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Özet

Viral Hemorajik Septisemi Virusu (VHSV) (Piscine novirhabdovirus), deniz ve tatlı su balıklarında enfeksiyonlara neden olan bir virustur. Bu 

çalışmada; Türkiye’de tatlı su (Gökkuşağı alabalığı) ve deniz (Kalkan balığı) balıklarından izole edilen Bolu\06 ve TR-WS13G adlı iki VHSV 

izolatının farklı fenotiplerinin Gökkuşağı alabalıklarındaki (Oncorhynchus mykiss) klinik bulgular, mortalite oranı ve patojenite üzerine et-

kisinin araştırılması amaçlanmıştır. Çalışmada Bolu/06 ve TR-WS13G VHSV izolatları plak saflaştırma yöntemiyle saflaştırıldı. Test sonunda 

her iki izolata ait dar ve geniş plak oluşturan 4 farklı saflaştırılmış izolat 60-100 g ağırlığındaki gökkuşağı alabalıklarına intraperitonal olarak 

verilerek deneysel enfeksiyon oluşturuldu. Deneysel enfeksiyon sırasında ölen veya deneme sonucunda öldürülen balıklarda real time RT-

PCR metodu ile VHSV viral nükleik asit varlığı ve miktarı araştırıldı.  Deneysel enfeksiyon sonucunda mortalite oranı; kontrol grubunda 

%3,33, Bolu/06 dar ve geniş plak izolat gruplarında sırasıyla %43,3 ve %20,  TR-WS13G dar ve geniş plak izolat gruplarında ise sırasıyla %33,3 

ve %14,8 olarak tespit edildi. rRT-PCR testi sonucunda ölen\öldürülen balık örneklerinde viral kopya sayısı 1,67x102-7,33x104/µl olarak 

tespit edildi. Fenotipik olarak hem tatlı su izolatı Bolu/06 hem de deniz izolatı TR-WS13G’nin dar plak çapına sahip izolatlarının geniş plak 

oluşturan izolatlarından daha yüksek mortaliteye neden olduğu, ayrıca gökkuşağı alabalıklarından izole edilen tatlı su izolatı Bolu/06’nın 

kalkan balığından izole edilen deniz izolatı TR-WS13G’den daha patojen olduğu ortaya konulmuştur. Bu sonuçlar ile VHS virusunun fenoti-

pik karakterinin virulans üzerinde önemli düzeyde etkili olduğu gösterilmiştir.
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Abstract

Abstract: Viral Hemorrhagic Septicemia Virus (Piscine novirhabdovirus) causes infection in various marine and freshwater fish. It was aimed 

to determine the effect of different phenotypes of two VHSV isolates, Bolu\06 and TR-WS13G, isolated from fish living in freshwater (rain-

bow trout) and sea (turbot) in Turkey, on clinical findings, mortality rate and pathogenicity in Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). In 

this study, Bolu / 06 and TR-WS13G VHSV isolates were purified by plaque purification method. At the end of the test period, 4 different 

purified isolates, which form wide-narrow plaques of both isolates, were injected intraperitoneally to rainbow trout weighing 60-100 g and 

experimental infection was performed. Mortality rate due to experimental infection were detected as; %3.33 for control group; %43.3 for 

Bolu/06 narrow isolates group, %20 for Bolu/06 wide isolates group, %33.3 for TR-SW-13 broad isolates group; and %14.8 for TR-SW-13 

narrow isolates group.  The number of viral copies in the fish samples (dead/killed) were founded log10 7.33x104-1.67x102 / μl by rRT-PCR. 

