasinda bir korelasyon bulunmasina
karsin VHSV’ye direngli soylarla digerleri arasinda ters orant1 iligkisi
bulunmustur (31, 32). Bununla beraber VHSV enfeksiyonuna direngli soylar elde
edilerek gerceklestirilebilecek 1slah calismalarinin hastaligin kontroliinde 6nemli
olabilecegi vurgulanmistir (31, 32).

Yapilan baz1 calismalar baliklarda viral hastaliklara karst dogal direng
bakimindan bireysel farkliliklar oldugunu gostermektedir. Genetik 1slah
calismalariyla oOzellikle viral hastaliklara direngli soylarin yetistirilmesinin,
hastalikla miicadele agisindan 6nemli oldugu vurgulanmaktadir (32, 58, 65).

Amantadin ve Klorokin’in VHSV’nin hiicresel reseptére baglanmasi
tizerine herhangi bir etkisi olmazken Tributilamin’in 30 dk’lik uygulamanin

ardindan hiicresel reseptore baglanmay1 azalttig1 bildirilmektedir (33).
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Zeytin yapragi ekstraktt ve bunun 6nemli bir bileseni olan oleuropein
maddesinin EPC hiicre hattinda yapilan invitro denemelerde viral enfektiviteyi %
10-30 seviyelerine diisiirdiikleri belirlenmistir (49). Yine benzer sekilde yapilan
bir calismada deniz mikroalglerinden Phaeodacthylum cruentum, Chlorella
autotrophica ve Ellipsoidon sp., ekstraktlarinin viral replikasyon iizerinde belirgin

bir inhibisyon yaptig1 ortaya konmustur (24).
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Ornekler

Ornekleme takvimi belirlenirken baliklarm iireme ve sicaklik degisimi gibi
stres faktorlerinin oldugu donemler dikkate alindi. Bu nedenle, 6rnekler ilkbahar
donemi ile akut VHSV enfeksiyonlarinin daha sik goriildiigii su sicakliklarinin 15
°C’nin altina diistiigli ge¢ sonbahar donemlerinde toplandi. Bu amaglarla hem
deniz baliklar1 hemde tatli su balik 6rnekleri dort donem boyunca (2007-sonbahar,
2008-ilkbahar, 2008-sonbahar ve 2009-ilkbahar) 6érnekleme yapildi.

Deniz baliklart i¢in yapilan 6rneklemeler icin balik¢ilarin karaya cikis
noktalarinin bulundugu ve deniz balik¢iligi acisindan nispeten daha Onemli
oldugu varsayilan baslica sekiz ayr1 merkez (dogudan batiya dogru; Hopa, Pazar,
Trabzon, Ordu, Samsun, Sinop, Inebolu ve Eregli) secildi (Sekil 5). Deniz
baliklar1 i¢in belirlenen sekiz bolgeden, 12 farkl tiir olmak iizere (palamut, hamsi,
mezgit, barbunya, ¢ipura, levrek, trakunya, istavrit, vatoz, izmarit, minakop ve
kalkan balig1) toplam 3378 adet deniz balig1 6rneklendi (Tablo 3).

Tatl1 su baliklar1 (gokkusag: alabaligi, Oncorhynchus mykiss ve Karadeniz
dere alasi, Salmo trutta labrax) i¢in ise belirlenen donemler boyunca 62
isletmeden 1089 adet porsiyonluk ve yaklasik 1500 adet juvenil donemdeki balik
olmak tizere yaklasik 2589 adet balik 6rneklendi (Tablo 4).

Tatl1 su kaynakli isletmelerden gerceklestirilen 6rnekleme noktalari olarak,
birbirinden bagimsiz tath su kaynaklarinin her birinden en az 30 adet olmak {izre,
Tiirkiye-Giircistan sinir1 ile Sakarya nehri arasindaki bolgede kalan 62 isletme

secildi (Sekil 5, Tablo 5).
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Sekil 5. Ornekleme noktalarmin harita {izerinde gosterimi.

Sahadaki ¢aligmalarda toplanan Ornekler laboratuara ulastirilincaya kadar
aragtaki seyyar buzdolabinda tutuldu ve laboratuara ulastiktan sonra
kullanilincaya kadar -80°C’de (UF-314, Heto-Holten AS, Gydevang, Danimarka)
saklandi. Derin dondurucuda bekletilen ornekler calisilacagi zaman c¢ikarilip
homojenizator (Lab-GEN 7B, ColeParmer Instrument Company, Illinoise, ABD)
yardimiyla homojenize edilerek her bir O6rnek ii¢ ayr tiipe (1,5 ml'lik mikro
santrifiij tiipli (Grainer-Bio-one GmbH, Frickenhausen, Almanya) dagitildi.
Tiiplerden biri hiicre kiiltiiriine inokulasyon i¢in, ikincisi RT-PZR analizi igin,

digeri ise kontrol olarak -80°C’lik derin dondurucuya birakildi.
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Tablo 3. Tarama caligmasi siiresince belirtilen bolgelerden yakalanan deniz balig tiirlerinden alinan drnekler.

Tiir Hopa Pazar Trabzon Giresun Ordu Samsun Sinop inebolu Eregli Toplam
Palamut (Sarda sarda) - - 37 10 - - - - - 47
Hamsi (Engraulis encrasicolus) 112 143 350 55 - 89 34 75 47 905
Cipura (Sparus aurata) - - - - 27 - - - - 27
Levrek (Dicentrarchus labrax ) - - - - 36 - - - - 36
izmarit (Spicara smaris) - 201 160 20 - 17 - - - 398
Istavrit (Trachurus trachurus ) - 110 260 34 30 37 76 30 25 602
Barbun (Mullus barbatus barbatus) - 165 70 32 65 43 59 33 25 492
Mezgit (Merlangius merlangus) 95 90 182 78 23 74 105 28 39 714
Vatoz (Raja clavata) - - 58 - - - - - - 58
Trakonya (Trachinus draco) - - 65 - - - - - - 65
Minekop (Umbrina cirrosa) - - 10 - - - - - - 10
Kalkan (Psetta maxima) - - 24 - - - - - - 24
Toplam 207 709 1216 229 181 260 274 166 136 3378
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Tablo 4. Tarama ¢aligmasi siiresince belirtilen bolgelerdeki alabalik isletmelerinden alinan 6rnekler.

Artvin Rize Trabzon Giresun Ordu Samsun Sinop Kastamonu Bartin Zonguldak Diizce Toplam
Porsiyonluk 96 168 117 237 193 50 15 82 34 31 66 1089
Juvenil 300 150 - 550 150 - - 100 100 100 50 1500
Toplam 396 318 117 787 343 50 15 182 134 131 116 2589
Tablo S. Tarama ¢aligmasi siiresince 6rnek alinan alabalik isletmelerinin illere gore dagilima.
Artvin Rize Trabzon Giresun Ordu Samsun Sinop Kastamonu Bartin Zonguldak Diizce Toplam
Porsiyonluk 6 11 8 14 7 2 1 5 2 2 4 62
Juvenil 6 3 - 11 3 - - 2 2 2 1 30
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4.2. Hiicre Kiiltiiriinde Viriis izolasyonu
4.2.1. Hiicre Hatlar:1 ve Vasatlar
Hiicre iiretme vasati ve diger soliisyonlar1 hazir sivi vasatlar olarak
kullanilds;
e Minimum Esansiyel Medium / Earle’s Salts (MEM Earle; Biochrom AG,
Berlin, Almanya)
o Fetal Bovine Serum (FBS; Biochrom AG, Berlin, Almanya)
e Trypsin/EDTA soliisyonu (Biochrom AG, Berlin, Almanya)
e Hanks’Salt Solution 1X (Biochrom AG, Berlin, Almanya)
e Antibiyotik-Antimikotik (10000 IU/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin,
0,025mg/ml amfoterisin B) (Biological Industries, Israil)
o HEPES (4[2hydroxyethyl]lpiperazine ethane sulfonic acid) (Biochrom

AG, Berlin, Almanya)

Viriis izolasyonu amaciyla Ankara SAP Enstitiisii’ nden temin edilen BF-
2/Anl (Bluegill fry) ve RTG-2/Anl (Rainbow trouth gonads) balik hiicre hatlar

kullanildi.

