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OZET

Tirkiye'de gokkusagi alabaligi  (Oncorhynchus mykiss) isletmelerinde
Inkefsiydz Pankreatik Nekroz Viriisii (IPNV) yaygin iken Viral Hemorajik Septisemi
Viriisii (VHSV) 2006°da tespit edilmis ancak Infeksiydz Hematopoietik Nekroz
Viriis (IHNV) varligi bildirilmemistir. Bu ¢alismada Tiirkiye’nin 6 farkli blgesinde
IPNV, VHSV, IHNV varligi ve IPNV izolatlarinin VP2 ve VP5 gen bdlgelerinin
filogenetik gruplandirmasi yapilarak viriilensleri incelenmistir. Viriis izolasyonu BF-
2 ve EPC hiicre kiiltiirleri kullanilarak, identifikasyonu ise ELISA (Enzyme Linked
Immuno Assay) ve RT-PCR (Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile
yapilmistir. IPNV suslarinin genogruplari ve virlilens motiflerini belirlemek i¢in dizi
analizi yapilmistir. IPNV suslarinin immun gen uyarimlarinin belirlenmesi amaciyla
ise TO (Atlantik somon 6n bobrek hiicre hatt1) hiicre kiiltiirii kullanilmis ve bu hiicre
kiltirindeki IFN, Mx ve Viperin gen miktarlart RT-gPCR (Es Zamanli Ters
Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile ol¢iilmistiir. Calismada VHSV ve
IHNV tespit edilemezken IPNV’nin tiim bolgelerde yaygin ve prevalansinin %27,14
oldugu saptanmistir. VP2 gen bdlgesinin sekans ve filogenetik analiz sonuglar
Tiirkiye’den izole edilen IPNV suslarinin genogrup 5'te (serotip Sp-A2) yer aldigim
ve amino asit dizilimine gore tim suslarin P17T2; motifini  barindirdigini
gostermistir. VPS5 gen bolgesi niikleotit ve amino asit dizi analiz sonuglari suslarin
birbirlerine %97-100 benzer oldugunu ortaya koymustur. VP2 ve VP5 gen
bolgelerinin filogenetik analiz sonuglari ile suslarin cografi kokenleri arasinda
herhangi bir iligki saptanamamustir. Hiicre kiiltiirinde yapilan immun yanit
calismalarinda suslarin IFN, Mx ve Viperin genlerini uyardigi tespit edilirken suglar
arasinda immun yanit uyarimlarinin anlamli sonuglar vermedigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: IPNV, VHSV, IHNV, VP2, VPS5, viriilens



ABSTRACT

Infectious Pancreatic Necrosis Virus (IPNV) in rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) farms in Turkey is prevalent while in VHSV (Viral Hemorrhagic Septicemia
Virus) has been reported in 2006, but IHNV (Infectious Hematopoietic Necrosis
Virus) are detected yet. In this study, presence of IPNV, VHSV, IHNV and
phylogenetic analysis of VP2 and VP5 genes and virulence of IPNV in six different
regions of Turkey were examined. Virus isolation was performed using BF-2 and
EPC cell cultures, and identification was performed by ELISA and RT-PCR.
Sequence analysis was performed to determine the genogroups and virulence motifs
of IPNV strains. TO cell culture was used in order to determine the induction of
immune genes and IFN, Mx and Viperin genes was measured by RT-gPCR. In all of
Prevalance of IPNV was found 27.14% while VHSV and IHNV were not detected.
IPNV VP2 gene region was sequenced for analysis of phylogenetic examinationand
IPNV starins of were belomged to genogroup 5 (serotype Sp-A2) and the amino acid
sequence showed all strains had P,17T22; amino acid motif. The VP5 gene region
nucleotide and amino acid sequence analysis results showed that the strains were 97-
100% similar to each other. The phylogenetic analysis results of VP2 and VP5 gene
regions did not reveal any relationship between the strains and their geographical
origins. However IFN, Mx and Viperin immune genes were induced by IPNV stains,
there were no significant results.

Key words: IPNV, VHSV, IHNV, VP2, VVP5, virulence



1 GIRIS

Tiim diinyada su {irlinleri iiretimi ortalama her yil %10’dan fazla biiyiime
gostererek gelisimini siirdiirmektedir (Reinertsen ve Haaland, 1995). Ulkemizde ise
1980 yilindan bu yana kiiltiir balik¢iliginda basta gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) olmak tizere toplam balik iiretiminde hizli bir artis gériilmiis ve giiniimiizde
toplam gokkusagi alabaligi (O. mykiss) iiretim miktar1 i¢ sularda 101,166 ton/yil,
denizde ise 6872 ton/yil’a ulasmistir (TUIK, 2016). Su iiriinleri yetistiriciliginin
tiretim artisini olumsuz yonde etkileyen faktorlerin basinda hastaliklara bagl
sorunlar gelmektedir. Siirdirilebilir yetistiricilik agisindan baliklarin  uygun
kosullarda yetistirilmesi ve hastaliklardan korunmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Su
tirtinleri hastaliklarindan kaynaklanan olumsuzluklar1 engellemek amaciyla Avrupa
Birligi (AB) balik sagligi kontrolii igin gerekli yasal diizenlemeleri “AB Balik
Sagligi Rejimi” isim ve “91/67/EEC” sayili yonetmelikle yiiriirliige koymustur. Bu
yonetmelik kapsaminda balik hastaliklarindan arindirilmis kusaklar olusturulmast
icin Oncelikle mevcut hastaliklardan korunma programlarinin ve bu programlarin
olusturulmasi i¢in gerekli verilerin elde edilmesi gerekmektedir.

Su iriinleri yetistiriciliginde salgin hastaliklar biiyiik ekonomik kayiplara
neden olabilmekte ve ¢ogu durumda, koruyucu ve tedavi edici O6nlemler
alinamamaktadir. Su triinleri yetistiriciliginde meydana gelen ekonomik kayiplarin
%30-50’si hastaliklardan kaynaklanmaktadir. Diinya Bankas: 1997 yilinda kiiresel
olarak su hayvanlar yetistiriciliginde olusan hastalik kayiplarinin tahmini ekonomik
degerinin ~3 milyar ABD Dolar1 oldugunu agiklamistir (Tan ve ark. 2006).

Tiirkiye’de bugiine kadar hem kiiltiir baliklarinda hem de dogal baliklarda
goriilen viral hastaliklar konusunda yapilan ¢alismalar sinirhdir. Gokkusagi
alabaliklarinda (O. mykiss) IPNV enfeksiyonlart ile ilgili olarak Tirkiye’de yapilan
calismalar daha ¢ok vaka bildirimi veya bolgesel nitelikte olup etkenlerin detayli
genomik galigmalar1 yapilmamistir (Degirenci ve ark, 2008; Kalayc ve ark., 2012;
Toplu ve ark., 2010). Viral hastaliklarla miicadelede hastalik etkeni viriislerin



genotipik karakterlerinin bilinmesi koruma ve kontrol stratejilerinin belirlenmesinde

onemli bir unsurdur. Bu arastirmada;

Ulkemizin 6 farkli bolgesindeki gokkusagr alabaligi (O. mykiss)
isletmelerinde IPNV, VHSV ve IHNV varliginin aragtirilmast,

IPNV suslarinin VP2 gen bolgesine gore genotiplendirilmesi,

IPNV suslarmin VP2 ve VP5 gen bolgelerindeki varyasyonlarina gore

viriilenslerinin belirlenmesi,

IPNV suslarinin immun gen uyarimlarinin 6lgiilmesi amaglanmuistir.



2 GENEL BIiLGILER

2.1 Infeksiy6z Pankeratik Nekrozis
2.1.1 Tarihgesi

Infeksiy6z Pankreatik Nekroz (IPN) hastaligs ilk olarak Kanada’da 1940
yilinda McGonigle tarafindan, besin kesesini absorbe etmis, yeme baslama
donemindeki yavru alabaliklarda bildirilmistir (McGonigle, 1941). O ddonemde
beslenme hatalarina bagli bir sendrom oldugu diistiniilmesi nedeniyle Akut Kataral
Enteritis olarak isimlendirilmistir. Wood ve arkadaslari on dort yil sonra akut kataral
enteritisle seyreden olgunun infeksiyoz o6zellikte oldugunu ortaya koymus ve
hastaliga, pankreasta goriilen lezyonlara dayanarak infeksiyoz Pankreatik Nekroz
adm vermistir (Wood ve ark., 1955). infeksiydz Pankreatik Nekroz Viriisii (IPNV),

hiicre kiiltiriinden izole edilen ilk balik virtsiidiir.

IPNV ilk olarak Amerika’da 1957 yilinda Wolf ve arkadaslari tarafindan dere
alasindan (Salvelinus fontinalis) izole edilmistir (Wolf ve ark., 1958). Bu prototip
1963 yilinda Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu’nda (ATCC) VR299 referans
numarasiyla kayit altina alimmistir. Gokkusagi alabaliklarindan (O. mykiss) ise ilk
defa Parisot ve arkadaslar1 tarafindan 1963 yilinda izole edilmistir (Parisot ve ark.,
1963). Avrupa’da ilk IPN salgmi 1964 yilinda Giiney Fransa’daki gokkusagi
alabaliklarinda (O. mykiss) goriilmiistiir. Danimarka’nin Spjarup kasabasinda 1968
yilinda gokkusagi alabaliklarindan (O. mykiss) izole edilen viriis, Sp (Sjarup)
serotipi olarak adlandirilmistir (Jorgensen ve Bregnbal, 1969). Asya’da ilk IPNV
izolasyonu Japonya’da 1971, Tayvan’da 1983 ve Yeni Zelanda’da 1987 yilinda
yapilmistir (Duncan ve ark., 1991; Wolf, 1988).

Ulkemizde gokkusagi alabaligi (O. mykiss) yumurtalarmn ithalatinin 1990
yilindan sonra hizla artmasiyla beraber yavru baliklarda tedavi edilemeyen o6liimler

goriilmustiir. Hastaligin tipik belirtileri ve yiiksek 6lim orani IPN varligina isaret



etmistir. Ulkemizde Timur ve arkadaslar tarafindan 1993 yilinda yapilan elektron
mikroskopi ve histopatoloji ¢alismalartyla IPN varligi kanitlamistir (Timur ve ark.,
1993). Buna ragmen Tiirkiye’de IPNV, ilk olarak 2002 yilinda Candan tarafindan
gokkusagi alabaliklarinda (O. mykiss) bildirilmistir (Candan, 2002).

IPN hastaligi, Avrupa Birligi 91/67/EEC kararnin Annex A boliimiinde yer
alan liste Il igerisinde bulunmaktadir. IPN, 2006 yili sonuna kadar Diinya Hayvan
Saghg Orgiitii’'nde (OIE) bildirimi zorunlu hastaliklar listesinde yer alirken 2006
yilindan sonra listelerden ¢ikarilmistir (OIE, 2006). Ulkemizde ise 3285 sayili
Hayvan Saghgi Zabitast Kanunu’na gore yayimlanan ihbari Mecburi Hastaliklar
tebligine gore (Tarim ve Koy Isleri Bakanligi, 2004) Bildirimi Zorunlu Balik
Hastaliklar1 Listesi iginde yer almaktayken 12.07.2007 tarih ve 2007/32 sayili teblig
ile Thbar1 Mecburi Hastaliklar Listesi’nden ¢ikarilmistir (GTHB, 2007).

2.1.2 Hastahigin Etiyolojisi
2.1.2.1 Taksonomisi

IPNV, Birnaviridae ailesine mensup Aquabirnavirus genusunda yer alan,
yaklasik 6 kbp, ¢ift sarmalli, iki segmentli RNA’ya (dSRNA A ve B) sahip, 55-75 nm
capinda, zarfsiz ve ikozahedral yapida, tek katmanli kapsid ile cevrili bir virtistiir
(Dobos, 1976; Dobos, 1995a; Dobos ve Rowe, 1977; Macdonald ve Dobos, 1981).
Birnaviridae ailesi icerisinde Aquabirnaviriislerin yamsira Infeksiyoz Bursal
Hastaligi Viriisi’niin (IBDV) iginde bulundugu Avibirnaviriis ve Drosophila X
Viriisti’niin (DXV) iginde bulundugu Entomobirnaviriis genusu da yer almaktadir
(ICTV, 2017). Akuatik birnaviriisler Birnaviridae ailesinin en genis grubunu
olusturmakta olup en az 32 farkli balik ailesinden, 11 yumusakca ve 4 farkli kabuklu
cinsinden izole edilmistir (Hill ve Way, 1995).

2.1.2.2 Genomu

Cift segmentli dSRNA genomuna sahip IPNV, ~ 3,1 kb’lik A segmenti ve ~
2,3 kb’lik B segmentinden olusur (Dobos, 1976; Dobos ve Rowe, 1977). Segment A
genomunda iki adet acik okuma c¢ercevesi (Open Reading Frames (ORF))
bulunmaktadir. Biiyilk ORF 106 kDa boyutunda olan NH2-pVP2-NSprotease-VP3-



COOH poliproteinini kodlamaktadir. Bu poliprotein ii¢ polipeptide ayrilir. Bunlar
major kapsid proteini olan VP2’nin (Viral Protein) onciil proteini olan pVP2
(Precursor Viral Protein- Onciil Viral Protein), yapisal olmayan serin-lizin proteaz
aktiviteli VP4 ve minor i¢ kapsid proteini olan VP3’tiir (Duncan ve Dobos, 1986;
Duncan ve ark., 1987; Havardstein ve ark., 1990; Leong ve ark., 2000; Magyar ve
Dobos, 1994; Manning ve Leong, 1990). Kiigiik olan ORF ise 17 kDa boyutunda,
arginin igerigi bakimmdan zengin, yapisal olmayan bir polipeptidi kodlar (Dobos,
1995a). Bu bolge VP2 bolgesinin N terminal kismi ile st iiste gelmektedir
(Havardstein ve ark., 1990; Magyar ve Dobos, 1994). Bu yapisal olmayan proteini
kodlayan bolge VP5 gen bolgesi adi ile anilir. Yapilan g¢alismalarda bu protein
enfekte hiicrelerde tespit edilmistir (Magyar ve Dobos, 1994).