The phenotypic character of the wide narrow- plaque forming isolates freshwater isolation Bolu / 06 and marine isolation TR-WS13G, have 

a higher mortality rate than wide plaque-forming isolates of narrow-plate isolates. Freshwater isolation from rainbow trout isolation Bolu/06 

more pathogenic than turbot isolated from marine isolate TR-WS13G. This result showed phenotypic character has been shown  significantly 

effective on virulence.
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Giriş

Viral hemorajik septisemi virusu (VHSV; Piscine novir-
habdovirus) (ICTV, 2016) Rhabdoviridae ailesinden No-
virhabdoviridae cinsinde yer almaktadır. Viral hemorajik 
septisemi hastalığı birçok deniz ve tatlı su balık türlerinde 
(özellikle salmonoid, morina ve perciformes türleri) 
görülen sistemik bir enfeksiyondur (Bowen, 2011; Purcell 
ve vd., 2012; Skall ve vd.,2005).
Özellikle yavru balıklar enfeksiyona duyarlıdır. Mortalite 
genç balıklarda %100’e ulaşabilmektedir (Anonim, 2017; 
Bowen, 2011; Gadd, 2013; Kim ve Faisal, 2011). Hastalığın 
akut, kronik ve subklinik enfeksiyon formları vardır. Akut 
enfeksiyon semptomları soluk solungaçlar, ekzoftalmi ve 
yüzgeç kanamaları, uyuşukluk, sarmal yüzme ile karakter-
izedir. Bazı enfekte balıklarda gözle görülür belirti olmasa 
da, beyinde tropizm, anormal yüzme davranışıyla orta-
ya çıkan sinir şekliyle de sonuçlanabilmektedir (Bowen, 
2011; Gadd, 2013; Kim ve Faisal, 2011). Virus, genellikle 
kaslarve iç organlarda endoteliyal kan damarlarını hedef 
alarak nekrozlar oluşturur. Karaciğer, böbrek ve dalakta 
peteşiyal ya da ekimatöz hemorajiler oluşturur (Anonim, 
2017; Pham vd., 2013; Skall vd., 2005).
Rhabdoviridae ailesi, kuduz, veziküler stomatit, sığır 
ephemeral fever virus ve bazı önemli balık rhabdovi-
ruslarını da kapsayan birçok önemli hayvan ve insan vi-
ruslarını içermektedir. 2014 yılında Kongo Demokratik 
Cumhuriyeti’nde yapılan bir çalışmada,  yeni bir rhab-
dovirus olan Bas-Congo virusu (BASV) tespit edilmiş 
ve  insanlardaki akut hemorajik ateş virüsü ile yakınlık 
göstermesi açısından Rhabdoviridae ailesinin ilk örneği 
olmuştur  (McAllister vd., 2014). Rhabdoviridae ailesinde 
hayvan viruslarını içeren on dört cins bulunmaktadır; 
Ephemerovirus, Lyssavirus, Nucleorhabdovirus, Vesiculo-
virus, Perhabdovirus, Sigmavirus, Sprivivirus, Tupavirus, 
Hapavirus, Ledantevirus, Sripuvirus, Tibrovirus, Almen-
dravirus ve Novirhabdovirus cinsidir. Novirhabdovirus 
cinsi, önemli balık virusları olan Piscine novirhabdovirus, 
Hirame novirhabdovirus, Snakehead novirhabdovirus ve 
Salmonid novirhabdovirus’ları içermektedir (ICTV, 2016).
VHSV virionları, yaklaşık 70 nanometre (nm) çapın-
da ve yaklaşık 180 nm uzunluğundadır. Genom, 11 kilo 
baz (kb) boyutunda doğrusal, negatif polariteli, tek sar-
mallı RNA molekülüdür (Anonim, 2017; Bowen, 2011). 
Virusun gen dizilimi 3’-N-P-M-G-L-5’şeklindedir. N, 
viral nükleokapsitin ana bileşenini kodlayan nükleopro-
tein genidir. P, viral polimerazın bir ko-faktörüdür. M, 
nükleokapsite ve glikoproteinin sitoplazmik alanına bağla-
narak virionun tomurcuklanmasını kolaylaştıran iç virion 
proteinidir. G, virion yüzeyindeki trimerleri oluşturan 
glikoproteindir ve aşı kaynaklı bağışıklığın hedefi olan 