4.2.2. Hiicrelerin Ekim i¢in Hazirlanmasi
Hiicreler, 25 ve 75 cm? 'lik hiicre iiretme flasklarinda (TPP AG,
Trasadingen, Isvigre) %10 fetal bovine serum (FBS), %1 HEPES ve % 1
antibiyotik-antimikotik iceren MEM Earle vasatinda monolayer hale getirildi.
Daha sonra vasatlar1 bosaltilarak tripsin/EDTA soliisyonu ile 3-5 dakika oda

sicakliginda maruz birakilip ardindan tripsin/EDTA soliisyonu bosaltilarak taze
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MEM Earle vasati ile hiicreler birbirlerinden ayrilincaya kadar pipete edildi. Bir
giinde %80 hiicre yogunluguna ulasacak sekilde yeteri kadar vasat ve %10 FBS
ilave edildikten sonra 24 kuyucuklu hiicre {iretme pleytlerine pasajlandi.
Hiicrelerin vasati 24 saat sonra %2 FBS, %1 HEPES ve %]1 antibiyotik-
antimikotik ilaveli MEM Earle vasatiyla degistirilerek virlis ekimine hazir hale

getirildi.

4.2.3. Hiicre Kiiltiiriine inokulasyon

Hiicre kiiltiiriinde viriis izolasyonu i¢in hazirlanan doku homojenat1 1/10
oraninda hiicre iiretme vasati ile sulandirilip 0,45um enjektor filtreden (Sartorius
AG, Goettingen, Almanya) gecirildi. Daha sonra 100 pl siizlintii daha 6nceden
hazirlanmis olan ve % 2 FBS ilaveli MEM vasatinda ¢ogaltilan, % 80 monolayer
olmus 24 kuyucuklu pleytteki (Grainer-Bio-one GmbH, Frickenhausen, Almanya)
BF-2 ve/veya RTG-2 hiicrelerine ekildi. Ekimde her 6rnek icin iki kuyucuk
kullanildi.

Hiicreler CPE gozleninceye kadar 15°C'de 2 hafta boyunca inkiibatorde
(MIR-153, Sanyo, Japonya) inkiibe edildi ve her iki giinde bir CPE varlig
yoniinden invert mikroskop (CK30, Olympus Opt. Co., Japonya) kullanilarak
kontrol edildi. Iki haftalik inkiibasyon sonunda CPE gozlenmeyen Ornekler
yeniden 24 kuyucuklu pleytte hazirlanan hiicre hattina 100 pl inokule edilerek
subkiiltiirii yapildi. Bir hafta daha 15°C’de inkiibasyona birakildi. Subkiiltiir
isleminin ardindan CPE gostermeyen oOrnekler negatif olarak degerlendirildi ve

muayene sonu¢ formuna kaydedildi.
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4.3. Viriisler

Calismada kullanilan virtislerden iki tanesi 2005 yilinda Trabzon ili
aciklarindan yakalanan ve Trabzon Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii
(TSUMAE) yetistirme iinitesinden alman kalkan baliklarindan izole edilen TR-
WS13G ve TR-B13/15H izolatlaridir. Bir diger izolat ise 2006 yilinda Bolu ili
Mudurnu ilgesindeki bir alabalik isletmesindeki alabaliklardan izole edilen TR-
BOLU izolatidir. Bu izolat ise Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii
(BVKAE), viroloji laboratuarindan saglandi.

TR-WS13G, TR-Bs13/15H ve TR-BOLU izolatlarinin disindaki tiim

izolatlar yiiriitiilen tarama ¢alismasinin ardindan izole edilen izolatlardir.

4.4. Viriis Titrasyon Testi

Virtislerin titrasyonu i¢in bir giin dnce 96 kuyucuklu pleytte hazirlanmis
BF-2 hiicreleri kullanildi. Bu amacla her viriisiin daha énceden -80°C'de saklanan
viallerinden birisi agilarak vortekslenip 100 pl alindi. Alinan viriisiin (%1 HEPES
ilaveli MEM Earle vasatr) kullamlmak suretiyle 10"°den 107’ a kadar 10 tabanli
seri sulandirmalar1 hazirlandi. Hazirlanan viriis sulandirmalarinin her sulandirmasi
dort goze olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre pleytine 100 pl ilave edildi. Viriis
ekimi gergeklestirilen hiicreler 15°C'deki inkiibatorde inkiibasyona birakilarak
CPE yoniinden giinliik kontrolleri yapildi. CPE go6zlendikten sonra sonuglar
kaydedilerek Spermann-Kd&erber metoduyla DKIDs, (doku kiiltiirii enfektif doz

50) hesapland1 (74).
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4.5. Viriis Notralizasyon Testi

Kantitatif viriis noétralizasyon testi uygulanmistir. Testte ndtralizan
antiserum olarak VHSV ve IPNV antiserumu (Bio-X Diagnostics, Jemelle,
Belgika) pozitif ve negatif nétralizasyon igin kullanmildi. Oncelikle viriisiin 10
tabanl seri diliisyonlar1 hazirlandi. Hazirlanan diliisyonlar esit miktardaki Hanks
tamponlu tuzlu ¢ozeltisiyle 1/50 oraninda diliie edilmis antiserumla karistirilarak
18°C’de 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan her diliisyondan 4 kuyucuga
olmak {izere 100 pl/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu BF-2 hiicresine inokule
edildi. Hazirlanan pleyt 18°C’de 7-10 giin boyunca CPE yoniinden takip edilmis

ve bu siirenin sonunda sonuglar kaydedildi (74).

4.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
4.6.1. Viral RNA Ekstraksiyonu

Viral RNA ekstraksiyonunda Trizol Reagent (Invitrogen, Paisley, Iskogya)
kiti kullanildi. Ekstraksiyonu yapilacak doku piring biiyiikliiglinde alinarak %l
Diethylpyrocarbonate (DEPC) ilaveli sulandirma soliisyonu ile birlikte
homojenize edilerek 500 pl toplam hacime ulastirildi. Hiicre siipernatantindan
PZR vyapilacagt zaman dogrudan dogruya 500 pl silipernatant alinarak
ekstraksiyona gecildi. Homojenata/siipernatanta 500 pl Trizol ilave edilip
vortekslenerek (VortexGene2, Scientific Industries, Newyork, ABD) 10 dk. oda
sicakliginda inkiibe edildi. Uzerine 100 ul kloroform ilave edilip, drnekler 4°C’de,
13500 rpm 15 dk. santrifiij (3K15, Sigma, Almanya) edildi. Ustteki saydam
tabaka dikkatlice yeni bir tlipe alinarak iizerine esit miktarda isopropil alkol ilave

edilip, vortekslenerek oda sicakliginda 30 dk. inkiibe edildi. 4°C’de, 13500 rpm -
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15 dk. santrifiij edilip dikkatlice s1v1 kisim dokiilmiis, iizerine 800 pul %70 'lik etil
alkol ilave edilerek tekrar vortekslenip 4°C’de, 13500 rpm’de - 15 dk. santrifiij
edildi. S1vi kisim dikkatlice bosaltilip tiip ters ¢evrilerek pelet 5-10 dk. kurumaya
birakilip ve son olarak peletin iizerine 25-50 pl diethylpyrocarbonate (DEPC)’li su

ilave edildikten sonra RT-PZR asamasina gecildi.