Segment A; VP2-VP3 adinda iki yapisal ve VP4-VP5 adinda iki yapisal
olmayan dort viral proteini kodlarken Segment B, RNA’ya bagli RNA polimeraz
enzimini (RNA dependent RNA-polymerase (RdRp)) sentezleyen ve yapisal olmayan
minor internal VVP1 proteinini kodlar (Duncan ve ark., 1991). IPNV’ye ait bu 5 viral
polipeptidin farkli 6zellikleri vardir. Bunlardan VP1; RNA polimeraz karakterde ve
95-105 kDa’dur. VP1 proteini toplam virion proteinin yalnizca %4 {ini
olusturmaktadir (Dobos, 1995b). VP2; 46-54 kDa boyutunda major kapsid proteini
olup dominant virion proteinidir. Infektivitede ve tip spesifik nétralizan monoklonal
antikor iiretiminde nemli bir role sahiptir. Internal virion proteini olan VP3, 31-32
kDa’dur. Yapilan ¢aligmalar; IBDV’nin VP3 gen bélgesinin viriisiin i¢ yapt proteini
oldugunu ve viral yasam dongiisiinde onemli gorevleri oldugunu ortaya koymustur
(Maraver ve ark., 2003). VP3, toplam virion proteinin %34 {inii olusturur. (Dobos,
1995a). VP4; proteaz karaktede yapisal olmayan bir proteindir ve 29 kDa
boyutundadir. VP5 de yapisal olmayan bir proteindir ve 17 kDa boyutundadir (Dobos
ve Rowe, 1977) (Sekil 1).
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Sekil 1: IPNV genom yapis: (http://viralzone.expasy.org/viralzone/all_by_species/571.html)

2.1.3 Genogruplari ve Serotipleri

I[PNV'in i¢inde bulundugu Aquabirnavirusler bir¢cok akuatik hayvandan
izole edilirken antijenik olarak farkli gruplara ayrilmaktadir. Aquabirnavirus
genusuna ait viriisler ¢apraz notralizasyon testi ¢alismalarina gore A, B, C ve D
olmak tizere dort serogruba ayrilmistir (Mutoloki ve Evensen, 2011; Ruane ve ark.,
2009). Poliklonal antikorlarla yapilan notralizasyon testleri ve monoklonal
antikorlarla yapilan enzim immunoassay calismalar1 ile serogrup A igerisinde 9
serotipin bulundugu belirlenmistir (Hill ve Way, 1995). Bu serotipler; A1 (WB: West
Buxton, VR 299), A2 (Sp: Spjarup), A3 (Ab: Abild), A4 (He: Hecht), A5 (Te:
Tellina), A6 (C1: Canada 1), A7 (C2: Canada 2), A8 (C3: Canada 3) ve A9 (Jasper;
VR1325) adlar ile anilmaktadir (Bowers ve ark., 2008; Caswell-Reno ve ark., 1989;
Hill ve Way, 1995).

Serotip A1 Amerika, serotip A6-A9 Kanada, serotip A2-A5 ise Avrupa ve
Asya izolatlarindan olusmaktadir (Blake ve ark., 2001; Mutoloki ve Evensen, 2011;
Nishizawa ve ark., 2005; Romero-Brey ve ark., 2009). Serogrup B icersinde ise
sadece Ingiltere’deki yumusakcalardan izole edilen B1 (TV-1) serotipi
tanimlanmistir (Hill ve Way, 1995). Bazi arastirmacilar tarafindan serogrup A iginde
A10 (N1) serotipinin de oldugunu ileri siirmiis (Christie ve ark., 1988) ancak daha
sonra bu serotipin Sp serotipi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Melby ve Christie,
1994). Genis konak¢1 ve cografi dagilimina ragmen, izolatlarin biiyiik ¢ogunlugu
antijenik olarak referans serotiplerle (WB, Sp ve Ab) biyiik benzerlik
gostermektedir.



IPNV’ler arasinda antijenik varyasyonun cesitlilik gosterdigi birgok arastirma
ile ortaya konmustur (Caswell-Reno ve ark., 1986; Lee ve ark., 1996; Ruane ve ark.,
2009). Dis kapsid proteini olan VP2, koruyucu antikor cevabini olusturan ana
noétralizasyon epitoplarini icermektedir (Song ve ark., 2005) ve daha once yapilan
calismalarda VP2’nin konakg¢1 hiicrede tip spesifik monoklonal antikor iiretimini
uyardig1 bildirilmistir (Caswell-Reno ve ark., 1989; Dobos, 1995a; Heppell ve ark.,
1995; Melby ve Christie, 1994; Nicholson, 1993). Bu nedenle VP2, en 6nemli
viriilens faktorlerinden biridir ve genotiplendirmede kullanilmaktadir (Das ve ark.,
2007; Moon ve ark., 2004; Labus ve ark., 2001). Kapsid proteininin (VP2) aminoasit
sekans caligmasi yapilarak suslarin cografi kokeni ile serolojik siniflandirmasi
arasinda bir baglant1 oldugu ortaya konmustur (Hill ve Way, 1995). VP2 gen bolgesi
tizerinde yapilan molekiiler filogenetik caligmalarda IPNV’lerin 6 farkli genogrup
icinde 9 serotipe ayrildigr bildirilmis fakat genogrup sayisinin farkli cografi
bolgelerdeki baliklardan izole edilen virlis suslarinin sekans caligmalart ile

artabilecegi belirtilmistir (Blake ve ark., 2001; Cutrin ve ark., 2004).

Tablo 1: Bagisiliktan sorumlu yiizey glikoproteini olan VP2 baz alinarak yapilan siniflandirmada ortaya konulan 6
genogrup.

Genogrup Serotip

Genogrup | Serotip A9 (Ja) ve Al (WB)
Genogrup 11 Serotip A3 (Ab)
Genogrup 11 Serotip A2 (Sp) ve serotip B1 (TV-1)
Genogrup IV Serotip A5 (Te) ve A6 (C1)
Genogrup V Serotip A7 (C2) ve A8 (C3)
Genogrup VI Serotip A4 (He)

Bunlara ek olarak genogrup 11l ve 1V igerisinde bulanan A2-AS serotiplerinin
baslica Avrupa izolatlarin1 olusturdugu ortaya konmustur (Bain ve ark., 2008; Blake
ve ark., 2001; Brey ve ark., 2009; Cutrin ve ark., 2004). Baliklardan izole edilen
IPNV suslarinin ¢ogunlukla serotip Al (WB), A2 (Sp) ve A3 (Ab) igerisinde yer
aldigi bildirilmistir (Hill ve Way, 1995).



Tiirkiye’de Bornova Veteriner Arastirma Enstitiisii tarafindan 2004-2011
tarihleri arasinda izole edilen 112 adet IPNV izolatindan 38 tanesi Avrupa Birligi
Referans Laboratuvari olan Danish Institute for Food and Veterinary Research

tarafindan Sp serotipi olarak serotiplendirilmistir (Kalayci ve ark., 2012).
2.1.4 Replikasyonu

Chinhook Somon Embriyo (CHSE-214) hiicrelerinde IPNV replikasyon
dongiisiiniin 15°C'de yaklasik 24 saat veya 22°C'de 16-20 saat siirdiigii bildirilmistir
(Dobos, 1995b; Lannan ve ark., 1984). IPNV’nin, diger zarfsiz hayvan viriislerinde
oldugu gibi, hiicrelere spesifik olarak baglandiktan sonra reseptor aracili endositoz
ile konake1 hiicreye girdigi goriilmektedir (de las Heras ve ark., 2008; Granzow ve
ark., 1997; Kuznar ve ark., 1995). IPNV’nin, CHSE-214, BF-2 (Bluegill Fry) ve
EPC (Epithelioma Papulosum Cyprini) gibi balik hiicre hatlarma spesifik olarak
baglandig1 ortaya konmustur (de las Heras ve ark., 2008). IPNV’nin replikasyon
dongiisiiniin - sitoplazmada gergeklestigi rapor edilmistir (Cohen, 1975). Viral
mRNA’nin (Messenger RNA-haberci RNA), enfeksiyondan 4-6 saat sonra tespit
edilebilecegi ve daha sonra hiicre igerisinde viriise 6zgii polipeptidlerin olustugu
bildirilmigtir. Enfeksiyondan 8-10 saat sonra viral RNA'nin sentezinin en yiiksek
seviyesine ulastig1 bilinmektedir (Dobos, 1995b). Herhangi bir ekzositoz veya baska
bir virtis salinim mekanizmasi gézlemlenmedigi igin viral soylarin hiicrelerden nasil

salindig1 belirsizdir (Granzow ve ark., 1997).
2.1.5 Viriilens Faktorleri

Viral genom, konak¢i bagisiklik sistemi tarafindan uygulanan giiglii
seleksiyon baskis1 altindadir. ilk olarak Sano ve ark. (1992) Segment A’nin
IPNV’nin viriilensiyle iligkili oldugunu belirtmistir. Atlantik somon (Salmo salar)
yetistiriciligindeki IPN salginlarinda mortalitenin %6-90 arasinda degistigi rapor
edilmistir. Mortalitedeki degiskenligin nedenini belirlemek amaciyla, IPNV
izolatlarmin genomik dizilemesi yapilarak viriilens varyasyonlarinin molekiiler
temeli incelenmistir (Blake ve ark., 2001; Santi ve ark., 2004). Yapilan galismalarda,
VP2 (Blake ve ark., 2001; Santi ve ark., 2004) ve VP5 (Santi ve ark., 2004) gen

bolgelerinin sekanslarinda farkliliklarin oldugu ortaya konmustur. VP2 sekansinda



belirli amino asitlerdeki degisimin, bir susun viriilensinin belirlenmesinde 6nemli
oldugu bildirilmistir. Sekans analizi sonuglarina gore VP2 gen baolgesinin VP1, VP3
ve VP4 gore daha fazla genetik varyasyon igerdigi ortaya konmustur (Santi ve ark.,
2004).

2.1.5.1 VP2 Gen Bolgesi

VP2 proteini, viriisiin hiicreye tutunma bolgesidir. VP2 gen bdlgesi viriisiin
dis kapsid proteinini kodlar ve bu da konak¢ida notralizasyon antikorlarinin
olusmasina neden olur. Bu boélge dis kapsid proteinlerini kodladigindan viriisiin
hiicreye tutunma mekanizmasini diizenler (Dobos, 1995a). Filogenetik analizlerde
kullanilan VP2 gen bolgesi, IPNV’nin ana yapisal immunojenik bélgesini kodlar ve
¢ok hizli varyasyona ugrayan polipeptidlerden olusmaktadir. Yapilan ¢alismalarda
notralizan monoklonal antikorlarin biiyiik ¢ogunlugunun VP2 proteininde bulunan
epitoplarla etkilesime gectigi ortaya konmustur (Caswell-Reno ve ark., 1986;
Christie ve ark., 1990; Frost ve ark., 1995; Liao ve Dobos, 1995; Tarab ve ark., 1993,
1995). VP2 gen bolgesinin 204-330. amino asit dizileri arasinda iki degisken bir de
korunmus noétralizasyon epitoplarini kodlayan 3 bolgenin oldugu ortaya konmustur.
VP2 gen bolgesi tiizerinde 199., 217., 221., 247., 286., 500. aminoasit
pozisyonlarindaki farkliliklarin mortalite oranma etki ettigi bildirilmistir (Frost ve
ark., 1995).

IPN salginlarinda degisken mortalite goriilmesi suslarin sahip oldugu viriilens
farkliliklarindan kaynaklanmaktadir. VP2 gen bolgesindeki 6zel amino asit
pozisyonlarinin zamanla degisiklige ugramast bu viriilens farkliliklarina neden
olmaktadir. Bu gen bolgesi tarafindan kodlanan 217., 221. ve 247. amino asit dizileri

IPNV susunun viriilensinde belirleyici rol oynamaktadir (Santi ve ark., 2004). Zira;

- 217°de Treonin, 221°de Alanin (T217A21) tastyan suslarin yiiksek viriilent,

- 217°de Prolin, 221’de Alanin (P217A221) tasiyan suslarin orta diizeyde
viriilent,

- 217°de Treonin, 221°de Treonin (T217T221) veya 217°de Prolin, 221’de

Treonin (P217T221) tasiyan suslarin ise diisiik/aviriilent oldugu belirlenmistir



(Bain ve ark., Gadan ve ark., 2013; Julin ve ark., 2013; 2008; Santi ve ark.,

2004; Santi ve ark 2005; Song ve ark., 2005).

Zaman igerisinde virlis genomunda olusan mutasyonlara bagli olarak
avirlilent suslarin viriilent hale gecebildigi bildirilmektedir (Gadan ve ark., 2013). Bu
nedenle genetik diizeyde yapilacak olan epidemiyolojik ¢alismalarda en yakin tarihte

izole edilen izolatlarin kullanilmasi 6nemlidir.