nötralizan epitoplar içerir. L, transkripsiyon ve RNA rep-
likasyonunda işlev gören RNA bağımlı RNA polimerazdır. 
Novirhabdovirus olan VHSV, diğer rhabdoviruslara göre 
yapısal olmayan glikoprotein (G) ve polimeraz (L) geni 
arasında NV (protein nonvirion) geni ihtiva etmektedir. 
(Schutze vd., 1999).
Yapılan serolojik araştırmalar sonucunda, iki farklı VHSV 
suşunun varlığı kanıtlamış; ancak daha sonra kahverengi 
alabalıklardan (Salmo trutta L.) üçüncü bir suşun varlığı 
ortaya konulmuştur (Kinkelin ve Berre, 1977).  Tanımla-
nan genetik gruplandırma nötralize edici G ve N genleri 
dikkate alınarak serotiplendirme yapılmakta ve dört gen-
ogrubunun (I-IV) olduğu kabul edilmektedir (Einer-Jen-
sen vd., 2004; Einer-Jensen vd., 2014; Nishizawa vd., 2006; 
Schönherz vd., 2013). Virusun teşhisi, klinik belirtiler, 
histopatolojik bulgular, virusa duyarlı hücre kültürlerin-
den izolasyon, serolojik ve moleküler testler kullanılarak 
yapılabilmektedir. Virus, Epithelioma Papulosum Cyprini 
(EPC), Bluegill Fry (BF-2), Fathead Minnow (FHM), Chi-
nook Somon Embriyo (CHSE-214) ve Rainbow Trout Go-
nad (RTG-2) gibi birçok hücre kültüründe üreyebilmekte-
dir. Virusun üremesi için hücre kültürü ortamı  pH 7,1 ve 
15°C sıcaklık olarak belirlenmiştir (Anonim, 2017; Gadd, 
2013; Kim ve vd., 2016). 

Materyal Metot
Hücre ve Virus: RTG-2 hücresi ve Bolu VHSV izolatı 
(Genbank No: KM972678) İzmir/Bornova Veteriner 
Kontrol Enstitüsü’nden, TR-WS13G izolatı (Genbank 
No: KM972680) ise Trabzon Su Ürünleri Merkez Araştır-
ma Enstitüsü’nden temin edildi. VHS virus izolatlarının 
üretilmesinde RTG-2 devamlı hücre hatları kullanıldı. 
RTG-2 devamlı hücre kültürleri –86°C’ lik derin don-
durucudan çıkartılarak içerisinde %10 fötal dana serum 
(FDS), %1 antibiyotik+antimikotik (10000 IU/ml peni-
cilline, 10 mg/ml streptomisin, 0,025mg/ml amphotericin 
B, ve %1 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic 
acid (HEPES) bulunan Dulbecco’s Minimal Essential Me-
dium (DMEM)/ Leibovitz’s L-15 (L-15) ile çözdürülerek, 
25 ve 75 cm2 yüzeyli doku kültürü flasklarında soğutmalı 
inkübatörde 20-22°C de üretildi.
RNA Ekstraksiyonu, rRT PCR Kitleri, Primerler ve Prob: 
RNA ekstraksiyonunda ticari olarak temin edilen ekstrak-
siyon kiti (Qiagen, RNeasy Mini kit, Cat No: 74106, Hilden, 
Almanya) kullanıldı. Nükleik asit amplifikasyonunda ti-
cari olarak temin edilen tek aşamalı PCR kiti (Rotor-Gene 
Probe RT-PCR kit, Cat No: 204574, Qiagen, Hilden Al-
manya) kullanıldı. Real Time RT-PCR (rRT-PCR) testinde 
G genine spesifik primerler ve prob kullanıldı, primerler 
ve probun  dizileri ve lokalizasyonları Tablo 1’de göster-
ilmiştir. Nükleik asit amplifikasyonunda,. rRT-PCR testin-
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de pozitif kontrol olarak ve viral yük konsantrasyonunu 
ortaya koymak için virusun tüm G genini içeren plazmid 
(pGEM-T Easy vektör, Promega, ABD), negatif kontrol 
olarak ise distile su kullanıldı.