4.6.2. Tersine Transkripsiyon - Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-
PZR)

Tersine  Transkripsiyon-Polimeraz ~ Zincir  Reaksiyonu  (RT-PZR)
amplifikasyonunda iki farkli primer seti kullanildi. Bunlardan ilki VHSV G
geninin 587 bazlik korunmus bir bolgesini hedef alan VGF ve VGR dejenere
primer seti (55) ve diger ikincisi ise niikleoprotein geninin 811 bazlik bir bdlgesini
hedef alan primerlerdir (Tablo 6) (8, 55).

RT-PZR asamasinda, ekstrakte RNA 95°C’de 5 dk. denatiire edildikten
sonra 10ul PZR Buffer (10 mM Tris-HCI [pH 8,3], 50 mM KCI), 50 U Moloney
Murine Leukemia Virus (M-MLV) reverse transcriptase (Promega, Madison,
Wisconsin, ABD), 2,5 uM revers primer, | mM dNTP ve 5 mM MgCl, igerisinde
PZR cihazinda bir dongii 95°C’de 5 dk., 42°C 'de 30 dk. ve ardindan 99°C’de 10
dk tutularak reaksiyon durduruldu. Daha sonra tiipe 40ul PZR karisimi (0,5 pM
her bir primer, 1,25 U Tag DNA polymerase (Promega, Madison, Wisconsin,
ABD), 0,2mM dNTP mix, ve 2mM MgCl,) ilave edilerek PZR agamasina gecildi.
Bu asamada PZR termal cihaz1 (Astec PC-800, Tokyo, Japonya), 95°C’de 2

dakikalik bir 6n denaturasyondan sonra 30 dongii olarak sirasiyla 95°C’de 40 sn.,
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60°C’de 40 sn., 72°C’de 40 sn ve son olarak bir defa 72°C’de 5 dk. olarak

programlandi (55).

Tablo 6. RT-PZR amplifikasyonunda kullanilan primerler.

Ad1 Dizilimi Gen Boyut  Kaynak
Vg-F 5'-CCAGCTCAACTCAGGTGTCC-3'
Glikoprotein 587 be 55
Vg-R 5-GTCACYGTGCATGCCATTGT-3'
Oie-F 5'-GGGGACCCCAGACTGT-3'
Niikleoprotein 811 bg 9
Oie-R 5-TCTCTGTCACCTTGATCC-3'

4.6.3. RT-PZR Uriinlerinin Jel Elektroforezinde Gosterilmesi

Elektroforez icin TAE buffer (40 mM Tris-acetate [pH 8,0], 1 mM EDTA)

kullanildi. Ayni buffer icerisinde %2'lik olarak agaroz jel (Sigma, Steinheim,

Almanya) hazirlandi. Elde edilen RT-PZR f{irtinlerinden 9 pl almip 1,5 pl 6X

Loading Dye (Promega, Madison, Wisconsin, ABD) ile karistirildiktan sonra

kuyucuklara yiiklenip elektroforez cihazinda (Mupid2Plus, Takara Mirus Bio,

Madison, Wisconsin, ABD) 50 volt elektrik akimina maruz birakildi. Uriiniin 25-

35 dk. jel boyunca ilerlemesinin ardindan etidyum bromid (Sigma, Steinheim,

Almanya) banyosunda 15-20 dk. bekletildi. Ardindan jel goriintiileme sisteminde

(DH-30/32, BMG Labtech GmbH, Offenburg, Almanya)

gorilntiilendi.

32

UV 15181 altinda



4.7. Kismi Gen Dizileme Analizi

Glikoprotein geninin kismi gen dizilemesi VHSV G geninin 587 bazlik
korunmus bir bolgesini hedef alan VgF ve VgR primerleri kullanilarak Makrogen
Inc. laboratuvarlarinda (World Meridian Venture Center 10F, 60-24, Gasan-dong,

Geumcheon-gu, Seoul, Korea) ¢ift yonlii olarak diziletildi.

4.8. Deneysel Enfeksiyon
4.8.1. Balklar
Enfeksiyon denemelerinde kullanilacak olan kalkan “Psetta maxima” ve
Karadeniz dere alabaligr “Salmo trutta labrax” TSUMAE kulugkahanelerinden

temin edilmistir (Sekil 6).

Sekil 6. Deneyde kullanilan baliklar (a: kalkan, Psetta maxima; b: Karadeniz dere
alabalig1, Salmo trutta labrax).

Deneyde kullanilacak kalkan baliklar1 10-13 cm boy (~ 11,9 cm) ve 18-23
g agirlhiga erismis (~20,4 g), 6 aylik yastaki, 2009 yil1 yavrularindan 1000 adet
balik rastgele secildi ve her tanka 20 adet olacak sekilde dagitildi.

Alabaliklar ise yine 2009 yil1 {iretimi olan, parmakboy diye tabir edilen 7-

10 cm (~9,3 cm) boy ve 7-10 g (~8,3 g) agirligindaki baliklardan 1000 adet
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rastgele secildi ve her tanka 30 adet olacak sekilde dagitildi. Adaptasyonda
yasanan sikintilar sebebiyle alabaliklarin tanklar1 birlestirilerek tekerriirleri
kaldirildi. Tiim adaptasyon siiresi boyunca (yaklagik 20 giin) 2000'den fazla
alabalik kullanildi. Adaptasyon siirecinin sonunda hayatta kalan 900 adet balik

birlestirilmis olan tanklara 50°ser adet olarak dagitildi.

4.8.2. Enfeksiyon Denemeleri I¢cin Viriislerin Hazirlanmasi

Enfeksiyon denemesinde kullamlacak viriisler 75 cm?lik flaskta
monolayer olan BF-2 hiicre hattinda iki pasaj yapilarak titresi ve miktart artirildi.
Ikinci pasajdan sonra hiicre siipernatant1 0,45 um por ¢apindaki enjektor filtreden
stiziilmek suretiyle viallere alinip titresi 6l¢iildiikten sonra kullanilincaya kadar -
80°C'de saklandi.

Enjeksiyon yoluyla yapilan enfeksiyon denemesinde her baliga 100 virion,
immersiyon yoluyla yapilan uygulamada ise hazundaki suyun her ml’sine 10000

virion olacak sekilde enfeksiyonlar gergeklestirildi (74).

4.8.3. Deneme Tanklarinin Hazirlanmasi ve Deney Tasarim
Deneysel  enfeksiyonlarin  gerceklestirebilecedi, nispeten  iiretim
birimlerinden daha izole bir ortam belirlenerek 32 adet 200 1t’lik deneme tanki
yaklasik 30 ton kapasiteli bir beton havuzun {izerine yapilan iskeleye yerlestirildi.
Burada c¢ikis suyunun, altta bulunan beton havuzda toplanarak denizin
kontaminasyonunu engellemek amaciyla, enfekte suyun dezenfekte edilerek

denize gonderilmesi amaglandi. Beton havuzun bosaltimi giinliik olarak saat 09%
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ve 16 sularinda olmak iizere iki defa gergeklestirildi. Her bosaltimdan sonra
tanka 5 kg kire¢ uygulamas: tekrarlandi.