VP2 bolgesindeki 221. amino asit pozisyonunun persiste enfeksiyonla iliskili
oldugu bildirilmistir. Bu pozisyonda treonin amino asidini kodlayan suslarla enfekte
edilen baliklarin tamaminda persiste enfeksiyon olustugu, alanin kodlayan suslarla
enfekte edilen baliklarin ise bir kismimnin persiste enfekte oldugu bildirilmistir (Song
ve ark., 2005).

2.1.5.2 VPS5 Gen Bolgesi

IPNV’nin VP5 gen bolgesi konak¢i hiicrede antiapoptozis yolunu
diizenlemektedir (Hong ve ark., 2002). Onceki yillarda yapilan calismalarda VPS5
proteininin  baslangi¢  kodonunda  varyasyonlarin  bulundugu ve bunun
genotiplendirmede kullanilabilecegi ortaya konmustur (Davies ve ark., 2010; Heppell
ve ark., 1995; Magyar ve Dobos, 1994; Shivappa ve ark., 2004; Weber ve ark.,
2001). Santi ve arkadaslar1 2004 yilinda yayinladiklari bir ¢alismada A segmentinin
niikleotid sekansinda en ¢ok varyasyon bulunan bélgenin VP2 daha sonra da VP5

oldugunu belirtmistir (Santi ve ark., 2004).

Apoptozis, hiicrenin programli 6liimi olarak bilinen ve viriislerin hiicrede
replikasyonunu smirlayarak hastaligin baskilanmasinda dogal immun yanit olarak
gorev yapan bir prosestir (Everett ve McFadden, 1999). Birnavirade ailesinin diger
bir iyesi olan IBDV’nin, enfekte tavuklarin dokularinda ve peripheral kan
lenfositlerinde apoptozi indiikledigi ortaya konmustur (Lam, 1997; Tanimura ve
Sharma, 1998; Vasconcelos ve Lam, 1994). Hem IBDV hem de IPNV’nin VP5 gen
bolgesinin viriisiin replikasyonunda elzem olmadigi ortaya konmus (Mundt ve ark.,
1997; Santi ve ark., 2005; Weber ve ark., 2001) fakat fonksiyonlarinin farkli
olabilecegi diisiiniilmektedir. IBDV ile enfekte hiicre kiiltiirden eksprese edilen VP5

proteinlerinin hiicre membraninda birikerek membran gecirgenligini degisitirip
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apoptozu indiikledigi bilinmektedir (Lombardo ve ark., 2000; Yao ve Vakharia,
2001). Fakat heniiz IPNV’de VP5’in tam olarak hiicredeki fonksiyonlari ortaya

konulamamustir.

Hong ve ark. (2002) yaptiklar1 ¢alismada VP5’in antiapoptotik etkisi
oldugunu bildirirken Santi ve ark. (2005) ise yaptiklari in vitro ve in vivo
calismalarda VP5’in antiapoptotik etkilerine rastlamadiklarini bildirmislerdir. Bu
durumun, her iki c¢alisamada kullanilan viriis suslarinin farkli olmasina bagh
olabilecegi ve ileri ¢alismalara gerek duyuldugu sonucuna varmiglardir (Hong ve
ark., 2002; Santi ve ark., 2005). Bu da VP5 gen bolgesinin sekans g¢aligsmalarinin

onemli oldugunu ortaya koymaktadir.
2.1.6 Epizootiyolojisi

IPNV, hem deniz hem de tathh su baliklarinda hastalik olusturabilen bir
viriistiir. Salmonid olmayan balik tiirlerinden japon baliginda (Carassius auratus),
diskusta (Symhysodon discus), c¢apak baliginda (Abramis brama), kalkanda
(Scophthalmus maximus), sarikuyrukta (Seriola quinqueradiata), yilan baliginda
(Anguilla anguilla), cizgili levrekte (Morone saxatilis), halibutta (Hippoglossus
hippoglossus), Atlantik kodda (Gadus morhua) ve levrekte (Dicentrarchus labrax)
hastalik olusturdugu bilinmektedir (OIE, 2006). IPNV’nin, Amerika, Avrupa, Asya,
Avusturalya ve Giliney Afrika’daki salmonid kulugkahanelerinde ¢ok yaygin oldugu
bilinmektedir (Crane ve ark., 2000; Davies ve ark., 2010). Viriis, ozellikle yavru
gokkusagi alabaliklarinda (O. mykiss) %70’e varan mortaliteye sebep olabilmektedir
(Roberts ve Pearson, 2005; Wolf ve ark., 1960). Kiimiilatif mortalitenin; viriis susuna
(McAllister ve Owens, 1986), viriis dozuna (Bebak ve McAllister, 2009) ve su
sicakligi gibi ¢evresel faktorlere (Bebak-Williams ve ark., 2002) baglh olarak %10 ile
%90 arasinda degistigi kaydedilmistir. IPNV’nin, gokkusagi alabaligi (O. mykiss) da
dahil olmak tizere bir¢ok balik tiiriinde gametler araciligiyla sonraki nesillere vertikal
olarak bulastig1 kesin olarak ortaya konmustur (Ahne ve Negele, 1985; Bullock ve
ark., 1976; Dorson ve Torchy, 1985; Smail ve Munro, 1989; Wolf ve ark., 1968).
Hastaligi gecirmis olan baliklar viriisiin tasiyicist konumuna gegerek uzun siire

viriisiin etrafa sagiliminda rol oynamaktadir (Munro ve Midtlyng, 2011).
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IPNV enfeksiyonunun ¢ok genis bir cografyada yaygin goriilmesinin nedeni
tilkeler arasinda yapilan viriisle enfekte yumurta ve yavru balik aligverisidir. Bu yolla
Norveg’ten uzun yillar yumurta ve yavru ithal eden Sili’de ortaya ¢ikan IPN
salginlarinda Norve¢ kaynakli IPNV’ler izole edilmistir (Mutoloki ve Evensen,
2011).

Hastaligin ¢ikis noktasinin IPNV ile enfekte kulugkahaneler ve asemptomatik
tasiyici baliklar oldugu diistiniilmektedir. Viriis, tasiyici baliklarin sperm, yumurta ve
diskilart ile dis ortama yayilmaktadir (Dopazo ve Barja, 2002; Wolf, 1988). Bulasma;
viriisle kontamine olmus materyalle direkt temas yoluyla, solungaclar ve sindirim
sistemi kanal1 yoluyla, vertikal olarak da yumurta ve spermler araciligiryla olmaktadir

(Dopazo ve Barja, 2002).

IPNV deneysel enfeksiyon ile tavuk, baykus, marti ve mink gibi cesitli
hayvan tiirlerinden tekrar izole edilmesine ragmen bu hayvan tiirlerinde dogal
enfeksiyon yaptigi gosterilememistir. Bu da kanatli ve memeli hayvanlarin IPNV nin
yayilmasinda mekanik vektor oldugunu diisiindiirmektedir (Schlotfeldt, 1979). IPNV
ile kontamine ciftliklerin atik sulari ile viriisiin dogal baliklara bulastigi ve gevreye

viriistin yayildig bildirilmistir (McAllister ve Bebak, 1997).

Ispanya’da yapilan bir calismada salginlarin sicak bolgelerde ilkbahar
aylarinda, daha serin bolgelerde ise ilkbahar sonu ve yaz aylarinda gorildigi
saptanmugtir (Sanjuan ve ark., 1994). Yavru baliklarda Klinik bulgular tipik olarak 3-
5. giinlerde gozlenmektedir (Frantsi ve Savan, 1971; McAllister ve Owens, 1986;
Silim ve ark., 1982; Wolf, 1988). En yiiksek mortalite genellikle 12-18. giinler
arasinda goriiliir. Hastalik gelisimi igin optimum sicaklik 10°C-14°C arasinda
degismektedir (Noga, 1996). IPN, genellikle yavru baliklarda mortaliteye neden
olmakla birlikte, deniz suyuna transfer edilen Atlantik somonlarda (S. salar) da

yiiksek 6liim orani bildirilmistir (Melby ve Christie, 1994; Smail ve ark., 1992).

Yiksek mortalite genellikle yavru ve parmak boydaki baliklarda
goriilmektedir. Hastaligin yaygin oldugu yerlerde, cevresel kosullarin iyi olmadigi,
balik yogunlugunun ve stresin fazla oldugu ciftliklerde erigkin baliklarda da mortalite

oraninin % 30-40’a ulastig1 bildirilmistir (Kalayc1 ve ark., 2012).
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Tirkiye’de Bornava Veteriner Arastirma Enstitiisii tarafindan yapilan
epidemiyolojik tarama calismalarinda hastaligin ayni kaynaktaki isletmelere suyla
yayildigi, farkli yerlerdeki isletmelere ise yumurta ve yavru balik aligverisi ile
bulastig1 belirlenmistir (Kalayc1 ve ark., 2012). Degirmenci ve ark. (2008) tarafindan
2003-2008 yillar1 arasinda Marmara, I¢ Anadolu, Ege ve Giineydogu Anadolu
bolgelerindeki gokkusagi alabaliklarindan (O. mykiss) toplam 21 IPNV susu izole
edilmistir. Toplu ve ark. (2010), bir alabalik isletmesinde nekropside herhangi bir
belirtiye rastlamamalarina ragmen, Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR) ile IPNV varligini tespit etmislerdir.

2.1.7 Klinik Belirtileri

IPN hastaliginin belirtileri konak¢inin tiiriine, yasina, viriisiin serotipine ve su
sicakligina gore degisebilmektedir (Frantsi ve Savan, 1971). Akut IPN, 1-4 aylik
baliklarda goriiliir ve kimiilatif mortalite %10-90 degisir. Alt1 ayliktan biiyiik
baliklarda hastalik subklinik ve/veya asemptomatik olarak seyreder. Yasl baliklarda
hastalik, stres nedeniyle yeniden aktive olabilir (Cagirgan ve ark., 1996). Hasta
baliklarda istahsizlik, 6zellikle viicudun arka 1/3’liik kisminda renk koyulagmasi,
ekzoftalmus, spiral ylizme, asites, solungaglarda solgunluk, uzamis halde diski
(pseudofeces) goriilen en tipik semptomlardir. I¢ organlarin incelemesinde mide ve
bagirsaklarin bos oldugu, sari, jelatinimsi bir eksudat ile dolu oldugu, bazi1 yavru
baliklarin dalak, kalp, karaciger ve bobreklerinin solgun oldugu, pilorik seka ve
anterior adipoz dokuda petesiyel kanamalarin oldugu ve karin boslugunda asites
goriildigi bildirilmistir (Noga, 1996; Wolf, 1988; Yasutake, 1975). IPNV’nin,
salmonid olmayan balik tiirlerinden sar1 kuyruklarim (S. quingeradiata) bas
bolgesinde hemoraji ve asites, Japon yilan baliklarinda (A. japonica) nefrit, kalkan
baliklarinda (S. maximus) hematopoietik dokuda nekroz, levrek (D. labrax)
larvalarinda spiral sekilde yiizme, hava kesesinde siskinlik ve ekzoftalmusa neden

oldugu bildirilmistir (Dopazo ve Barja, 2002; Noga, 1996; Wolf, 1988).
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2.1.8 Patogenezi

IPNV’nin viicuda solungaglar ve sindirim yolu ile girdigi bilinmektedir
(Dopazo ve Barja, 2002; Smail ve Munro, 1989). Hastaligin inkiibasyon siiresi; su
sicakligi, baligin yasi, tiirdi, virtis miktar1 ve etkenin viriilensine gore degismektedir.
IPNV ile yapilan deneysel enfeksiyonlarda immersiyon yolu ile viriisiin baliklara
verilmesinden 6-20 giin sonra 6liimlerin basladig1 goriilmiistiir. Viriisiin enjeksiyon
yoluyla verilmesinden sonra ise 3-10 giin igerisinde baliklarda 6liimlerin basladigi
gozlemlenmistir. Su sicakliginin 10-16°C arasinda oldugu zamanlarda hastaligin
inkiibasyon periyodunun en kisa oldugu, en fazla dliimlerin ise 10-13°C arasinda
gergeklestigi goriilmektedir. 4-6°C arasinda ve 16°C’nin tizerindeki sicakliklarda
oliim oranmin distigi bildirilmektedir. Salginlarin 4-6°C’de 4 ay, 10-16°C’de ise 36
hafta siirebildigi belirtilmistir (Dopazo ve Barja, 2002).

Yapilan deneysel enfeksiyondan sonraki 40 giinliik siire icerisinde IPNV,
plazmadan ve basta mononiikleer hiicreler olmak tizere 16kositlerden izole edilmistir.
Intraperitonal enjeksiyon ile olusturulan enfeksiyondan sonra viral antijenin floresan
antikor teknigiyle (FAT) 3. giinde pankreasta, 9. giinde ise bobrekte bulundugu
gosterilmistir. Viriisiin tasiyict baliklarda klinik belirti gostermeden 6n bobrekten ve

I6kositlerden 3 yila kadar izole edilebildigi belirtilmistir (Smail ve Munro, 1989).
2.1.9 Patolojisi

IPN hastaliginda histopatolojik bulgularinin viriisiin serotipine, konakgiya ve
cevresel kosullara bagl olarak degisebildigi bildirilmistir (Smail ve Munro, 1989).
Ozellikle pankreasmn ekzokrin salgi dokularinda nekroz tablosu géze carpmaktadir
(Cagirgan ve ark., 1996). Pankreas nekrozu genellikle fokal olmakla birlikte asiner
dokuda lenfositik infiltrasyon bulunur. Enfeksiyonu atlatan baliklarda ekzokrin doku,
yag doku ile dolar. Bagirsaklardaki patolojik bozukluklar sadece klinik olarak
hastalik belirtisi gosteren baliklarda goriiliir. Hasta baliklarda bagirsak mukozasinda
dokiilme veya nekroz ile karakterize kataral enterit tablosu vardir. Pilorik seka epitel
hiicrelerinde McKnight hiicreleri sekillenir. Bobrekteki hematopoietik dokuda 6dem
ve nekroz vardir. Histopatolojik incelemede karacigerin ¢ok az etkilendigi goriiliir

(Noga, 1996; Yasutake, 1975; Wolf ve Qimby 1970). Enfeksiyonu gegirmis tasiyici
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baliklarda 2,5 yasma gelinceye kadar ekzokrin pankreasin %75’inde dejeneratif
bulgular goriilebilir. Ekzokrin pankreas dokusunun %75°i dejenere olsa bile kalan
kismui sindirim islevinin goériilmesi igin yeterlidir (Smail ve Munro, 1989). Bunlara ek
olarak Atlantik somon (S. salar) yavrularinda yapilan deneysel enfeksiyonda
karacigerde siddetli nekroz tablosu oldugu bildirilmistir (Santi ve ark., 2004; Taksdal
ve ark., 1997).