Balık Örnekleri: Rutin kontrolleri yapılan ve geçmişinde 
VHS bildirimi bulunmayan çiftliklerden balık örnekleri 
alınarak rRT-PCR testi ile VHSV varlığı araştırıldı. Testler 
sonucunda VHSV tespit edilmeyen bir işletmeden sağla-
nan balık örnekleri deneme çalışmalarında kullanıldı. 
60-100 gram ağırlığındaki 150 adet gökkuşağı alabalığı, 
Samsun Veteriner Kontrol Enstitüsü balık hastalıkları 
eprüvasyon ünitesinde bulunan kapalı sistem balık tankla-
rına uygun koşullarda nakledildi. Deneme için kullanıla-
cak balıklar adaptasyon için 7 gün tanklarda bekletildi. 
Balıkların uyum süreci ve deneysel enfeksiyon süresince 
günlük takibi ve rutin beslemesi yapıldı. 

Metot
Virus İzolatlarının Üretilmesi: Çalışmada kullanılan VHS 
virus izolatları RTG-2 hücre kültüründe üretildi. Hücre 
kültürleri %10 FDS, % 1 antibiyotik+antimikotik ve %1 
hepes içeren DMEM/L-15 kullanılarak üretildi. Hücre 
kültürlerinin tek katmanlı üremeleri %80-90 oranına 
ulaşınca hücre vasatları dökülerek viruslar 1:10 oranın-
da inokule edildi. Bir saat adsorbsiyondan sonra hücre 
kültürüne %2 FDS, %1 HEPES ve %1 antibiyotik+an-
timikotik içeren virus üretme vasatı ilave edildi. Hücre 
kültürleri, % 90-95 oranında CPE görüldükten sonra -74 
°C’de donduruldu ve sonra hızla çözdürülerek 2000 g’de, 
+4°C’de 15 dakika santrifüj edilerek klarifikasyon işlemi 
yapıldı. Süpernatantlar 2’şer ml’lik hacimlerde bölünerek 
-86°C’de saklandı.
Virus Mikrotitrasyon Testi: Virusların DKID50 dozunu 
belirlemek amacıyla iki ayrı izolat için iki adet 96 gözlü 
mikrotitrasyon pleytine, virusun log10 tabanına göre su-
landırılmış dilüsyonları 10-1’den 10-16’ya kadar 100 µl 
olarak eklendi. Hücre kontrol gözlerine 100 µl hücre üretme 
vasatı, virus kontrol gözlerine ise 50 µl sulandırılmamış vi-
rus ile 50 µl hücre üretme vasatı konuldu. Tüm gözlere 50 