Deneyde kullanilacak biitiin baliklar deney sartlarinda 20 giin adaptasyona
alinmistir. Adaptasyon doneminde kalkan baliklarinda hi¢ o6liim olmazken
alabaliklarin yarisindan fazlasi bu asamada 6ldii. Bu amagla 1000 adet kalkan
balig1 ile deniz suyunda adaptasyona alinan smoltifikasyon (salmon tiirli
baliklarda baligin kendine has glimiisi rengi aldig1 ve bazi fizyolojik degisimler
gecirdigi, tatli sulardan denize gegis Oncesi baliklarin gegirdikleri gelisim siireci)
boyundaki yaklasik 2000 adet karadeniz dere alabaligindan hayatta kalan 900 adet
balik kullanildi. Bu durum tekerriir sayisinin azaltilmasii zorunlu kildigindan
alabaliklar tekerriirsiiz ¢alisildi. Her tanka 50°ser adet alabalik olmak tizere 850
balik kullanilarak 17 adet deneme tanki (A1-A17) hazirlandi. Kalkan baliklari
icinse her bolmeye 20 adet olacak sekilde, deneme tanklar1 aliiminyum plakalarla
li¢ esit parcaya boliinmek suretiyle 16 adet deneme tanki (K1-K16) hazirlandi. Bir
adet deneme tank1 ise (K-17) iki bolmeye ayrilarak 50 adet alabalik ile 40 adet

kalkan balig1 konuldu (Sekil 7, 8) (12, 18, 77).
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iP Enjeksiyon inunersiyon iP Enjeksiyon

a j%

K17 | Kontrol Kontrol | A17
K1 ckel K16 ckel ckel Al6 ckel Al
K2 cke2 K15 cke2 cke2 AlS cke2 A2
K3 cke3 K14 cke3 cke3 Ald cke3 A3
K4 cke4d K13 cked cked Al3 cked A4
K5 ckes K12 ckes ckes Al2 ckes A5
K6| BoLu Kll | poLU BOLU | All BOLU | A6
K7 | Tb13/HI15 K10 | Tb13/H15 Tbh13/H15 | A10 Tb13/H15| A7
K8 | SW13/G K9 SW13/G SW13/G A9 SW13/G | A8
‘%/ _J % - _J
Kalkan Alabalik

Sekil 7. Deneme linitesinin sematik olarak gosterimi.

Sekil 8. Deneme iinitesinin fotografik gortinimii.
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4.9. Filogenetik Analiz
Sekans sonuglar1 gelen viriisler, “ClustalW” programi yardimiyla c¢oklu

hizalama yapildi (multiple alignment) ve “Mega 4” programi kullanilarak

filogenetik agaci sekillendirildi (61, 71, 72).
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S. BULGULAR

5.1. Hiicre Kiiltiiriinde Viriis izolasyonu

Hiicre kiiltiiriinde yapilan viriis inokulasyonunun ardindan toplam dort
isletmeye ait gokkusagi alabaliklarindan alinan Orneklerle alti adet kalkan
baligindan alinan 6rneklerde CPE gozlendi. Bu 6rnekler mikro santrifiij tiiplerine
aliarak 4°C’de, 12000 rpm’de, 15 dk santrifiij edildikten sonra 0,45 pm por
capina sahip enjektor filtreden siiziilerek dondurma viallerine (Grainer-Bio-one

GmbH, Frickenhausen, Almanya) alinip -80°C’lik derin dondurucuya kaldirildi.

5.2. RT-PZR Amplifikasyonu

Tiim ornekler VgF ve VgR dejenere primer seti (55) ile OieF ve OieR (9)
kullanilarak c¢alisildi ve dogrudan dokudan yapilan amplifikasyonda sadece ii¢
adet kalkan baligindan ¢ok zayif bant gozlendi. Bununla beraber hiicre
siipernatantlarindan yapilan RT-PZR c¢alismalarinda, 10 adet CPE gostermis
Ornegin bes tanesi 587 b¢ uzunlugundaki bandi vermistir (Sekil 9). Bu 6rneklerin
tamami kalkan baliklarindan alinan 6rneklerdir. Bu bantlarin biri (TRDckcKOS5)
hem beyin hem bobrek dokusundan CPE olusturan, bir adet kalkan baliginin
sadece bobrek dokusundan alinan 6rnekte gézlenebildi.

Bir adet kalkan baliginda gézlenen bu durumun ardindan baligin beyin
dokusundan elde edilen CPE gdéstermis hiicre supernatant1 lilkemizde goriilen ve
goriilme ihtimali olan IPNV ve IHNV yoniinden analiz edildi. Yapilan viriis
noétralizasyon testi ve PZR amplifikasyonu sonuglar1 baligin beyin dokusundaki

virlisiin [IPNV oldugunu gosterdi.
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Boylece iilkemizde ilk defa kalkan baliklarindan IPNV izolasyonu yapildi.
Bunun yaninda iki farkli balik viriisiiniin (IPNV ve VHSV) bir baliktan

izolasyonu da iilkemizde ilk defa gosterildi.

1500 bp
1250 bp

600 bp
500 bp

400 bp
300 bp

200 bp

587 bp

100 bp

Sekil 9. RT-PZR c¢alismas1 sonucunda elde edilen 587 bg¢ uzunlugundaki
bantlarin UV 15181 altindaki goriiniimii.

5.3. Viriis Notralizasyon Testi

Hiicre hattinda CPE olusturan 6rneklerden bes tanesi virlis notralizasyon
testi ile VHSV olarak dogrulandi. Alt1 adet 6rnek ise “serogrup sp” IPNV anti-
serumu (BVKAE’den temin edildi) ile gergeklestirilen negatif ndétralizasyon

testine pozitif sonug vererek IPNV olarak teshis edildi.

5.1. Viriisler

Calismalarda ii¢ adet daha onceden izole edilen izolatin yaninda beg adet

yeni VHSV izolat1 elde edildi (Tablo 7).
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Tablo 7. Enfeksiyon denemesinde kullanilan ve tarama c¢alismasinda izole edilen
VHSYV izolatlar1.

Izole edildigi  Izolasyon

Izolat ad balik tiirii gl Kaynak
TR-WS13G  Kalkan (dogal) 2005 Hakan ISIDAN / SUMAE
TR-B13/15H Kalkan (killtir) 2005 Hakan ISIDAN / SUMAE

TR-BOLU alag ‘fgli‘l(iﬁur) 2006  Dr. Giilnur KALAYCI/ BVKAE
TRDckcKO1  Kalkan (dogal) 2008 izolat
TRDckcK02 « 2008 «
TRDckcKO03 « 2008 «
TRDckcK04 « 2009 «
TRDckcKO5 « 2009 «

TR-WS13G ve TR-B13/15H izolatlariin her ikiside 2005 yilinda dogal ve
kiiltiire alinmis kalkan baliklarindan izole edilmistir. TR-BOLU izolat1 ise 2006
yilinda Bolu ilinin Mudurnu ilgesinde bir alabalik igletmesinde goriilen klinik
hastaligin ardindan izole edilmistir. Bu izolat deneysel enfeksiyonda kullanilmak
tizere BVKAE’den resmi yaziyla talep edilmistir.

TRDckcKO01, TRDckcK02, TRDckcK03, TRDckcK04, TRDckcKO05
izolatlar1 bu calismada dogada yasayan kalkan baliklarindan 2008 ve 2009

yillarinda izole edilmis olan izolatlardir.