2.1.10 Teshisi

IPNV’nin identifikasyonu hiicre kiiltiiriinden viriisiin izolasyonunu takiben
immunolojik testler uygulayarak yapilmaktadir (Agius ve ark. 1982; Sanz ve Coll,
1992; Smail ve Munro, 1989; Wolf, 1970). identifikasyon amaciyla; notralizasyon ve
%50 plak notralizasyon (Hill, 1977; Vestergard ve ark., 1971), FAT (Swanson ve
Gillespie, 1981), immunperoksidaz (Fasial ve Ahne, 1980), komplement fikzasyon
(Finlay ve Hill, 1975), counterimmunoelektroforez, koagliitinasyon (Kimura ve ark.,
1984), ELISA (Enzymelinked immunoassay) (Nicholson ve Caswell, 1982),
immunoblot (McAllister ve Schill, 1986), polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) (Lopez
Lastra ve ark., 1994) testleri kullanilabildigi bildirilmistir.

IPNV’nin izolasyonu igin Atlantik Somon (AS), BF-2, CHSE-214, EPC ve
Rainbow Trout Gonad (RTG-2) gibi bircok hiicre hattinin duyarli oldugu
bildirilmesine ragmen rutin teshiste duyarliligi en fazla olan CHSE-214 ve BF-2
hiicre hatlar1 kullanilmaktadir (Wolf, 1988; Lidgerding, 1981). IPNV’nin hiicre
kiiltiirtinde izolasyonunda kullanilan sicaklik 15-20°C’dir. Genellikle 48 saat icinde
hiicre kiiltiiriinde CPE (Sitopatik etki) goriiliir. IPNV’nin olusturdugu CPE ilk 24 saat
icinde ¢ekirdek piknozu ve gozle goriilebilir kiigiik plaklar, 48-72. saatte icinde ise
total hiicre yikimiyla karakterizedir (Smail ve Munro, 1989). IPNV’yi dokudan direkt
olarak tespit etmek amaciyla RT-PCR test metodu da kullanilmig ve bu metodun
birgok arastiric1 tarafindan en hassas metot oldugu bildirilmistir (Dopazo ve Barja,
2002; Taksdal ve ark., 2001). Blake ve ark. (1995) IPN hastaliginin teshisinde, hiicre
kiiltiirtinden viriis izole edilmesi ve RT-PCR metodunun %100 ayni sonucu verdigi

bildirmistir.
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2.1.11 immunitesi

Memelilerde oldugu gibi baliklarda da patojen etkenlere karsi spesifik ve
non-spesifik immun savunma sistemleri vardir. Salmonid baliklarda IPNV’ye karsi
non-spesifik savunmanin sitokinlerden tip I interferon (IFN) aracilig1 ile oldugu
bildirilmektedir. Humoral immun sistem ile ilgili ¢alismalar da bulunmaktadir
(Larsen ve ark., 2004; Mackelvie ve Desautels, 1975). Yapilan bir ¢alismada eriskin
alabaliklara IPNV’nin VR299 serotipi enjekte edilmis ve birkag ay sonra baliklarda
notralizan antikorlar tespit edilmistir (Wolf ve ark., 1969). Tasiyict baliklarin
serumlarinda da nétralizan antikor tespit edilmis ve bu antikorun tetramerik yapida
(IgM  benzeri yapida) oldugu g@orilmistir (Smail ve Munro, 1989). Yapilan
calismalarda atteniie ve formalin ile inaktive edilmis IPNV’niin ergin alabaliklara
enjekte edilmesiyle immun yanitin ortaya ¢iktigir rapor edilmistir (Dixon ve Hill,
1983). Hastalig1 gegiren yavru alabaliklarda bagisiklik olustugu bildirilmistir (Wolf,
1988).

IFN’ler, baliklarinda viral etkenlere karsi viicudu savunan ilk mekanizmadir.
IFN’lerin varligi salmonid baliklar da dahil olmak iizere bir¢ok kemikli balikta
bildirilmigtir (Robertsen et al., 2003; Robertsen, 2006; Robertsen, 2008; Zhang ve
ark., 2007). Bu IFN’lerin IPNV gibi ¢ift iplik¢ikli RNA’ya sahip viriisler tarafindan
uyarildigr bilinmektedir (Abbas ve ark., 2000; Sen, 2001). Salgilanan IFN’ler
konakge1 hiicre reseptorlerine tutunarak Mx ve Viperin (Vip) gibi antiviral aktiviteli
birgok proteinin olusmasi i¢in bu proteinleri kodlayan immun genleri aktive eder.
(Sadler ve Williams, 2008; Takeuchi ve Akira, 2007). Yapilan calismalarda
IFN’lerin IPNV’ye kars1 antiviral etkisinin oldugunu ve bu virlise karst Mx ve Vip
immun genlerini aktive ettigi ortaya konmustur (Svingerud ve ark., 2012). Mx
immun geni tarafindan kodlanan Mx proteininin baliklarin virlislere kars1
olusturdugu immun yanit ¢alismalar1 hem in vitro hem de in vivo ortamda yapilmistir
(Jensen ve Robertsen, 2000; Jensen ve ark., 2002). IFN’lerin viral niikleik asit
varliginda Mx ve Vip gibi antiviral etkili immun genleri stimule ettigi
kesfedildiginde bunun viral etkenlere karsi profilaktik amacgl kullanilabilecegi
diistiniilmiistiir (Abbas ve ark., 2013; Chin ve Cresswell 2001; Sadler ve Williams,
2008; Takeuchi ve Akira, 2007). Buna yonelik yapilan bir ¢alismada gokkusagi
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alabaliklarina (O. mykiss) intraperitonal olarak verilen IFN’lerin Infeksiyoz
Hematopoietik Nekrozis Virlis (IHNV) enfeksiyonlarina karsi 7 giine kadar
koruyuculuk sagladigi ortaya konmustur (Ooi ve ark., 2008).

Yapilan birgok ¢alismayla, Mx ve Vip gen uyariminin RT-gPCR ile tespit
edilebilecegi ve IFN yanitinin RT-qPCR’in yaninda isaretlenmis antikorlar
kullanilarak da belirlenebilecigi gosterilmistir (Nygaard ve ark., 2000; Robertsen ve
Trobridge, 1997; Trobridge ve ark., 1997a; Trobridge ve ark., 1997b). Tim bu
antiviral etkiler yliksek vertebralilarda tam olarak tanimlanmis olmasma ragmen

baliklarda ileri detayli calismalara gereksinim duyulmaktadir.
2.1.12 Kontrolii

Hastaligin eradikasyonu i¢in hizli ve dogru teshis, etkili kontrol ve hastaligin
epizootiyolojisinin anlasilmasi oldukg¢a 6nemlidir (Nicholson ve Caswell, 1982). En
etkili ve en ekonomik kontrol yontemi hastaliktan korunmadir. Bunun igin viriisiin
bulasma kaynagi bilinmeli ve bu kaynaklar ortadan kaldirilmalidir. IPNV’den ari
sertifikali yumurtalar ve baliklar isletmeye alinmalidir. IPNV’nin tasiyicisi
olabilecek mekanik vektorler (kuslar, omurgasizlar vb.) ve diger dig enfeksiyon
kaynaklariyla (ziyaretgiler, balik ¢iftliginde kullanilan alet ve ekipmanlar) ilgili
tedbirler alinmalidir (Schlotfeldt, 1979).

IPNV, diger zarfsiz viriislerde oldugu gibi eter, klorofrom ve gliserolle
inaktive olmazken iyodofor ve ozon ile inaktive edilebilmektedir (Cagirgan ve ark.,
1996). Kullanilan iyodoforun pH 6-8 arasinda olmasi gereklidir. pH 6’nin altindaki
degerlerde kullanilan iyodofor gézlenmis veya yeni dollenmis yumurtalarda toksik
etkiye neden olmaktadir. Bu nedenle pH kontrolii igin suya NaHCO3 eklenmelidir.
Buna ilaveten yumurtalarin 100 ppm iyodofor ile dezenfeksiyonundan énce ve sonra
%0.9’Iuk tuzlu su ile yikanmalari nerilir. Ayrica yumurtalarin iyodofor iginde 10
dakikadan az tutulmamalari ve soliisyonun bir defaya mahsus kullanilmasi énemlidir
(OIE, 2006).

Kulugkahanelerde hastaligin bulagmasini 6nlemek amaciyla gozlenmis
yumurtalara iyodoforla (100 ppm 10 dakika siireyle) dezenfeksiyon yapilmasi

onerilmektedir. Ancak bu uygulama yumurta disindaki virtisii inaktive etse de
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embriyo igerisindeki viriislere etkili degildir (Smail ve Munro, 1989). Kullanilan
malzemeleri dezenfeksiyon amaciyla 1 saat siireyle 200 mg/l aktif klora maruz
birakmak gerekir (Cagirgan ve ark., 1996). Bunlarin yaninda isletmedeki
ekipmanlarin dezenfeksiyonunda 200-250 ppm iyodofor, 50 ppm klorin ve %1°lik
sodyum hidroksitin de ekipman temizliginde ve ayak banyosunda etkili oldugu
belirtilmistir (OIE, 2006). Stok yogunlugun az oldugu yerlerde, yiiksek stok
yogunluklu yerlere gore enfeksiyon oranin daha az oldugu bildirilmektedir
(Schlotfeldt, 1979). PVP-iyot, epsilon amino kaproik asit, tranexanic asit gibi
antiviral kematerapatiklerin mortaliteyi azalttigi fakat kesin olarak tedavi etmedigi

bildirilmistir (Cagirgan ve ark., 1996).

Mianiensis avidum ve Tetrahymena sp. gibi protozoonlar, istakozlar ve bir¢ok
kanatli hayvanin virtisii mekanik olarak tasidigi bilinmektedir (Wolf, 1988). Bu
nedenle kuslarin havuzlardan uzak tutulmasi ve parazit miicadelesi koruma ve

kontrolde onemlidir.

Tanklarin ve havuzlarin rutin dezenfeksiyonunda ozon veya klorin (yaklasik
1600 ppm) kullanimi O6nerilmektedir. Bunlara alternatif olarak %1°lik sodyum
hidroksitin de havuz ve tanklarin dezenfeksiyonunda kullanilabilecegi belirtilmistir.
Isletmeye giren suyun dezenfeksiyonu hastaliklarin énlenmesinde ¢ok onemli bir
yere sahiptir. Bunun igin suyun filtrelerden gegirilmesi, 0zona maruz birakilmasi ve

UV (Ultra Viyole) isinlarindan gegirilmesi gibi yontemler uygulanir (OIE 2006).
2.1.13 Asillamasi

Viral balik patojenlerine karst gelistirilen DNA asilart son on yilda oldukga
dikkat  ¢ekmistir.  Calismalarin ~ ¢ogunlugu  o6zellikle  rhabdoviriislerin
glikoproteinlerini kodlayan unsurlar1 iceren DNA asilari {izerinde yogunlagmistir
(Kurath, 2008; Lorenzen ve LaPatra, 2005; Tonheim ve ark., 2008). DNA asilarinda
genellikle tek doz, gii¢lii bir immun yanit baglamasini saglayabilir ve hastaliga karsi
olusan direng en az 2 sene siirebilir. Giiclii etkisi ve uzun siireli koruma saglamasi
nedeniyle ilk lisansli DNA asis1 2005 yilinda Kanada’da IHNV’ye karsi
hazirlanmistir (Appex-IHN, Aqua Health Ltd.). Rhabdoviriisler disindaki viriisler

icin hazirlanan DNA asilar1 baliklarda daha disik koruma saglamis ve immun
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yanitin baslama ve edinsel cevabin olugsma mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir
(Kurath, 2008; Lorenzen ve LaPatra, 2005; Tonheim ve ark., 2008). IPNV’ye kars1
yapilmis ilk DNA as1 ¢alismasinda VP2 genini igeren iki plazmid kullanilmis ve
Atlantik somonlarda (S. salar) %84 koruyuculuk sagladig bildirilmistir (Mikalsen
ve ark., 2004). Enfeksiyon genel olarak ¢ok gen¢ yasta olustugundan intraperitonal
asilama yapilmasi ¢ok zordur. Bu nedenle asilama igin farkli yollar tercih edilir.
Sili’de bir maya (Pichia pastoris) tarafindan iiretilen VP2 ve VP3 rekombinant
proteinlerinden olusmus lisansli, oral IPNV asis1 mevcuttur (AquaVac IPN Oral;
Intervet). IPNV’ye karsi inaktif ve rekombinant asilar ticari olarak bulunmakla
birlikte, hastaligin, ilk yem alma donemindeki larvalarda goriilmesinden dolayi
pratikte degeri tartigmalidir. Hastaligin kontrolii i¢in yapilan as1 ¢alismalar1 6zellikle
DNA agilar1 ile ilgili olarak devam etmektedir (Biering ve ark., 2005; Leong ve ark.,
2001; Lorenzen ve LaPatra, 2005). IPNV genomundaki mutasyonlara bagli olarak
avirillent suslarin virtilent hale geldigi bildirilmektedir. Bu nedenle dogal atteniie

suslar canli as1 olarak kullanilamamaktadir (Gadan ve ark., 2013).