µl RTG-2 hücresi eklendi. Hazırlanan pleytler, hücrelerin 
tutunması için 22ºC etüve kaldırıldı. 24 saat sonra 15-16ºC 
‘lik etüve alındı ve günlük olarak CPE yönünden kontrol-
leri yapıldı. 7 gün inkubasyondan sonra Spaerman ve Kaer-
ber metodu ile virusların DKID50 değerleri hesaplandı.
Plak Test: DKID50’leri hesaplanan viruslar Çiçek (2018)’de 
belirtilen şekilde plak testine tabi tutuldu. Kültür ortamı 
bir agar (veya agaroz) jel ile katılaştırıldı. İlk virus ekimi 
ve sabitleme tabakasının uygulanmasının ardından, viral 
enfeksiyon ve replikasyonu çevreleyen tabaka ile sınır-
landırıldığı için, bireysel plaklar veya hücre ölümü bölgeleri 
gelişmeye başladı. Enfekte olmuş hücreler, replikasyon-liz-
iz enfeksiyon döngüsünde devam ederek ve giderek daha 
belirginleşen ayrı plaklar oluşturdu.  Plak sayısının en 
az olduğu gözdeki plakların çapları ölçülerek plaklar dar 
(1mm’den küçük çaplı) ve geniş (1 mm’den büyük çaplı) 
olarak işaretlendi. İnce uçlu enjektör yardımıyla plakların 
içerisine girilerek 200 µl hacminde virus toplandı. Her bir 
fenotipik örnek tekrar hücre kültürüne ekilerek plak testi 3 
defa tekrarlandı.
Balıklara Virus İnokülasyonu: Balıklara yapılacak tüm 
müdahalelerde, balıklar MS-222 (30mg/lt) ile anestezi-
ye alınarak enjeksiyon uygulandı. Denemeler boyunca 
tank suyu sıcaklıkları 13 0C olacak şekilde sabit tutuldu. 
Balıklar 12 saat karanlık 12 saat aydınlık ışık altında tu-
tuldu. Kontrol grubundaki 30 balığa 0,1 ml PBS intraperi-
tonal olarak uygulandı. 2. gruptaki 30 balığa Bolu/06 geniş 
çaplı plak oluşturan izolat, 3. gruptaki 30 balığa Bolu/06 
dar çaplı plak oluşturan izolat, 4. gruptaki 27 balığa TR-
WS13G geniş çaplı plak oluşturan izolat, 5. gruptaki 27 
balığa TR-WS13G dar çaplı plak oluşturan izolattan intra-
peritonal yolla 1x104 DKID50/balık dozunda virus eprüve 
edildi. Balıklar 30 gün boyunca gözlemlendi. 
Virus inokülasyonunu takiben ölen balıklardan karaciğer, 
dalak, böbrek ve kalp, tabanında cam boncuk bulunan 2 
ml’lik cryo tüplere alınarak bir havuz oluşturuldu ve her 
bir balık bir araştırma materyali olarak değerlendirildi. Or-
gan havuzlarına, 1/10 oranında %1’lik 10 000 IU penisilin/
ml, 10 mg /ml streptomisin ve 0,025 mg/ml Amphotericin 
B içeren PBS eklendi ve doku parçalayıcıda homojenize 
edildikten sonra + 4°C’de 3000 rpm’de 15 dakika santrifüj 
edildi. Santrifüj sonrası süpernatantlar toplandı ve RNA 
ekstraksiyonu için -80 0C’de saklandı.
RNA Ekstraksiyonu: RNA ekstraksiyonu ticari olarak te-
min edilen ekstraksiyon kiti (Qiagen, RNeasy Mini kit, Cat 
No: 74106, Hilden, Almanya) ile protokolü doğrultusunda 
yapıldı.
rRT-PCR: rRT-PCR testleri LightCycler 2.0 (Roche, Rot-
kreuz, İsviçre) cihazında ve tek aşamalı PCR kiti üretici 
firmanın protokolü doğrultusunda gerçekleştirildi. rRT-
PCR testinde revers transkripsiyon basamağı için 500C’de 

Tablo 1.Çalışmada kullanılan Primer ve prob dizileri ve lokali-
zasyon bölgeleri
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10 dakika, reverse transkriptaz enzim inaktivasyonu için 
950C’de 5 dakika uygulandı. Bunu takiben 40 siklus boyun-
ca, ön denatürasyon için 950C’de 5 saniye, annealing basa-
mağı için 600C’de 10 saniye inkübasyona bırakıldı. Son 
olarak ise soğutma basamağında 120C’de süresiz bekletildi.
 
BULGULAR
Plak testi sonucunda; her bir izolat için 1mm’nin altında-
ki plaklar dar plak, 1mm’nin üstündeki plaklar ise geniş 
plak olarak tiplendirildi. Bu işlem 3 kez tekrarlanarak vi-
rus izolatlarının saflaştırılması yapıldı. Dar ve geniş plak 
oluşturan virusların titreleri ayrı ayrı hesaplandı. Üçüncü 
plak saflaştırma testinden sonra virusların titresi VHSV 
Bolu-geniş plak için 106/0,1 ml, Bolu-dar plak için 105/0,1 
ml; TR-WS13G-geniş plak için 107/0,1 ml, TR-WS13G-
dar plak için 105,5/0,1 ml olarak hesaplandı. log10 ta-
banına göre sulandırılan Bolu VHSV suşunun geniş plak 
görüntüsü şekil-1’de gösterilmiştir. 