5.4. Deneysel Enfeksiyon

Otuz giin boyunca ortalama 12°C deniz suyu sicakliginda siirdiiriilen
enfeksiyon denemesinde TR-SW13/G izolatinin immersiyon yoluyla kalkan
baliklarina uygulandigi bélmelere, denemenin yedinci giiniinde su borularindaki

tikaniklik nedeniyle temiz su gelemeyerek bu deneme gruplarindaki bir balik harig
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tamaminin 6lmesine yol acti. Su kesintisinden sonra hayatta kalabilen bir adet
baligin 30 giiniin sonunda 6lmedigi gozlendi.

Enfeksiyon denemelerinde baliklarin giinlik bakimlar1 yapilirken IP
enjeksiyon ve immersiyon yoluyla virlis uygulanan baliklarin davraniglar1 ve
klinik goriiniimleri dikkatlice gozlenmistir. Buna gore o6zellikle immersiyon
yoluyla uygulanan enfeksiyona yakalanan kalkan baliklarinin bazi bireyleri
anormal yiizme davranis1 gdsterdi. IP enjeksiyon yoluyla viriis verilen kalkanlarin
% 60-65’inde asites olustugu gozlenirken, immersiyon yoluyla virlis verilen
kalkanlarda % 10-15 oraninda oldugu tespit edildi. Deney esnasinda gozlenebilen
bir diger klinik bulgu ise 6zellikle bas, agiz, gozler ve solungaglar etrafinda goze
carpan ve siddeti bakimindan bireyler arasi farkliliklar gdsteren hemoraji
olmustur. Baz1 baliklar tiim viicut kaslarina, yilizge¢ lamelalar1 arasina kadar
yayilmis ¢ok siddetli hemorajik tablo igerisine girmis olmalarina ragmen digerleri
daha hafif yalmizca bas ve solungaclar etrafindaki bolgede hemoraji bulgusu
gostermislerdir. Olen baliklarin énemli bir kismi1 (% 30-35) ise belirgin bir belirti
gostermeden Olmiistiir. Gozlemlenebilen diger bir klinik bulgu ise ekzoftalmustur.
Olen baliklarin yaklasik % 15-20’sinde gdzlerin ekzoftalmik goriiniimde oldugu
gorilmistiir (Sekil 10).

Enfeksiyon denemesi boyunca oOliimler giinliik olarak kaydedilerek dlen
baliklara ait beyin ve kalp dokular1 ayr1 ayr1 2,5 ml’lik ependorf tiiplerine alinarak
VHSV varligi yoniinden RT-PZR ve hiicre kiiltiiriine ekim yapilmak suretiyle
incelenmigstir. Kalkan ve Karadeniz dere alabaliklarinda uygulanan enfeksiyon

denemesinin sonuglar1 Sekil 11-16’da gosterilmistir.
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Sekil 10. Enfeksiyon denemelerinde kalkan baliklarinda goriilen klinik
bulgular.
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W ckel

] M cke2
O cke3
M cke4
W cke5
O BoLU
B TBI13HI5
O SW13G
Il Kontrol

kalkan

alabalik

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Sekil 11. Intraperitoneal enjeksiyon yoluyla yapilan enfeksiyon denemeleri
sonucu meydana gelen 6liim oranlari.

W ckcl

M cke2

O cke3

M cke4

B cke5

O BOLU

MW TBI3HI5

alabalik O sw13G
B Kontrol

kalkan

(=]
—_
(=]
[
(=]

30 40 50 60 70 80 90 100

Sekil 12. Immersiyon yoluyla yapilan enfeksiyon denemeleri sonucu meydana
gelen 6liim oranlari.
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intraperitoneal Enjeksiyon / Kalkan

100

90
.*:5 80 =&—ckcl
g /0 == ckc2
E 60 === ckc3
:—5 50 === ckcd
’E 40 == ckc5
g 30 ~0—BOLU
= 20 TB13/H15

10 SW13G

e e e e e e e S Kontrol
1 5 10 15 20 25 30
Enjeksiyon Sonras1 Gilin

Sekil 13. Kalkan baliklarinda (Psetta maxima) IP enjeksiyon yoluyla yapilan enfeksiyon denemesine ait yiizde
kiimiilatif mortalite degerleri.
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Immersiyon / Kalkan

100

90
£ 80 =—ckcl
g 70 == ckc2
Z 60 —pe—cke3
?—S 50 == ckc4d
:E 40 == ckc5
2 30 —e—BOLU
:E 20 TB13/H15

10 e SW13G

0 oo e e e i P NN NN ——Kontrol

1 5 10 15 20 25 30
Immersiyon Uygulamas1 Sonras1 Giin

Sekil 14. Kalkan baliklarinda (Psetta maxima) IM yoluyla yapilan enfeksiyon denemesine ait yiizde kiimiilatif mortalite
degerleri.
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Intraperitoneal Enjeksiyon / Alabalik

100

90

80 =4—ckcl
o 70 == ckc2
.:—; 60 ==e=ckc3
é 50 ckcd
5}5 40 =#e=ckc5
2 30 ——BOLU
g 20 ~—=TB13/H15
E 10 ——SW13G
e 0 ez e e Kontrol

1 5 10 15 20 25 30
Enjeksiyon Sonrasi Giin

Sekil 15. Karadeniz dere alabaliginda (Salmo trutta Labrax) iP enjeksiyon yoluyla yapilan enfeksiyon denemesine ait
yiizde kiimiilatif mortalite degerleri.
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immersiyon / Alabalik

100
90
£ 80 =4—ckcl
g 70 == ckc2
E 60 ==fe=ckc3
E 50 ckcd
E 40 == ckc5
= 30 =0-—BOLU
:E 20 ==TB13/H15
10 == SW13G
0 Kontrol

Immersiyon Uygulamasi Sonras1 Giin

Sekil 16. Karadeniz dere alabaliginda (Salmo trutta Labrax) IM yoluyla yapilan enfeksiyon denemesine ait yiizde
kiimiilatif mortalite degerleri.
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5.5. Filogenetik Analiz

ClustalW, BioEdit ve Mega4 genetik analiz programlar1 kullanilarak
hazirlanan ¢oklu hizalama islemi yapilarak, virlislerin hem niikleotit dizilimi
hemde aminoasit dizilimi kiyaslandi (35, 71).

Yapilan analizinin ardindan filogenetik agaclar olusturuldu. Filogenetik
agaclarin olusturulmasinda Mega4 programindan minimum evrim, maksimum
parsimoni parametreleri kullanildi ve konsensus agaclari Neighbor-Joining
metodu kullanilarak ¢izdirildi (61). Agaclar cizilirken evrimsel uzaklik Maximum

Composite Likelihood metodu kullanilarak hesaplandi (72).
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Tablo 8. Filogenetik analizlerde kullanilan izolatlar.

izolat adu Genbank Tarih Izole edildigi tiir
UK-MLA98/6PT11  AY546632 1998 Norway pout
DK-4p101 AY546581 1997 Whiting

FR-L59X AY546618 1987 Yilan balig1
UK-860/94 AY546628 1994 Kalkan

DK-1p53 AY546577 1996 Herring

DK-1p52 AY546576 1996 Sprat

FR-0771 AY546616 1971 Gokkusagi alabaligt
DK-7380 AY546594 1994 Gokkusagi alabaligt
DK-6p403 AY546584 1999 Herring