IPNV’ye kars1 etkili bir tedavi metodu olmamasindan dolayi, erken tani,
korunma ve hijyen tedbirleri hastalikla miicadelede onemli bir yer tutmaktadir.
Balik¢ilik endiistrisi gelismis tilkelerde IPNV’ye kars1 yerli suslarla iiretilen farkli asi
tipleri kullanilmakla birlikte Tirkiye’de IPNV’ye karsi lisansli herhangi bir asi

bulunmamaktadir.
2.2 Viral Hemorajik Septisemi
2.2.1 Tarihgesi

Viral Hemorajik Septisemi (VHS) hastalig1 ilk kez 1938 yilinda Schéaperclaus
tarafindan gokkusagi alabaliklarinda (O. mykiss) Siskin Bobrek Sendromu
(Nierenschwellung) adi ile tanimlanmistir (Schéperclaus, 1938). Benzer belirtiler
1946 yilinda Polonya’nin giineyinde Pliszka tarafindan da bildirilmistir. 1950°1i
yillarin basinda Danimarka’da da gQoriilen bu hastalik “Egtved Hastalig1”
(Rasmussen, 1965; Schaperclaus, 1954), Fransa’da ise “Bulagict Anemi” (Besse,
1955) olarak isimlendirilmistir. Viriisiin, 1963 yilinda Jensen tarafindan alabalik

hiicre kiiltiriinde ilk kez izole edilmesinin ardindan hastaligin viral etiyolojisi
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hakkinda bilgi edinilmeye baslanmistir. Aym1 yil yapilan Uluslararast Balik
Patologlar1 toplantisinda bu hastaliga Viral Hemorajik Septisemi Hastaligr adi
verilmistir. Viral Hemorajik Septisemi Virisi (VHSV) literatiirde, ilk defa
Danimarka’nin Egtvet koyiinden izole edildigi i¢in Egtvet Viriisii olarak da

geg¢mektedir.

VHS hastaligina sebep olan VHSV, deniz baliklarindan ilk kez 1979 yilinda
Yeni Zelanda’nin giiney kiy1 sularinda Atlantik morinasindan (Gadus morhua)
(Jensen ve ark., 1979; Jorgensen ve Olesen, 1987), daha sonra 1993 ve 1995
yillarinda Iskogya’nin bati kiy1 sularmdaki morina (Melanogramus aeglefinus)
baliklarindan izole edilmistir (Smail, 1995; Smail, 2000). Viriis, 1988 yilinda
Amerika’da coho somon (Oncorhnychus kisutch) baliklarinin ovaryum sivilarinda
bulunmasiyla Amerika kitasinda ilk kez rapor edilmistir (Brunson ve ark., 1989;
Hopper, 1989). Asya kitasindan ise ilk defa 2001 yilinda Japonya ve Kore'deki Japon
dil baliklarindan (Paralichthys olivaceus) izole edilmistir (Thrusfield, 2007). Son
yillarda yapilan c¢alismalarda, VHSV’nin Amerika, Kanada, Japonya, Kore ve
Avrupa’yt da i¢ine alan kuzey yarim kiirede en az 48 farkli balik tiirlinde mevcut

oldugu ortaya koyulmustur (Skall ve ark., 2005).

VHSV, Tiirkiye’de ilk kez 2004 yilinda Karadeniz Bolgesi’ndeki Trabzon Su
Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii (SUMAE) tarafindan iiretilen 15 giinliik
kiiltire kalkan yavrularindan (P. maxima) izole edilmistir (Kalayci1 ve ark., 2006).
Ayni yi1l Antalya ilinde deniz levreklerinde (D. labrax) de VHS tespit edilmistir.
Gokkusagr alabaliklarindan (O. mykiss) VHSV izolasyonu ise ilk kez 2006 yilinda
Bolu ili Mudurnu ilgesindeki bir ¢iftligin yavru baliklardan yapilmistir (Kalayci ve
ark., 2012).

2.2.2 Etiyolojisi

VHSV, Rhabdoviridae ailesinin Novirhabdovirus genusuna ait olup helikal
niikleokapsid yapida, tek iplikgikli RNA etrafinda ribonukleikprotein ile, dista
lipoprotein yapisinda bir zarftan olusmaktadirlar. VHSV, 180 nm uzunlugunda, 60
nm ¢apinda ve mermi seklindedir (De Kinkelin ve Scherrer, 1970; McAllister, 1979).
VHSV genomu yaklasik olarak 11.200 niikleotid icerir ve 3’-N-P-M-G-Nv-L-5’
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diizeninde kodlanmis N (niikleoprotein), P (polimerazla iligkili fosfoprotein), M
(matriks proteini), G (glikoprotein), L (RNA ya bagli RNA polimeraz- Largoprotein)
olmak tizere bes adet yapisal ve fonksiyonu tam olarak bilinmeyen yapisal olmayan
bir adet NV (non-virion) geni olmak tizere toplam alt1 gene sahiptir (Schutze, 1999).
G glikoproteini viriis zarfinin en disinda yer almakta olup enfekte hayvanlarda
notralizan antikorlarin olusumundan sorumludur (Biacchesi ve ark., 2002, Cupit ve
ark., 2001, Nishizawa ve ark., 2002, Schutze ve ark., 1999). Matriks proteini (M)
zarfin lipit tabakasinin i¢ kisminda yer alirken niikleoprotein (N), viral RNA’nin
etrafin1 sarmalamig olarak bulunmaktadir. Viral RNA’nin yaninda serbest olarak
bulununan Largoprotein (L) ise Matriksproteini (M1) (kofaktor) ile birlikte RNA-
polimerazi olusturmaktadir (Walker ve ark., 2000). NV geninin fonksiyonu net
olarak anlagilamamis olmakla birlikte patojeniteyle dogrudan iliskili oldugu
bildirilmistir (Alonso ve ark., 2004; Biacchesi ve ark., 2000; Thoulouze ve ark.,
2003).

VHSV izolatlarmin N geni (Einer-Jensen ve ark., 2005; Snow ve ark., 1999;
Snow ve ark., 2004), G geni (Einer-Jensen ve ark., 2004; Einer-Jensen ve ark., 2005)
ve NV geni (Einer-Jensen ve ark., 2005) iizerine yapilan filogenetik analizlerde
viriisiin dort farkli genotipinin bulundugu sonucuna varilmistir (Nishizawa ve ark.,
2006; Skall ve ark., 2004). Genotipler arasi farkliligin viriisiin izole edildigi y1l veya
etkiledigi tiirden daha ziyade cografi bolgeyle yakindan iliskili oldugu goriilmistiir.

Genotip I: Avrupa tatli su izolatlari ve Baltik denizi izolatlarinin bir kismini igerir ve
5 alt gruba ayrilr.

a) Avrupa tatli su baliklari izolatlari

b) Baltik denizi, Skagerrak, Kattegat, Ingiliz kanali ve Kuzey denizi izolatlarmin bir
kism1

c¢) Danimarka tatli su izolatlarinin bir kismi1

d) Norveg ve Finlandiya izolatlari

e) Karadeniz izolatlari

Genotip I1: Baltik denizinde Gotland havzasi izolatlar

Genotip I11: Kuzey denizi izolatlarmin bir kismu (Ingiltere ve irlanda kiy1

sularindan, Fransa’da yilan baliklarindan elde edilen izolatlar)
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Genotip 1V: Kuzey Amerika ve Asya (Kore ve Japonya) izolatlarini igermektedir
(Einer-Jensen ve ark., 2004).

Ulkemizdeki gokkusag alabaliklarindan (O. mykiss) ve kalkanlardan (P.
maxima) izole edilen VHSV izolatlar1, Avrupa Birligi VHSV Referans Laboratuvari
Danish Institute for Food and Veterinary Research tarafindan genotip 1b olarak
tiplendirilmistir (Kalayc1 ve ark., 2006; Kalayci ve ark., 2012).

Viriisiin replikasyonu igin optimum su sicakhigi 14-15°C ve optimum pH
7,4-7,8 dir. Replikasyonun 6°C de ¢ok azken 20°C de hi¢ olmadig: bildirilmistir
(Bernard ve ark., 1983; De Kinkelin ve ark., 1980; McAllister, 1990).

VHSV, diger zarfli virtislerde oldugu gibi; eter, gliserol, formaldehit,
kloroform, sodyum hipoklorit, sodyum hidroksit, iyodofor gibi dezenfektanlarla
etkisiz hale getirilebilmektedir (McAllister, 1990).

2.2.3 Epidemiyolojisi

VHS hastalig1 daha ¢ok 4-14°C arasindaki su sicakliklarinda goriillmektedir.
Hastaligin, su sicakligina bagli olarak 7-15 giinliik bir inkiibasyon siiresi vardir.
Vestergard-Jorgensen (1982) gokkusagi alabaliklar1 (O. mykiss) tizerinde yaptigi bir
calismada enfeksiyonun olusumu ile su sicakligi arasinda ters bir iliski oldugunu
gostermistir. Bu c¢alismada, 10°C’de enfekte edilen alabaliklar daha sonra sirasiyla
5°C, 10°C, 15°C ve 20°C’deki sulara transfer edilmistir. Hastalik, 5°C’de 14 hafta
boyunca goriiliirken 10°C’de 2 hafta siiresince gozlenmistir. Hastalik 20°C’de ise
tespit edilememistir. Neukirch (1985) ise yaptigi arastirmada 4°C’deki gokkusagi
alabaliklarinda (O. mykiss) enfeksiyonun 300-400. giinlere kadar tespit edilebildigini
bildirmistir. Hastalik her mevsiminde olusmakla birlikte genellikle su sicakliklarinin

degisken oldugu ilkbahar aylarinda goriilmektedir (Acosta ve ark., 2005).

Stres, diger viral hastaliklarda oldugu gibi VHS hastaliginin ¢ikisinda da
onemli bir yere sahiptir. Viriisiin, enfeksiyonu gegiren baliklarda latent faza
gegebildigi ve herhangi bir stres faktoriiyle beraber hastalik salgini ve/veya viriis
saciliminin s6z konusu olabilecegi bildirilmistir (Acosta ve ark., 2005; Heras ve ark.,
2008; Skall ve ark., 2004; Snow ve ark., 2005).
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Enfeksiyonun seyri baligin yasiyla dogrudan iligkilidir. Enfeksiyon her yas
grubunda goriilebilirken geng baliklarin yetigkin baliklara gore enfeksiyona daha
duyarli oldugu bilinmektedir. Cevre kosullarina bagli olarak balik 6liimleri %20-80
oraninda Qoriiliirken alabalik larvalarinda mortalitenin %100’¢ kadar ¢ikabildigi
rapor edilmistir (CFSPH, 2007). VHSV’nin tiim yas gruplarina kolaylikla
bulasabildigi ve hayatta kalan baliklarin dmiir boyu hastaligin tastyicist konumuna
gelerek genital sivilar ve idrar yoluyla viriisii ¢evreye Sagtiklar: bilinmektedir. Viriis,
genellikle sekonder solungag lamelleri ve viicuttaki yaralar vasitasiyla horizontal
olarak baliga bulasmaktadir. Yumurtlamadan 3—4 saat sonra yumurtalardan viriis
izole edilmesine ragmen bu viriisiin yumurta ile vertikal olarak bulastigi heniiz
kanitlanamamustir (Gastric ve De Kinkelin, 1984; De Kinkelin ve Gastric, 1982;
Jorgensen, 1980).

VHS salgmlar1 hem deniz hem de tatli su ortaminda goriilebilmektedir.
Deniz Kkafeslerinde yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliklarinin (O. mykiss)
hastaliga daha duyarli oldugu bildirilmistir. Gastric ve de Kinkelin (1980) yaptiklari
bir c¢alismada alabaliklarin tatli sudan denize transferinden 80 giin sonra %85

mortalite orani ile g6zlenen bir salgin rapor etmistir.

Hem tatli su hem deniz ortaminda viriisiin tasiyicist olan dogal balik tiirleri
tizerinde yapilan c¢alismalarda bu baliklarin kiiltiir baliklari i¢in bir enfeksiyon
kaynagi olabilecegi sonucuna varilmistir. Ayni sekilde, dogal balik tiirleri de enfekte
olmus kiiltiir baliklarindan yayilan viriislere karsi hassastir. Dogal baliklar ile kiiltiir
baliklar1 arasindaki bu ¢ift yonli viriis transferi viriisin dogada varligini
stirdiirebilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Enzmann ve Konrad, 1985;
Jorgensen, 1982; Meier ve ark., 1994).