Eprüvasyonu takiben deneme gruplarında yapılan gözlem-
lerde mortalite oranları Tablo 2’de gösterilmiştir. Hasta 
balıklar üzerinde yapılan gözlem ve ölen balıklarda yapılan 
nekropsi bulgularında deri renginde koyulaşma, anemi, 
ekzoftalmus, ülserasyon, solungaçlarda belirgin soluklaş-
ma, göz çevresi, kuyruk ve gövde üzerinde erozyon ve epi-
dermal kanama odakları gözlemlenmiştir.  

rRT-PCR sonuçlarına göre; kontrol grubunda ölen\
öldürülen balıklardan yapılan ekstraksiyonlarda VHSV 
RNA’sı tespit edilememiştir. Virus uygulanan deneme 
gruplarında ise ölen veya öldürülen tüm balıkların organ 
homojenizatlarından elde edilen ekstraktların tamamında 
VHSV RNA’sı tespit edilmiştir. Test sonucunda ölen balık 
örneklerinde log10 7,33x104-1,67x102/µl arasında viral 
kopya sayısı tespit edildi. 

CT(Cycle threshold) seviyeleri, numunedeki hedef nükleik 
asit miktarıyla ters orantılıdır. CT seviyesinin düşük ol-
ması, numunedeki hedef nükleik asidin miktarını arttırır. 
Balık organ örneklerinde en yoğun CT değeri 28,35 olarak 
kaydedildi. Çalışmamızda CT değeri 35 ve sonrası negatif 
kabul edilmiştir.

Şekil 1. Plak testi sonucu (a; 10-1 dilüsyon b; 10-2 dilüsyon c; 
10-3 dilüsyon d; 10-4 dilüsyon e; 10-5 dilüsyon f; 10-6 dilüsyon)

Tablo 2. Deneme gruplarında mortalite oranları

Şekil 2. Makroskopik nekropsi bulguları (a; gözde hemoraji, b; 
vücut yüzeyinde hemoraji, c; kuyrukta erozyon, d; yüzgeç bölge-
sinde erozyon)

Tablo 3. Balık örneklerindeki viral kopya sayısı
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Tartışma ve Sonuç
VHSV, ülkemizde ilk olarak 2004 yılında kültüre alınan 
kalkan balıklarında teşhis edilmiş, (Kalaycı vd., 2006) 2005 
yılında ise virusun ilk izolasyonu yapılmıştır. Bulunan vi-
rusların tamamı genotip Ie ile ilişkilendirilmiştir (Nishi-
zawa vd., 2006). 2015 yılında yapılan bir çalışmada Doğu 
Karadeniz doğal balık türleri üzerinde VHSV prevalansı 
incelenmiş ve karadeniz alabalığı’nın (%34 mortalite) en 
duyarlı tür olduğu tespit edilmiştir. Levrek %25, çipura 
%15, gökkuşağı alabalığı ve kaynak alabalıkları %12 mor-
talite göstermiştir. İzole edilen virusların tamamı VHSV 
genotip-Ie’ye ait olduğu tespit edilmiştir (Altuntas, 2015). 
Çalışmamızda deneysel enfeksiyon sırasında balıklarda 
deri renginde koyulaşma, anemi, ekzoftalmi, ülserasyon, 
solungaçlarda belirgin soluklaşma, göz etrafı, kuyruk ve 
gövde üzerinde erezyon ve epidermal kanama odakları 
gözlemlendi ve toplam Mortalite oranı ise toplamda % 
22,9 olarak belirlenmiştir. Deneysel enfeksiyonun 15-
17. günlerinden itibaren ölen balıklarda external semp-
tomların şiddetlendiği gözlenmiştir. Özellikle Bolu\06 
izolatının verildiği balıklarda kuyrukta ve yüzgeçlerde 