Fl-ka422 AY546615 2000 Gokkusagi alabalig
NO-A16368G AY546621 1968 Gokkusagi alabalig
DK-2835 AY546585 1982 Gokkusagi alabaligt
BC98-250 DQ401187 - Atlantic salmon
WA91Clearwater DQ401189 - Coho salmon
BC99-292 DQ401188 - Atlantic salmon
BC93-372 DQ401186 - Pacific herring
JP990Obama25 DQ401191 - Japon dil balig
MEO3 DQ401192 - Atlantic herring
BC99-001 DQ401195 - Pacific sardine
BC99-010 DQ401194 - Pacific herring
MIO3GL DQ427105 - Muskellunge
JP96KRRV9601 DQ401190 - Japon dil balig
DK-F1 793408 - Gokkusagi alabalig
DK-Hededam 793412.2 - Gokkusagi alabaligi
USMakah U28747.1 - Coho salmon
DK-M.rhabdo AY356632.1 1979 Atlantic cod
DK-5131 AF345858.1 - Gokkusagi alabalig
GE-1_2. AY546619 1981 Gokkusag alabaligt
TR-SW13/G AB231160 2005 Kalkan
TR-TBs13/H15 AB231161 2005 Kalkan

TR-BOLU 2006 Gokkusagi alabaligt
TRDckcKO1 2008 Kalkan
TRDckcK02 2008 Kalkan
TRDckcKO03 2008 Kalkan
TRDckcK04 2009 Kalkan
TRDckcKO05 2009 Kalkan
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Tablo 9. BioEdit genetik analiz programi kullanilarak yapilan ¢oklu hizalama (multiple alignment) tablosu.
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Tablo 9. Devama.
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Tablo 10. Coklu hizalama islemine tabi tutuldugunda ckc5 izolatinda dikkati ¢eken mutasyon bolgeleri (genisletilmis tablo).
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Tablo 11. RNA kodon tablosu.

2. baz
U C A G
UUU (Phe/F) Phenylalanine UCU (Ser/S) Serine UAU (Tyr/Y) Tyrosine UGU (Cys/C) Cysteine
UUC (Phe/F) Phenylalanine UCC (Ser/S) Serine UAC (Tyr/Y) Tyrosine UGC (Cys/C) Cysteine
UUA (Leu/L) Leucine UCA (Ser/S) Serine UAA Ochre (Sonlandirma)  UGA Opal (Sonlandirma)
UUG (Leu/L) Leucine UCG (Ser/S) Serine UAG Amber (Sonlandirma) UGG (Trp/W) Tryptophan
CUU (Leu/L) Leucine CCU (Pro/P) Proline CAU (His/H) Histidine CGU (Arg/R) Arginine
CUC (Leu/L) Leucine CCC (Pro/P) Proline CAC (His/H) Histidine CGC (Arg/R) Arginine
CUA (Leu/L) Leucine CCA (Pro/P) Proline CAA (GIn/Q) Glutamine CGA (Arg/R) Arginine
1. CUG (Leu/L) Leucine CCG (Pro/P) Proline CAG (GIn/Q) Glutamine CGG (Arg/R) Arginine
baz AUU (Ile/I) Isoleucine ACU (Thr/T) Threonine AAU (Asn/N) Asparagine AGU (Ser/S) Serine
AUC (Ile/T) Isoleucine ACC (Tht/T) Threonine AAC (Asn/N) Asparagine AGC (Ser/S) Serine
AUA (Ile/I) Isoleucine ACA (Thr/T) Threonine AAA (Lys/K) Lysine AGA (Arg/R) Arginine
AUG (Met/M) Methionine/Start * = ACG (Thr/T) Threonine AAG (Lys/K) Lysine AGG (Arg/R) Arginine
GUU (Val/V) Valine GCU (Ala/A) Alanine GAU (Asp/D) Aspartic acid GGU (Gly/G) Glycine
GUC (Val/V) Valine GCC (Ala/A) Alanine GAC (Asp/D) Aspartic acid  GGC (Gly/G) Glycine
GUA (Val/V) Valine GCA (Ala/A) Alanine GAA (Glu/E) Glutamic acid GGA (Gly/G) Glycine
GUG (Val/V) Valine GCG (Ala/A) Alanine GAG (Glu/E) Glutamic acid GGG (Gly/G) Glycine
Nonpolar Polar Bazik Asidik Sonlandirma

* AUG kodonu hem baslangi¢ kodonu hemde methionine kodonu olarak islemektedir.
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Tablo 12. BioEdit genetik analiz programi kullanilarak hazirlanan ¢oklu hizalanmis protein dizilimleri.
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seoskrvocol  ENAEE-HEA--RERAREN-vH-:v-SHANA-§
peernabdo  ENREEE-HEH- - RERAREN-vH-:v>EHANN-0
FR-0771 ENAARN- BEE- - NNAGRAN N~ v-EHENA-0
DK-7380 GHRARE- BEE--BNNANANR N~ v~EHENA-A
GE-12 GNRARE- BER- - ANNARAN N~ v~ EHANA-1
i-f
i-i
i-0
i-i
i-0
i-f
i-0
i-i

TR-3313 GNRARN-REE- - BNNANAN VN~ -EHEN
eswisc  GNREEE-BEE--DURAREN-vH-:v28REN
TREOLU GNRARN-BEE- - BNNARAN- VA~ - EEEN
reockerol  GNBEEE-HEE-- BERAREN-vH-:v>8:A0A-
mrockeroz  ANRBEE-BEH-- RURAREN-vH-:v28E0
trockekos  ENRBEE-HEE- - RERAREN-vH-:v28E0
teockekos  GNNEEE-HEH--RERAREN-vH-:v>EHANA-
trockekos  NHEEE- - 6= HERARAN-Ev:v-BREN

1153, pozisyon 1164, pozisy uuT 1177, pozisvon
1159, pozisvon 1168, pozisyon

Sekil 17. Niikleotit dizilimindeki mutasyon bdlgelerinin (Tablo 9, 10) aa
diziliminde meydana getirdigi degisimleri.
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6. TARTISMA

Avrupa’da 1963 yilinda alabalik isletmelerinde tanimlanan ilk VHSH
vakasinin ardindan, denizden ilk izolasyon 1979 yilinda Atlantik cod (Gadus
morhua) baliklarindan gerceklestirilmistir. Kuzey Amerika'da ise 1988 de ilk
izolasyon chinook salmon (O. tshawytscha) baliklarindan gerceklestirilmistir.
Asya kitasinda viriisiin ilk izolasyonu, Japonya ve Kore’de Japon dil baligindan
“Paralichthys olivaceus” 2001 yilinda yapilmstir (70). Ulkemizde ise ilk olarak
2004 yilinda TSUMAE’de kiiltiirii yapilan kalkan baliklarinda VHSV teshis
edilmistir (40). iki bin bes yilinda ilk VHSV izolasyonu gergeklestirilmistir (55).

Hastaligin Avrupa’da ilk izolasyonunun ardindan bazi iilkelerde tarama
calismalar1 baslatilmig ve birkag isletmeyi veya tiim {lkeyi kapsayacak
eradikasyon projeleri hazirlanmistir. Eradikasyon programinin en uzun siire ve
kapsamli uygulandigi iilke olan Danimarka’da, 1965 yilinda uygulanmaya
baglanan VHSV eradikasyon programi sonucunda 1997 yilina gelindiginde
enfekte isletme sayis1 400°den 26’ya diisiiriilmiistiir (56). Ozellikle Baltik Denizi,
Kuzey Denizi ve Norveg kiyilarinda olmak tizere 69 farkli deniz balig: tiiriinden
50.000’in {iizerinde ornek toplanmak suretiyle 1999-2005 yillarinda VHSV
taramasi yapilmis ve 193 adet VHSV izolasyonu gerceklestirilmistir. Ingiltere'de
2007 yilinda yapilan bir ¢alismada, tic 6nemli viral balik hastaligi ISAV, THNV ve
VHSV icin rutin olarak vyiiriitiilen sorvey calismalarinin ekonomik analizi
yapilmigtir. Buna gore maliyet-fayda oran1 ISAV i¢in > 3,2, VHSV igin > 5,8 ve

IHNV i¢in <1 olarak tespit edilmistir. Sonug olarak Ingiltere'de VHSV tarama
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projelerine harcanan kaynagin ¢ok daha biiyiik fayda olarak geri dondigi
gosterilmistir (51).