VHSV’nin Great Lakes Lawrence (ABD) nehir sistemine girisi Ve yayilimi
izerine yapilan g¢alismalar bu viriisiin, gégmen baliklar (Elsayed ve ark., 2006),
yetistiricilik aktiviteleri (Skall ve ark., 2005; FRS, 2006), balik yemleri (Goodwin ve
ark., 2004) ve su kuslar1 vasitasiyla (Peters ve Neukirch, 1986) nehir sistemine

girmis ve yayilmis olabilecegini gostermektedir.
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Olta balik¢ilig1 i¢in dogadan elde edilmis yem amagli kullanilan baliklar
canli veya donmus olarak saglik durumlarina bakilmaksizin ticari amagla alinip
satilmakta ve yeni bolgelere tasinmaktadir. Bu yemler, viriisiin endemik oldugu bir
bolgeden yeni bir bolgeye tasinmasinda énemli bir yere sahiptir (Goodwin ve ark.,
2004). Yem olarak kullanilan dondurulmus Pasifik ringa (Clupea harengus pallasi)
baliklarindan izole edilmis VHSV, bu baliklar iki kez dondurulup ¢oziindiiriildiikten
sonra bile hiicre kiiltiiriinden izole edilebilmistir (Meyers ve ark., 1994). Bu da
yetistiricilikte kullanilan yemlerin hastaligin yayilmasinda o6nemli bir faktor

oldugunu ortaya koymaktadir.

Kulugkahane atik sularinin desarj edildigi Yyerlerdeki materyallerden
VHSV’nin izole edilmesi ve hatta bu viriisiin su igerisinde birkag giin canli
kalabilmesi kulugkahanelerin viriisiin yayilmasinda 6nemli bir rol oynadiginin
kanitidir (de Kinkelin ve Scherrer, 1970 ).

Stres, birgok hastalikta oldugu gibi VHS hastaliginin epizootiginde de
onemli rol oynamaktadir. Ozellikle yiiksek stok yogunlugu, kétii beslenme,
yetistiricilik faaliyetleri, balik transferi vs. gibi durumlara maruz kalan baliklarda
VHSV’nin yogunlugu ve hastaligin siddeti artabilmektedir. Bunun yanisira optimum
yetistiricilik sartlarinda ¢ok az baligin hastalik belirtilerini gosterdigi bildirilmistir
(Jergensen, 1974; Hershberger ve ark., 1999).

VHS hastaliginda deneysel enfeksiyon; banyo yoluyla viriise maruz
birakilarak, intraperitonal ve intramuskuler enjeksiyonla, solungaglara viriisiin
stiriilmesiyle, kohabitasyon yontemiyle veya viriisiin oral yolla verilmesi ile
gergeklestirilebilmektedir (Ahne, 1985; de Kinkelin ve Gastric, 1982; Gastric ve de
Kinkelin, 1984).

VHSV, Kuzey Amerika Pasifik bolgesinden 18, Kuzey Amerika Atlantik
bolgesinden 3, Japonya’dan 2 ve Kuzey Avrupa’dan 15 balik tiirlinden izole
edilmistir. Ayrica, yetistiriciligi yapilan 5 deniz balig1 ve 7 tatlisu balig: tiirtinden de
izole edildigi bildirilmistir. Yapilan deneysel ¢alismalarda 11 balik tiiriiniin bu viriise

duyarli oldugu bildirilirken, sazan baliklarinin duyarli olmadig: rapor edilmistir (de
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Kinkelin ve Gastric, 1982; Lopez-Vazques ve ark., 2002). Ayrica bir¢ok deniz baligi
tiirtiniin de tastyici oldugu bildirilmistir (Meyers ve ark., 1994).

VHSV, Tirkiye’de ilk kez 2004 yilinda Karadeniz’deki Trabzon Su
Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii (SUMAE) tarafindan {iretilen 15 giinliik
kiiltiire kalkan yavrularindan (P. maxima) izole edilmistir (Kalayci ve ark., 2006).
Salgin, bahar aylarinda su sicakliginin dalgalandigi donemde patlak vermis ve 15-20
giinliik yavrularda %99 6liimle seyretmistir (Kalayci ve ark., 2006). Ayn1 yil Antalya
ilinde deniz levreklerinde (D. labrax) de VHSV tespit edilmis, bu isletmeye
Trabzon’da VHSV tespit edilen tesisten kalkan (P. maxima) girisi oldugu 6grenilmis
ve levreklere (D. labrax) de bu yolla bulastigi diisiinilmistiir. Mugla ilinde bulunan
levreklerden (D. labrax) teshis amagh yapilan orneklemelerde VHSV tespit
edilmistir. Bu isletmelere de bolgeye getirilen kalkan baliklardan(P. maxima)
bulagma olabilecegi diisinilmektedir. Gerek Antalya gerekse Mugla illerinde VHSV
tespit edilen isletmelerdeki levreklerde (D. labrax) olim gorilmemis ve iki yillik
izleme programinda da tekrar viriis izole edilememistir. Izmir ilindeki bir isletmede
levrek (D. labrax) ve cipura (Sparus aurata) baliklarinda VHSV tespit edilmis ve
bulasmanin dogal baliklardan olabilecegi diisiinilmiistiir. Ayrica 2006 yilinda da
Karadeniz’de dogal kalkan (P. maxima) baliklarindan VHS viriisiiniin izole edilmis

oldugu bildirilmistir (Isidan ve ark., 2011).

Gokkusagi alabaliklardan (O. mykiss) ilk VHSV izolasyonu ise 2006 yilinda
Bolu ili Mudurnu ilgesindeki bir ¢iftligin yavru baliklardan yapilmistir (Kalayci ve
ark., 2012). Salginin 10-11°C su sicakliginda goriildigii ve %90 oliimle seyrettigi
bildirilmisgtir. 2007 yilinda bu isletme ile yem alisverisi yapan Bolu ilindeki bir
baska isletmede de VHSV tespit edilmistir (Kalayc1 ve ark., 2012).

2.2.4 Klinik Belirtileri

VHS hastaligina kars1 en hassas tiiriin gokkusagi alabaliklari (O. mykiss)
oldugu bilinmektedir. Hastaligin en tipik belirtileri kaslarda, sindirim organlarinda ve
gozlerde hemoraji, ekzoftalmus, renkte kararma ve anemiye bagli solungaglarda
goriilen solgunluktur. Ekzoftalmus bir ya da iki gozde olabilir ve g6z orbitasi

etrafinda hemorajiler gozlenebilir. Hasta baliklar yavas yiizer ve letarjiktir. Salmonid
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ya da yassi baliklarin tiimiinde i¢ organlarda, karacigerin iistiinde, adip6z dokuda
ozellikle de kaslarin icinde genis hemorajilerin goriilmesi yaygin bir 6zelliktir. Hasta
baliklar diizensiz yiizerler ya da belirli bir yone yonelmeleri zor olur ve havuzun
kenalarlarinda bir arada dururlar (Isshiki ve ark., 2001; Skall ve ark., 2004). VHS
hastaligi, akut, kronik ve latent (tasiyici) olmak iizere 3 farkli formda gorilebilir
(Wolf, 1988; Yasutake, 1970).

Akut tipte, tipik olarak ani ve yogun Oliimler goriiliir. Baliklarda uyusukluk,
renkte koyulasma, ekzoftalmus ve kansizlik goriilebilir. Gozlerde, deride,

solungaglarda ve ¢ogunlukla pektoral ve pelvik yiizgeg diplerinde kanamalar goriiliir.

Hematolojik incelemede kan total proteininde azalma olurken Ig
fraksiyonlarinin arttigir goriiliir. Diisiik hematokrit ve diisiik hemoglobin seviyesi
siddetli anemi olduguna isaret eder. Akut donemde I6kopeni gozlenir (normal l16kosit
miktar1 10.000-15.000 arasindadir) (Cagirgan ve ark., 1996).

Subakut veya kronik evrede baliklarda yogun dliimler goriiliir fakat dliimler
akut tipe gore daha uzun zamana yayilmustir. Baliklarda uyusukluk, renkte
koyulagsma, ekzoftalmus ve siddetli anemi gortilebilir. Hemoraji de goriilebilir fakat
siddetli degildir. Karaciger, dalak ve bobregin 6demine bagl olarak karin siskindir.
Karaciger soluk ve petek seklinde kizarikliklar vardir. Latent enfeksiyonda olim
diisiiktiir ve balik normal goriintimlii fakat hiperaktif olabilir (McAllister, 1990).
Kanda immature eritrosit sayist artmistir (normalde 1.8-2 milyon arasindadir)
(Cagirgan ve ark., 1996). Bunlarin disinda bir de nervéz evre tanimlanmistir. Bu
donemde asites azalirken solungaclar eski rengine donmeye basglar ve VHS
hastaligina ait belirtiler kaybolur. Bunlara ilave olarak baliklarda sinirsel semptomlar
ve yiizme bozukluklar1 bag gosterir (Cagirgan ve ark., 1996). Sinirsel formunda
kuyrugunu takip etme ve spiral donme gibi anormal yiizme hareketleri belirgindir.
Rhabdoviriislerin ~ sinir  sistemine olduk¢a belirgin bir yoénelim gdosterdikleri
bilinmektedir. Deneysel olarak enfekte edilmis gokkusagi alabaliklarinda (O.
mykiss) hastaligin sinirsel formunda beyinden yapilan izolasyonda viriisiin 1x

10°TCIDs g™ titreye ulasabildigi bildirilmistir (Smail, yayinlanmamis gzlemler).
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2.2.5 Patolojisi

Ic bakida g6z cevresinde, iskelet kaslarinda ve i¢ organlarda petesiyel
kanamalar goriilebilir. Karacigerde yer yer renk farklilagmalar1 ile birlikte siskinlik
ve kan toplanmasi vardir. Bobrekler kirmizi renkte ve incelmistir. En ¢ok
degisiklikler bobrek ve karacigerde meydana gelmektedir. Hastaligin erken
asamalarinda bobrek siser ve koyu kirmiz renk alir fakat alabalik larvalar1 ve parmak
boylarinda bobregin bas ve orta kismi genellikle tamamen nekroze olur ve
solgunlasir. Karaciger normalden daha solgun, hemorajik alanlarla birlikte alacali
sarimsi bir renk almistir. Okiiler dokuda, deride, barsak submukozasinda, kaslarda ve
visserada hemorajiler meydana gelmesi sistemik kanamaya isaret etmektedir.
Gastrointestinal  kanalda gida yoktur ve limende wuzayan bir mukus
goriilebilmektedir. VHS hastalii nedeniyle olusan histopatolojik degisiklikler
genellikle karaciger, bobrek, dalak ve iskelet kaslarinda goriiliir (Amlacher ve ark.,
1980; Ghittino, 1965; Wolf, 1988; Yasutake, 1970). Bobrekler, dalak ve karacigerde
odem, nekrotik odaklar, hemorajiler ve yangi hiicresi infiltrasyonlari gozlenmektedir
(Isshiki ve ark., 2001). Akut olarak etkilenen baliklarda karaciger siniizoitleri kan ile
doludur, hepatositlerde fokal veya yaygin nekrotik degisiklikler, sitoplazmik
vakuoller, piknozis, karyolizis ve lenfosit infiltrasyonu goriilebilir. Benzer
degisiklikler bobrek ve dalakta da goriilebilir. Iskelet kaslarmda eritrosit
yigilmalarina rastlanir fakat dokularda ¢ok az hasar meydana gelir. (Skall ve ark.,
2005). Kronik olarak enfekte olmus baliklarda karaciger siniizoitleri genislemistir ve
pihtilasmis plazma icerir. Bobrek ve dalak gibi hematopoietik dokular ile
mononiikleer lenf hiicreleri hiperplastiktir. Tasiyic1 olan baliklarda higbir belirti
goriilmedigi gibi histopatolojik degisiklikler de saptanamayabilir (McAllister, 1990;
Wolf, 1988).

VHSV, bobrekte oldukga patojendir, ekskretorik tubullerden ziyade
hematopoietik dokuda nekroz, hastaligin 6nemli &6zelligidir. Bas bobrege yiiksek
yogunlukta yayilmis olan melanomakrofajlar graniillerin salinmasiyla lizise neden
olur ve nekroz ile sonuglanir. VHSV 6nemli bir lIokotropizme sahiptir (Knott ve
Munro, 1986).

27



Gokkusagi alabaliklarinin  (O. mykiss) karacigerlerinde yaygin fokal
nekrozlar, hepatosit dejenerasyonu, kromatin graniilasyonu ve tubular lumene hilayin
materyalinin birikmesi gozlenir. Turna baligi (Esox lucius) yavrulari gibi diger
konaklarda, ekstravazasyon (damar disina ¢ikma) ya da kan sizmasi, kaslarda kanin
birikmesi ve pankreatik nekroz olusabilir (Meier ve Vestergard-Jorgensen, 1980).
Kalp, hedef organlardan bir digeridir. Salmonidlerde kalp patolojisi
tamimlanmamisken, Gigha adasindaki VHS salgininda kalkanlarda ventrikiiler

fibrillerde belirgin nekrozlar olustugu bildirilmistir.
2.2.6 Patogenezi

Rhabdoviriisler zarflarinda bulunan glikoproteinlerle konakg1 hiicreye tutunup
endositoz yoluyla sitoplazmaya girerler. Yapilan bir deneysel enfeksiyon
calismasinda immersiyon yoluyla verilen VHSV, 24 saat sonra solungaglarda, 48
saatin sonunda bobrek, dalak ve deride, lgilincii giin ise tim dokularda tespit
edilmistir. Calismaninin dordiincii haftasinda solungag, kalp, beyin ve kan hari¢ diger
dokularda VHSV tespit edilememistir. Altinci haftaya gelindiginde ise yalnizca kalp
ve beyinde viriis varligi belirlenmis olup yedinci haftada higbir dokuda VHSV tespit
edilememistir. Bu ¢alismada enfeksiyonu gegirip hayatta kalan baliklar gesitli stres
faktorlerine maruz birakildiginda bu baliklarin  kalplerinden yeniden VHSV
izolasyonu yapilabilmistir (Amlacher ve ark., 1980; Wolf, 1988; Yasutake, 1970).