şiddetli erozyon, göz etrafında kanamalar gözlenmiştir. 
Bulgular, gökkuşağı alabalıklarında Bolu\06 ile yapılan 
deneysel enfeksiyonlardaki semptomlarla tutarlılık gös-
termektedir. Işıdan vd. (2014) tarafından, VHSV genotip 
Ie suşlarının çipura ve levrek balıklarında virulansını be-
lirlemek amacıyla yapılan çalışmada, TR-SW13/G izolatı 
ile çipuraya yapılan enjeksiyon ve daldırma yöntemleriyle 
toplamda 60 balıktan 10 tanesinin öldüğü tespit edilmiştir. 
TB13/H15 izolatıyla yapılan denemede 30 balıktan sadece 
1 balığın öldüğü tespit edilmiştir. Levrek denemelerinde 
ise TR-SW13/G izolatı verilen balıklarda enjeksiyon yön-
temiyle yapılan denemede 30 balıktan 2 balığın öldüğü gö-
zlenmiş, TB13/H15 izolatı verilen balıklarda ise enjeksiyon 
denemesinde 30 balıktan 3, daldırma denemesinde ise 30 
balıktan sadece  1 balığın öldüğü tespit edilmiştir ve to-
plam mortalite oranının çipuralarda % 13,33 bulunurken, 
levrek balıklarında % 5 olarak bulunmuştur. Bu sonuçlara 
bağlı olarak bu balıkların duyarlılıklarının düşük olduğu 
ortaya konulmuştur (Isıdan ve Kutlu, 2014). Bu çalışma-
da ise TR-SW13/G izolatı verilen 54 balıktan 13 tanesi-
nin öldüğü, mortalite oranının ise % 24,07 olduğu tespit 
edilmiştir. Bolu\06 izolatı verilen 60 balıktan 19 tanesinin 
öldüğü ve mortalite oranının % 31,6 olduğu belirlenmiştir. 
Çalışmada yöntem olarak kullanılan plak testi, hücre 
kültürü vironlarının ve antiviral maddelerin miktarının 
tespiti için kullanılan en yaygın metottur. Test genellikle, 
hücrelerde enfekte olma ve replikasyon yeteneğini koruy-
an virusların nicel olarak sayısını bilmek açısından fay-
dalıdır. Ayrıca virusun saflaştırılmasını ve klonlanmasını 
kolaylaştırır (Burke ve Mulcahy, 1980; Dobos, 1976; Esco-
bar-Herrera, 2007). VHSV, doğrudan hücreden hücreye 
yayılımı ile lokalize plaklar oluşturur. Çalışmamızda,VHS 
virus izolatları için kaplama materyali olarak kullanılan 
agarozun belirgin plaklar oluşturduğunu ve virusun 
Bolu/06 izolatında titrenin arttığı ( Bolu/06 dar plak 106 
/0,1 ml, Bolu/06 geniş plak 105 /0,1 ml), TR-SW13/G 
izolatında ise titrenin azaldığı (TR-SW13/G geniş plak 107 
/0,1 ml, TR-SW13/G dar plak 105,5/0,1 ml) tespit edilm-
iştir.Dar plak çapına sahip her iki izolatında, geniş plak 
çapına sahip izolatlardan daha patojen olduğu ve mortalite 
oranları doğrultusunda gökkuşağı alabalıklarda Bolu\06 
izolatının daha patojen olduğu sonucuna ulaşılmıştır. 
Çalışmada G genine spesifik primerler ve prob kullanıldı. 
Pozitif kontrol olarak ise virusun tüm G genini içeren pla-
zmid kullanıldı. Çalışmada CT değerinin en yoğun 28,35 
olarak kaydedilmiş ve her numunede VHSV RNA’sı bulun-
muştur. 
Sonuç olarak yapılan çalışmada VHS virusunun kalkan 
balığından izole edilen TRSW13 izolatının, alabalıklardan 
izole edilen Bolu\06 izolatına göre gökkuşağı alabalıkların-
da daha düşük mortalite gösterdiği ortaya konulmuştur. 

Şekil 4. Pozitif kontrol plazmidlerle elde edilen ışıma eğrileri ve 
balık örneklerinden elde edilen RNA’ların oluşturduğu ışıma 
eğrileri (Kontrol; pürifiye edilmemiş virus, 1 nolu tank; virus 
verilmeyen kontrol grubu, 2 nolu tank; Bolu/06 geniş çaplı plak 
oluşturan izolat, 3 nolu tank; Bolu/06 dar çaplı plak oluşturan 
izolat, 4 nolu tank; TR-WS13G geniş çaplı plak oluşturan izolat, 
5 nolu tank; TR-WS13G dar çaplı plak oluşturan izolat)
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Her iki izolatın dar plak oluşturan saflaştırılmış virusların, 
geniş plak oluşturanlara göre daha patojen olduğu tespit 
edilmiştir. 
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