Mevcut calismayla iilkemizde ilk defa VHSH yoniinden Orta ve Dogu
Karadeniz bdlgesinden hem deniz balig1 tiirlerinde hem de aymi bolgede
yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaligi isletmelerinde kapsamli bir tarama
yapilmistir. Yapilan taramada hedeflenen bolge lilkemiz balik¢iliginin hem tath su
yetistiricilik isletmeleri bakimindan hem de denizden yapilan balik avcilig
bakimindan en 6nemli bolgesidir. Deniz baliklarindan yapilan 6rneklemelerde 12
farkli tiirden, toplam 3378 adet balik Orneklenmistir. Yiiriitilen tarama, 6rnek
sayist ve cesitliligi acgisindan yeterli olarak goriinmekle birlikte Trabzon ili
disindaki noktalardan balik¢ilardan satin alma yoluyla yapilan 6rnekleme, baligin
orijini (yakalandig1 yer) hakkindaki bilginin balik¢ilardan alinmasi nedeniyle
giivenilirligi tartisilabilir. Bununla birlikte her ne kadar balik¢ilardan satin alinan
orneklerin orijiniyle ilgili bilgiler siipheli olsada, bizzat arastirmacilar tarafindan
Trabzon ili agiklarindan orta su tirolii vasitasi ile yapilan ¢ekimler neticesinde
elde edilen baliklardan da (kalkan baliklar1 haric) VHSYV teshis edilememis olmast
yiirlitiilen tarama c¢alismasimin en 6nemli handikapini nispeten daha Onemsiz
kilmigtir. Yiiriitilen tarama ¢alismasinin diger bir eksikligi ise Ornekleme
donemlerini kapsayan son iki yillik siiregte Karadeniz’deki dogal kalkan
baliklarinin popiilasyonundaki ciddi azalma ve bunun neticesinde dort donem
toplam boyunca 24 adet ergin kalkan balig1 6rneklenebilmis olmasidir.

Tatl su baliklarinda 6rnekler Tiirkiye’nin Dogu Karadeniz’deki sinirindan
baglayarak Sakarya nehrine kadar olan bdlgede bulunan ve balik¢iligin yapildigi

tim akarsulardan en az 30 adet Ornek olacak sekilde toplam 62 alabalik
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isletmesinden 1089 adet porsiyonluk boydaki ve 30 adet isletmeden de yaklagik
1500 adet alabaliktan gerceklestirilmistir. Bu nedenle tath su isletmelerinden
yapilan orneklemelerle ilgili eksiklik olarak degerlendirilecek herhangi bir
durumun s6zkonusu olmadig: diisiiniilebilir.

Yapilan hiicre kiiltiirinde viriis izolasyonu, RT-PZR ve viriis nétralizasyon
caligmalarinin ardindan yalnizca kalkan baliklarindan VHSV teshis edilebilmistir.
Toplam 24 adet kalkan baligindan bes tanesi (% 20,8) VHSV yoniinden pozitif
bulunmustur. Bu sonucglar Karadeniz’deki kalkan balig1i populasyonunda
VHSV’nin endemik oldugunu gostermektedir. Karadeniz’deki kalkan baligi
stoklarinda son yillardaki asir1 azalmanin sebepleri tam olarak bilinmemekle
beraber VHSV nin deneysel mortalite oranlar1 géz 6niinde bulunduruldugunda, bu
azalmanin VHSH ile ilgili olabilecegi diisliniilmektedir, bununla beraber konuyla
ilgili daha fazla ¢aligmaya gerek vardir.

Calismada VHSV izole edilen kalkan baliklarinin tamaminin yaklasik iki
kg, ii¢ ve lizeri yasta olduklar1 gézlenmistir. Bulgular daha 6nceki bulgularla da
ortismektedir (17, 55). Bu durumun ilkbahar donemindeki su sicakligi
dalgalanmalarinin ve iireme stresinin latent enfekte kalkan baliklarindan viriis
sacilimini tetiklenmesinden kaynaklandig diistiniilmektedir (2, 9).

Ozellikle Avrupa iilkelerinde alabalik yetistiriciliginin en &nemli viral
hastalig1 olan VHSV’nin Avrupa’nin en biiyiik alabalik {ireticisi olan iilkemizden
(65-70 bin ton/yil) 2006 yilindaki “Bolu” vakasinin disinda higbir alabalik
isletmesinde VHSV rapor edilmemis olmasi oldukea ilgi ¢ekicidir.

Ayrica, enfeksiyon denemeleri, “BOLU” izolati da dahil tiim Tiirkiye

izolatlarinin, Karadeniz dere alabaliklarinda (Salmo trutta labrax) apatojen veya
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diisiik patojenitede olduklarim1 gostermektedir. Bu konunun aydinlatilmasi igin
gelecekte daha ayrintili ¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir.

Nishizawa ve ark. (55) TR-TB13/H15 ve TR-SW13/G izolatlariyla kalkan
larvalar1 ve alabalik parmakboylarinda yapilan ve 14 giin siiren enfeksiyon
denemesine dayanarak izolatlarin kalkan ve alabaliklar i¢in apatojen veya diisiik
patojenitede olabileceklerini belirtmektedirler. Buna karsin mevcut g¢alismada
kalkan baliklarna IP enjeksiyon yoluyla 10> DKIDs, miktarinda viriis
verildiginde TR-TB13/H15 izolatinin %43,3, TR-SW13/G izolatinin ise %783
mortaliteye sebep oldugunu gostermistir. Ayni izolatlarla immersiyon yoluyla
yapilan enfeksiyon denemesinde TR-TB13/H15 izolat1 %11,7 mortalite yapmustir.
TR-SW13/G izolat1 i¢in immersiyon yoluyla yapilan enfeksiyon denemesi,
deneme tankindaki teknik bir aksakliktan dolay1 gerceklestirilememistir.

Kalkan baliklar1 (Psetta maxima) igin ise bir izolatin (ckc5) apatojen, 7
izolatin ise oldukca patojen olduklarini gostermistir. Bu yedi izolattan iki tanesi
digerlerine gore nispeten daha diisiik patojenitede (IP enjeksiyon yoluyla
TRDckcKO1; %48,3, TR-TB13/H15; %43,3) bulunmustur. Geriye kalan bes
viriisiin oldukca yiiksek mortaliteye (IP enjeksiyon yoluyla TRDckcK02; %88,3,
TRDckcKO03; %93,3, TRDckcK04; %91,7, TR-BOLU; %86,7, TR-SW13/G;
%78,3) sebep oldugu goriilmektedir. Immersiyon yoluyla yapilan enfeksiyon
denemelerinin sonuglar1 literatiir bilgilerini dogrular nitelikte IP enjeksiyon
yoluyla yapilan denemelerde gézlenen mortaliteye gore cok daha diislik olarak
gbzlenmistir.