2.2.7 Teshisi

VHSV’nin standart teshisi viriisiin hiicre Kiiltiirinden izole edilmesiyle
yapilir. VHSV, organ homojenizatlari, genital srvilar ve idrardan izole edilebilir. On
bobrek ve dalakta, karaciger ve kalp kasindakinden daha fazla viriis bulundugu tespit
edilmistir. Tasiyic1 baliklarin muayenesinde beyinden mutlaka ornekleme yapilmasi

gerektigi bildirilmektedir (Cagirgan ve ark., 1996).

VHSV; BF-2, CHSE- 214, EPC, Fathead Minnow (FHM), RTG-2 gibi gesitli
balik hiicre hatlar1 ile levrek (D. labrax) ve sazangillerin yumurtalarinda
cogaltilabilir (McAllister, 1979). VHSV’nin hiicre Kiiltiiriinde replikasyonu igin
optimum sicaklik 14-15°C’dir (de Kinkelin, 1970). Primer izolasyonda dokunun
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%7’lik PEG (Polyethylene Glycol) veya DEAE (Diethylaminoethyl) dextran ile
muamelesi izolasyon sansini artirir (Batts ve Winston; 1989). VHSV’nin, viriis
notralizasyon testi sonuglaria gore 3 serotipinin oldugu bilinmektedir. Bunlar F1, F2
ve 23.75 ‘tir (Le Berre ve ark., 1977). Viral antijenin doku kiiltiiriinde varligi IFAT
(Indirect Fluorescent Antibody Test), immunoperoksidaz (Fasial ve Ahne, 1980),
immunoblot, ELISA (McAllister ve Owens, 1987) metodlariyla ortaya koyulabilir.
Serotipler arasinda IFAT ve nétralizasyon testlerinde capraz reaksiyon oldugu
bildirilmistir (Jorgensen, 1980). Yapilan bir ¢alismada iki asamali (Nested) RT-PCR
metodunun, viriis izolasyonu metodu ve southern blot analizine gére daha duyarl

bulunmustur (Vazquez ve ark., 2006).
2.2.8 Kontrolii ve Tedavisi

VHS hastaliginin heniiz bilinen bir tedavisi yoktur ve viriis ile konakei
arasindaki temasin dnlenmesi hastaligin kontroliindeki en etkili yontemdir (Ghittino,
1965). Hiicre ortami disinda eter, gliserol, formaldehit, kloroform, sodyum
hipoklorit, sodyum hidroksit, iyodofor gibi dezenfektanlarla etkisiz hale
getirilebilirler (McAllister, 1990). Viriisiin pH 3.5’te inaktive oldugu, pH 5.0-10.4
arasinda ise stabil kaldig1 bildirilmistir (Cagirgan ve ark., 1996).

Kuluckahane dezenfeksiyonu ve bununla birlikte patojen icermedigi bilinen
yumurta veya baliklarla yeniden stok olusturma hastaligin 6nlenmesindeki en basarili
yontemlerdir (Kehlet, 1973; Jorgensen, 1974). Yumurtalarin iyodofor ile
dezenfeksiyonu hastaligin 6nlenmesi icin iyi bir yoldur (Cagirgan ve ark., 1996).
Kulugkahane giris suyunun kontrolii hastalik etkeni olan mikroorganizmalarin
kulugkahaneye girisini minimuma indirmede 6nemli rol oynamaktadir. Bu kontrolii
saglamak i¢in bir¢ok yontem kullanilabilir fakat kisa dalga boylu ultraviyole 1ginlari
gerek tek basina gerekse diger dezenfektanlarla birlikte en ¢ok kullanilan yontemdir.
Ultraviyole 1sinlar1 dalga boylarina gore UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm) ve
UVC (200-280 nm) olmak fiizere 3’e ayrilirken, bunlardan en yiiksek antiseptik
etkiye UVC sahiptir. UVC kullanimimin simdiye kadar bilinen bir yan etkisi yoktur
ve bakteri ve viriislerin inaktivasyonunda oldukga etkili bir yontemdir (Kurth ve ark.,
1999). Temel olarak UVC, aralarinda VHSV’nin de bulundugu bazi RNA

viriislerinde genomlarda kirilmalara ya da mutasyona neden olarak urasil {initelerinin
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dimerizasyonuna yol acarak viriislerin inaktivasyonunu saglar (Smirnov ve ark.,
1991).

Su sicakhiginda yapilan degisikliklerle VHSV etkisiz hale getirilebilir
(Roberts, 2001). Sicaklik degisimlerinin yani sira pH nin <2,5 ve >12,2 degerlerinde
olmast da VHSV’yi etkisiz hale getirmektedir (CFSPH, 2007). Viriis belirlenen
kaynaklardaki tim yumurtalarin imha edilmesi, siipheli ve enfekte kaynaklardan
balik, yumurta alinmamasi, yetistiricilikten kaynaklanan stresin azaltilmasi, siki
kontrol politikalar1 ve hijyen tedbirlerinin uygulanmasi viral hastaliklarla miicadelede

onemlidir.

Hastaliga kars1 atteniie asi gelistirilmistir fakat virtisiin tekrardan viriilens
kazanarak enfeksiyona yol agma riskinden dolay1 kullanimina izin verilmemektedir.
Klonlanmis subunit asilar tizerinde olumlu sonuglarin alindigini bildiren arastirmalar

vardir (Cagirgan ve ark., 1996).

Bazi baliklarda hastaliklara kars1 dogal direng bakimindan farkliliklar oldugu
bilinmektedir. Genetik 1slah ¢alismalariyla 6zellikle viral hastaliklara direngli
soylarin yetistirilmesinin, hastaliklarin koruma ve kontroliinde ©onemli oldugu
bildirilmektedir (Henryon ve ark., 2002; Quillet ve ark., 2007; Slierendrecht ve ark.,
2001).

Etanol, 1-propanol, fenol, kresol, sodyum hipoklorit, sonmemis Kireg, iyodin
gibi ¢esitli dezenfektanlarin VHSV iizerine viriisidal etkileri oldugu bildirilmistir
(Kurita ve ark., 2002).

2.3 Infeksiy6z Hematopoietik Nekrozis
2.3.1 Tarihgesi

Infeksiydz Hematopoietik Nekrozis (IHN) ¢ogunlukla gokkusagi alabalig: (O.
mykiss), kirmizi somon (Oncorhynchus nerka) ve kral somon (Oncorhynchus
tshawytscha) yavrularinda goriilen akut, sistemik, viral bir hastaliktir (Rucker ve ark.,
1953). Hastaliga, McAllister ve arkadaglar1 (1974) tarafindan Rhabdoviridae

ailesindeki Novirhabdoviriis’iin neden oldugu rapor edilmistir. Hastalik, ilk olarak
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Washington eyaletindeki bir kirmizi somon (O. nerka) ciftliginde ortaya ¢ikmustir
(Rucker ve ark., 1953). Avrupa’da ise ilk olarak 1987 yilinda Fransa’da (Baudin,
1987), daha sonra 1987 yilinda Italya’da (Bovo ve ark., 1987) ve 1992 yilinda
Almanya’da (Enzmann ve ark., 1992) ortaya ¢ikmustir.

2.3.2 Etiyolojisi

IHNV; kursun seklinde, segmentsiz, tek iplik¢ikli RNA genomuna sahip bir
virlistiir. Genomunda 6 proteini kodlayan yaklasik 11000 niikleotit bulunmaktadir.
Bu proteinler niikleoprotein (N), fosfoprotein (P), matriks proteini (M), glikoprotein
(G), non-virion protein (NV) ve polimeraz (L) proteinidir. Yapisinda bulunan NV
(non-virion) geni Novirhabdoviriis cinsi igerisinde bulanan viriislere 06zgii bir
proteindir. IHNV’nin Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonunda ATCC VR-1392 kodlu
bir susu bulunmaktadir (Winton ve Einer-Jensen, 2002). Yapilan calismalarda Kuzey
Amerika, Avrupa ve Asya’dan izole edilen IHNV lerin sekanslar1 karsilastirilmis ve
Pasifik somonlardan izole edilen IHNV nin elde edildikleri cografik bolgeyle iliskili
2 genogrubu oldugu bildirilmistir (Kim ve ark., 2007; Kurath ve ark., 2003;
Nishizawa ve ark., 2006; Troyer ve Kurath, 2003). Bu iki genogrup arasinda ¢ok
diisiik niikleotid farkliliklar1 oldugu bilinmektedir. Bunlarin yanisira Amerika’daki
gokkusagi alabaliklarindan (O. mykiss) izole edilen IHNV suslarinin 3. bir genogrup
igerisinde oldugu bildirilmistir. Buna ek olarak Avrupa ve Asya’daki gokkusagi
alabaliklarindan (O. mykiss) izole edilen IHNV lerin Kuzey Amerika orijinli oldugu
fakat genetik olarak farkli oldugu rapor edilmistir (Enzmann ve ark., 1992; Kim ve

ark., 2007; Nishizawa ve ark., 2006).

Notralizan poliklonal tavsan antiserumlari ile yapilan antijenik ¢aligmalarda
IHNV’nin tek bir serogrubu oldugu gorilmiistiir (Engelking ve ark., 1991). Fare
monoklonal antikorlar1 ile yapilan bir ¢alismada ise viriis glikoproteininde notralize
olan birgok epitop oldugu belirlenmistir (Huang ve ark., 1994; Ristow ve Arnzen de
Avila, 1991; Winton ve ark., 1988).

IHNV; 1s1ya, asite ve etere duyarlidir. Genel dezenfektanlar ve kurutma ile
inaktive edilebilir ve tath suda en az 1 ay canl kalabilir (Wolf, 1988). Viriis; idrar,

genital sivilar ve eksternal mukus ile etrafa sagilir (Bootland ve Leong, 1999; Wolf,
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1988). Dogal kosullarda hastalik, su sicakliginin 8-15°C arasinda oldugu dénemlerde
goriiliir (OIE, 2016). Yapilan deneysel calismalarda ise viriisiin 3-18°C arasinda

mortaliteye neden oldugu goriilmiistiir (Bootland ve Leong, 1999).

Viriisiin solungaglar araciligiyla viicuda girdigi ve yerlesmek igin en ¢ok 6n
bobrek ve dalagi tercih ettigi goriilmiistiir (Bootland ve Leong, 1999; Wolf, 1988).
[HNV’nin direkt kontakt yoluyla horizontal olarak bulastig1 fakat bazi omurgasiz
vektorlerin de bulagsmada rol alabilecegi bildirilmistir. Akut salginlarda mortalitenin

%90-95’e varabilecegi rapor edilmistir (Bootland ve Leong, 1999).
2.3.3 Epizootiyolojisi

IHN, Amerika ve Kanada’da hem kiiltiire edilmis hem de dogal
salmonidlerde yaygin goriilen bir hastaliktir. Hastalik diinyanin her yerindeki kirmizi
somonlarda (O. nerka) goriilmektedir (Amend ve Wood, 1972; Grischkowsky ve
Amend, 1976; Williams ve Amend, 1976). Enfekte ergin somonlar, IHNV’yi
yumurta, ovaryum ve seminal sivilar ile etrafa yayarlar (Amend, 1975; Mulcahy,
1981). Bulagsmanin baslica yumurta yoluyla oldugu bilinirken Guenther ve
arkadaslarinin 1959 yilinda yaptigi calismada hastaligin somonlarin i¢ organlarindan
hazirlanmis ¢ig yemler ile de bulasabilecegi rapor edilmistir. Amend ve arkadaslari
1975 yilinda hastaligin viriisle enfekte hiicre hatlarinin, duyarl baliklarin bulundugu

havuzlara ilave edilmesiyle bulasabildigini bildirmistir.

Hetrick ve ark. (1979) gokkusagi alabaliklarinin (O. mykiss), 15-18°C’deki su
sicakliginda THNV ile enfekte oldugunu gostermislerdir. Gokkusagi alabaligr (O.
mykiss) parmak boylarinda yapilan deneysel g¢alismalarda hastaligin inkiibasyon
periyodunun su sicaklig ile iligkili oldugu gorilmiistiir. Hetrick ve ark. (1979)
viriisiin verilmesinden 6liimiin ger¢eklesmesine kadar olan siirelerin; 21°C’de 5 giin,
3°C’de 15 giin oldugunu rapor etmistir. IHN hastaliinda klinik belirtilerin
yumurtadan ¢iktiktan 21-35 giin sonra ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir (Cagirgan ve ark.,
1996). Mortalitenin en ¢ok 3 hafta ile 6 aylik donemde olustugu bildirilmistir (Wolf,
1988; McAllister, 1993). Epizootilerin olugmasi i¢in optimum su sicakliginin 12-
15°C oldugu rapor edilmistir. Bu sicaklik araliginda yiiksek mortalite meydana

geldigi, distk sicakliklarda kiimiilatif mortalite daha fazla olmasina ragmen
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epizootinin soniis siiresinin uzun oldugu bildirilmistir (Hetrick ve ark., 1979).
Epizootiden sag kalanlarin latent olarak viriisii tagidigi belirtilmis, stres ortaminda ve

tireme doneminde enfeksiyonun patlak verdigi goriilmiistiir (McAllister, 1993).

IHNV’nin tasiyict baliklarda yalnizca yumurtlama déneminde ve epizootiler
stiresince belirlenebilecegi One siiriilmiistiir (Amend, 1975). IHNV tasiyicilarin
belirlemek icin en iyi yolun tekrarlanan gozlemleri takiben yapilacak virolojik
orneklemeler oldugu bildirilmistir. Fakat ¢ok dikkatli takip edilen ve go6zlenen
populasyonlarda dahi hastaligin  beklenmedik sekilde ortaya c¢ikabilecegi
belirtilmistir (Mulcahy, 1981).