Enfeksiyon denemelerin sonuglarina gére mortalite oranlar1 giinliik olarak

incelendiginde Oliimlerin uygulamadan sonraki 10-15. giinlerde basladig1 goze
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carpmaktadir. Bu durum goz oniinde bulunduruldugunda, 2005 yilinda kalkan
larvalarinda, TB13/H15 ve SW13/G izolatlar1 ile gerceklestirilen enfeksiyon
denemelerinde viriislerin patojeniteleriyle ilgili fikir ileri siirebilmek ig¢in
denemelerin siiresinin ¢ok kisa tutulmus olabilecegi sdylenebilir. Ayn1 izolatlarla
alabaliklar iizerinde yapilan enfeksiyon denemeleri ise birbiriyle ortiismektedir.

Viral hemorajik septisemi viriisii G geninde yapilan bir yonlendirilmis
mutasyon c¢aligsmasinda, 82-109. aminoasitlerinin olusturdugu bolgenin fosfolipid
baglanma bolgesi ve 142-159. boélgeninde fiizyon peptidi oldugu EPC hiicre
hatlar1 lizerinde gosterilmistir (59, 60). Benzer sekilde 1999 yilinda Gaudin ve
ark., tarafindan yapilan bir ¢alismada da 135-161. ile 431-433. amino asit
bolgeleri lizerinde arastirmalar yapilmis ve buna gére bu mutasyonlarin viriisiin
viriilensini etkiledigini gostermislerdir (28).

Hem alabaliklarda hemde kalkan baliklarinda apatojen goriinen
TRDckcKOS5 izolatina ait sekans sonuclari ClustalW genetik analiz programi
kullanilarak yapilan ¢oklu hizalama dikkatle incelendiginde analiz edilen G
genine ait 518 bazlik (3017-3535) korunmus bdlgede, aminoasit dizilimini de
etkileyen bazi mutasyonlar géze ¢arpmaktadir. Ozellikle 3457, 3476, 3491, 3503
ve 3530. niikleotitlerdeki mutasyonlar incelendiginde aa dizilimini etkiledikleri
goriilmektedir. Nikleotit sekansinin 3457. pozisyonunda meydana gelen
mutasyon kodonun ilk niikleotidini T haline getirmis ve diger izolatlarda lysine,
glysine ya da glutamik asitten birisinin geldigi 1153. pozisyonu (TAA) kodonuya
kodlanan sonlandirma kodonuna doéniismiistiir. Benzer sekide 3476, 3491, 3503 ve
3530. niikleotitlerde de yalnizca TRDckcKO5 izolatinda goriilen mutasyonarin

varhigi tespit edildi. Bu bolgelerdeki mutasyonlar aa diziliminde sirasiyla 1159.
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pozisyonlarda diger tiim izolatlarda arginin kodlanirken TRDckcKOS5 izolatinda
yerini threonin almistir. 1164. pozisyonda incelenen diger tiim izolatlarda arginin
kodlanirken TRDckcKO05’te yerini lysine almistir. 1168. pozisyonda ise
digerlerinde alanin gelmesine karsin TRDckcKOS5 izolat1 sekansinda yerine valin
aa kodlanmistir. Son olarak 1177. pozisyonda sadece TRDckcKO5 izolatinda
gorlilen bir insersiyon bulunmaktadir, bu mutasyona bagli olarak diger tiim
izolatlarda glysine bulunan noktada TRDckcKOS5 izolatinda alanin yer almistir
(Sekil 17).

Bu tez calismasinda tespit edilen mutasyon bolgeleri incelendiginde ise
ozellikle 1153 ve 1159. pozisyonda bulunan mutasyonlar dikkati ¢ekmektedir. Bu
noktalardaki mutasyonlardan birinde sonlandirma kodonu digerinde ise polar
(threonin) olan ve O-glikozilasyon ve fosforilasyonun miimkiin oldugu bir aa ile
bazik (arginin) karakterde ve O-glikozilasyonu ve fosforilasyona uygun olmayan
bir aa yer almistir.

Diger ii¢ mutasyon bolgesinde meydana gelen aa degisimleri ile yer
degistiren aa’lar (arginin/lysine, alanin/glysine ve alanin/valin) benzer karakterde
olan aa’lardir. Bu 1ise gerceklesen degisimlerin Onemsiz olabilecegini
diistindiirmektedir.

Yapilan analizler dikkatle incelendiginde goze ¢arpan korunmus motifler
ve yogun mutasyonlarin oldugu bolgeler goriilmektedir. Neredeyse incelenen tim
izolatlarda korunmus olmasmna ragmen ckc5 izolatinda farklihlk gosteren
bolgelerin varlig1 gosterilmistir. Dizileme sonuglar1 bagisiklikla ilgili epitoplar
bakimindan tarandiginda (Immune Epitope Database and Analysis Resource)

106403 koduyla kaydedilmis “ETLEGHLFTRTHDHR” ve 106902 koduyla
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kaydedilmis “THDHRVVKAIVAGHH” epitoplarinin ckc5 izolatinda 6nemli

derecede farklilik gosterdigi goriilmektedir (8).
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Sekil 20. Epitop bolgesindeki mutasyonlar.

Viral G geninin incelenen kismindaki mutasyonlarin ckeS izolatinin kalkan
baliklarinda neden mortalite yapmadigina iligkin yorumda bulunabilmek i¢in konu
tizerinde daha detayli ¢alismalar yapmaya gerek vardir.

Daha onceden ifade edildigi gibi lilkemiz alabalik iiretiminde bolgesinin
ve Avrupa’nin en biiyiik {ireticisi konumundadir. Deniz baliklarindan ise 6zellikle
cipura ve levrek liretim seviyesi oldukca yiiksektir ve son yillarda balikeilik
iilkemizin lokomotif sektorlerinden biri olmustur. Avrupa’da baslica ingiltere,
Fransa, Ispanya ve Almanya yassi balik iiretimi bakimindan oldukca ileri
seviyededirler. Ulkemizde ise halen bir 6zel sektdr kurulusu kiiltiir ortaminda
kalkan baliklar1 yetistirmektedir. Bununla beraber artan iiretim ve diisen kar
paylar1 yetistiricileri yeni tiir arayiglarina itmis ve pek ¢ok isletme yeni tiirleri

yetistirmeye baslamislardir. Ulkemiz balik¢iliginin giiniimiizdeki yapis1 dikkatle
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incelendiginde kisa siirede yassi balik iiretiminde de oldukca ileri seviyelere
gelebilecegi goriilmektedir.

Yapilan ¢alisma ile elde edilen veriler 6nlimiizdeki yillarda 6zellikle yass1
balik yetistiriciligi bakimindan karsilasilabilecek en 6nemli problemlerin basinda
gelen VHSH hakkindaki bilgi boslugunu doldurmustur. Buna ilaveten yapilan tez
caligmast bundan sonra yapilacak olan c¢alismalar i¢in Onemli bir kaynak
niteligindedir.

Mevcut tez g¢alismasi sonucunda, lilkemizde VHSV’nin sadece kalkan
baliklarinda izole edilmesi balik yetistiriciligi acisindan sevindirici bulunmustur.
Ancak, virlislin bugiin i¢in yalnizca bir tiirde bulunsa dahi, diger baliklarin bu
viriisiin konakgilar1 olmalar1 ve virlislerin dogas1 dikkate alindigi zaman, bu
viriisiin gelecek i¢in {ilkemiz balik¢iliginda 6nemli bir risk olusturabilecegi
goriilmektedir. Ayrica, bu hastalikla ve iilkemizde izole edilen izolatlarla ilgili
daha detayli calismalarin yapilmasi hem iilkemiz i¢in bu viriisle miicadele
acisindan onemli veriler saglayacak hem de bu viriisle ilgili yeni bilimsel verilerin

temin edilmesine katkida bulunacaktir.
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