Hastalik, 1983 yilinda Busch tarafinda 100-500 g agirhigindaki gokkusagi
alabaliklarinda (O. mykiss) da rapor edilmistir (Caswell-Reno ve Lipipun, 1989).
Yapilan calismalarda hastalifin hematopoietik formunda en yiiksek viriis
konsantrasyonunun bobrek ve dalak dokusunda, noérotropik formunda ise beyin
dokusunda oldugu bildirilmistir (Hsu ve ark., 1989).

2.3.4 Klinik Belirtileri

IHN enfeksiyonu genellikle aniden ortaya cikip 6liimle sonuclanir fakat
enfeksiyonun siiresi ve epizootilerin ortaya ¢ikisi konakei tiiriine baghdir. Hastaliga
bagl olimler, gokkusagi alabaligi (O. mykiss), kirmizi somon (O. nerka) ve kral
somon (O. tshawytscha) yavrularinda besin kesesinin oldugu dénemden bir yasina
gelene kadarki siirede goriliir. Kirmizi somon (O. nerka) yavrularinda goriilen THN
enfeksiyonunda ilk belirtilerin ortaya ¢ikmasiyla 6liim arasinda yalnizca birkag saat
vardir. Gokkusagi alabaligi (O. mykiss) ve kral somon (O. tshawytscha) yavrularinda

ise bu stire birkag giline kadar ¢ikabilir.

Hastaligin dis belirtilerinde renkte kararma, letarji, suda donerek yiizme ve
akut oliimler goriiliir. Enfekte baliklar genelde koyu renkli ve ekzoftalmiktir. Durgun
sularda gokkusagi alabaligi (O. mykiss) parmak boylarmin aniisiinden uzanan opak,
kirli beyaz renkte diskir kalintilar1 gézlemlenebilir. Pektoral, pelvik ve ventral ylizgeg
diplerindeki hemorajiler gogunlukla kaslarda ve agizda da goriiliir. Dorsal yiizgeg ile

kafa arasinda subdermal hemorajiler olabilir (Cagirgan ve ark., 1996). Abdominal
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siskinlik ve solungaclarda solgunluk da en sik goriilen belirtilerdendir. Baliklar
genellikle anemiktir ve hastalig1 atlatanlarin %]1-5’inde lordozis ve skolyozis

olusmaktadir (Yasutake, 1970).

Hastaligin i¢ belirtilerinde bobreklerin siklikla yar1 saydam ve pigment
hiicreleri tarafindan olusturulmus beneklerle kapli oldugu, diger organlarin ise
genellikle normalden daha solgun goriindiigii bildirilmektedir. Bunlarin yaninda
dalagin kiraz kirmizisi rengini aldigr goriiliir. Yavru baliklarda bobrek, dalak,
karaciger, pankreas ve sindirim sistemindeki patolojik belirtiler belirgindir. Bobregin
hematopoietik dokularinda siddetli nekrozlar goriiliir. Pankreasin asiner ve endokrin
hiicrelerinde intrasitoplazmik ve intraniikleer inkliizyonlar, karacigerde fokal
nekrotik degisiklikler, bagirsaklarin lamina propiyasinin graniiler hiicreleri, stratum
kompaktum ve stratum granulozumda patolojik degisiklikler goriiliir. Bu
degisikliklerin daha ¢ok 3-4 aylik baliklarda goriildiigii, daha kii¢iik baliklarda ise
goriilme ihtimalinin diisiik oldugu bildirilmistir (Cagirgan ve ark., 1996). Bunlarin
yanisira viicut boslugunda berrak, sar1 renkli bir siv1 birikimi oldugu bildirilmistir.
Dejenere olmus dokularda ¢ok sayida lenfosit, polimorf niikleer I6kosit, hiperemi,
petesi ve hemoraji goriiliirken eritrositlerin ¢izgili kaslarda akiimiile oldugu fakat

kaslarda nekrozlarin goriilmedigi bildirilmistir (Yasutake, 1970).
2.3.5 Teshisi

IHN salginlari sirasinda generalize viremi sekillendiginden bu dénemde
neredeyse tiim dokulardan viriis tespit edilebildigi bildirilmistir (Amend, 1975).
Viriis, akut enfeksiyonlardan ve iireme donemindeki tasiyici baliklarin genital
sivilarindan da izole edilebilir (Cagirgan ve ark., 1996). Viriis izolasyonu igin en
onemli materyallerin dalak, 6n bobrek, kalp ve beyin oldugu bilinmektedir. Bazi
durumlarda ovaryum sivist ve spremin de incelenmesi gerekebilmektedir. IHNV,
enzimatik reaksiyonlara karsi ¢ok duyarli oldugu icin Orneklemede karacigerin
alinmamasina dikkat edilmelidir (OIE, 2016). Virisiin identifikasyonu igin anti-
IHNV serumu ile nétralizasyon testi yapilmalidir. (Amend, 1975). Mulcahy ve Fryer
tarafindan 1976’da yapilan bir ¢alismada gokkusagi alabaliklarinda (O. mykiss) hem
IHNV hem de IPNV tespit edilmistir. Bu nedenle teshiste diger viriislerin varligi da

arastirilmalidir. Izolasyonun solungag, dalak ve pilorik sekadan da yapilabilecegi
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fakat diger organlardan izolasyon sansinun diisiik oldugu bildirilmistir (Dixon ve
Hill, 1983). Ornek olarak gelen marazi maddeler 4°C’de en iyi sekilde muhafaza
edildikten sonra 24 saat igerisinde duyarli hiicre hatlarina ekimleri yapilmalidir
(Cagirgan ve ark., 1996). IHNV’ye en duyarli hiicre hatlarimin CHSE-214, EPC,
FHM, RTG-2 gibi balik hiicre hatlar1 oldugu bildirilmistir (McAllister, 1993; Wolf,
1988). Hiicre kiiltiiriinde viriisiin replikasyonu 20°C’de gerceklesebilse de optimum
replikasyon sicakliginin 10-15°C’ler arasinda oldugu bildirilmistir (Wolf, 1988).
Viriisiin dokudan izolasyonunda marazi maddenin polietilen glikol ile muamele
edilmesi izolasyonun duyarliligini artirdigi rapor edilmistir (Batts ve Winton, 1989).
IHNV; viriis nétralizasyon, FAT (La Patra ve ark., 1989), ELISA (Dixon ve Hill,
1983), immunoblot (Schultz ve ark., 1989) metodlar1 ile identifiye edilebilirken
immunofloresan ve immunohistokimyasal teknikler ile kandan ve bobrekten
hazirlanan preperatlardan da teshisin miimkiin oldugu bildirilmistir (Dixon ve Hill,

1983).

Miller ve ark. (1998) IHN’nin tamisinda, viriisiin hiicre Kiiltiiriinde
izolasyonunu takiben yapilan identifikasyon metotlarinin direkt doku 6rneklerinden

yapilan RT-PCR’den ¢ok daha az duyarli oldugunu bildirmistir.
2.3.6 Koruma ve Kontrolii

Hastaligin 6nlenmesinde izlenecek en 6nemli adim THNV ile enfekte yumurta
ve baliklarin ¢iftlige girisinin 6nlenmesidir. Eger yumurtalar hastaligin gérildiigi
yerlerden temin edilecekse transferden 6nce ve sonra organik iyodin ile dezenfekte
edilmelidir (Amend ve Pietsch, 1972). Kullanilacak organik iyodin soliisyonunun pH
6 veya daha yiiksek bir degerde, 100 ppm derisiminde, en az 10 dakika siireyle
uygulanmas1 Onerilmektedir (Amend, 1974). Organik iyodin dezenfeksiyonu viriis
transferinin onlenmesinde kesin ¢6ziim degildir. IHNV; eter, kloroform, formol,
gliserin, ozon, hipoklorit, iyodofor, gamma ve UV isinlart ile inaktive olur
(Wedemeyer, 1978; Wedemeyer, 1979). Viriis, pH 4’tin altinda ve pH 10’un
tizerinde, 60°C’de 15 dakikada inaktive olur. Yapilan arastirmalarda 17°C’nin
tizerinde enfeksiyonun patlak vermedigi bildirilmisse de bu sicaklikta portorliik

sekillenebilir (Amend, 1970; Amend ve ark., 1973). 6-thioinosine veya 1-B-D-
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Ribofuuranosyl 5-hidroksi uranil ile tedavi oliimleri azaltsa da tamamen durdurmak
miimkiin degildir (Hasobe ve Saneyoshi, 1985).

Korumada ozellikle 14°C’nin altindaki su sicakliklarinda havuzlarin
kontrolii ¢ok onemlidir. IHNV, gen¢ balik populasyonunda %90°dan fazla &liime
neden olabilir. 1970-1980 yillar1 arasinda hem kiiltiire edilmis hem de dogal alabalik
ve somon yavrularinda 100 milyondan fazla Gliime neden oldugu bildirilmistir
(Mulcahy, 1981). Patojen, baliktan baliga gectigi gibi ana¢ baliklardan yavrulara
seminal sivilar veya enfekte yumurtalar araciligi ile de gegebilir (Amend ve ark.,
1969; Wolf ve ark., 1973). Asemptomatik ergin tasiyicilar viral partikiilleri
yumurtlama sirasinda etrafa sagarlar (Amend, 1975). Kral somon (O. tshawytscha)
baliklarindaki kayiplar1 6nlemek igin yapilan sicaklik degisimleri, sicakliga direncli
viriis suslarmin ortaya ¢ikmasi, Yyiiksek enerji giderleri ve IHN hastaligi sonrast
olusan tasiyicilar nedeniyle tavsiye edilmemektedir (Amend, 1974). Yumurta
inkiibatorlerinde ¢ok fazla yumurta veya yavru bulunmasinin salgmlarin siddetini
artiran onemli bir faktor oldugu bilinmektedir. Suyun tekrar kullanilmasi, baliklarin
elle yakalanmasi ve diger stres olusturan durumlar ergin baliklarda hastaligin ortaya
¢ikmasina neden olabilmektedir (Amend ve Pietsch, 1972). Gokkusagi alabaligi (O.
mykiss), gibi soguk su baliklari etkili bir sekilde dezenfekte edilirse ve enfekte

olmayan su kaynaklar tarafindan beslenirse IHN kontrolii rahatlikla saglanabilir.
2.3.7 Asillamasi

IHNV’ye kars1 as1 gelistirme c¢alismalart hem laboratuarda hem de saha
caligmalarinda denenmistir (Kurath, 2008; Winton, 1991; Winton, 1997). Giigli
etkisi ve uzun siireli koruma saglamasi nedeniyle ilk lisansli DNA asis1 2005 yilinda
Kanada’da THNV’ye kars1 hazirlanmistir (Appex-IHN, Aqua Health Ltd.). Kuzey
Amerika’da Atlantik somonlar (S. salar) i¢in kullanilan lisansli enjektabl DNA asis1

mevcuttur. Bunun disinda baska tilkelerde lisansli asis1t mevcut degildir (OIE, 2016).
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg
3.1.1 Ornekleme

Bu tez calismasinda iilkemizin alt1 farkli bolgesinde bulunan (Marmara, I¢
Anadolu, Dogu Anadolu, Ege ve Karadeniz) gokkusagi alabaligi (O. mykiss)
isletmelerinde IPNV, THNV ve VHSV’lerin tespiti igin oOrneklemeler yapildi.
Ormeklemelerde gokkusagi alabaligmin (O. mykiss) yamisira dogal alabaliklardan
(Salmo trutta labrax ve Salmo trutta magrostigma) ve sazanlardan da (Cyprinus
carpio) (alabaliklarla ayni barajda bulunan) virlis tespiti i¢in Ornekler alindi.
Ornekleme, Ocak 2014-Ocak 2017 tarihleri arasinda, 6 farkli bélgedeki 21 alabalik
giftliginden yapildi1 (Sekil 2). Ciftliklerin dordiinden her ay 6rnekleme yapilirken on
yedisinden mevsimsel olarak ornekler almdi. Orneklemelerde, baliklar ve
orneklemenin yapilacagi havuzlar rastgele secildi. Orneklenen baliklar alindiktan
hemen sonra herhangi bir islem yapilmadan agzi kilitli posetlere yerlestirilip strafor
kutular i¢inde, buz akiileri ile desteklenerek en gec¢ 48 saat igerisinde laboratuvara
ulastirildi. Ornekleme yapilan isletmelerdeki suyun sicaklik, oksijen ve pH degerleri
oksijenmetre (SI Analytics Handylab Multi 12 Set, Almanya) ile o6lgiilerek
kaydedildi. Bu ¢aligma Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan verilen 17.03.2014 tarih ve 2014-06/09 sayili etik kurul belgesi onayiyla
yiritildi.
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Sekil 2: Ornekleme yapilan bolgeler. Yesil noktalar balik ciftliklerini, kirmizi noktalar IPNV pozitif ciftlikleri, mavi
noktalar IPNV negatif ciftlikleri, siyah noktali kirmizi noktalar filogenetik galismada kullanilan suglarin alindig: ¢iftlikleri
temsil etmektedir.

Caligmada Ornekleme yapilan 13408 o&rnek, her bir grupta 8
balik/yumurta/genital sivi olacak sekilde gruplandi. I¢ Anadolu Bélgesi’nde iki farklt
ciftlikten (aylik Ornekleme) 456 grup, Ege Bodlgesi'nde dort farkli ciftlikten
(ikisinden aylik, ikisinden mevsimsel 6rnekleme) 908 grup, Akdeniz Bolgesi’nde alti
farkli c¢iftlikten (mevsimsel Ornekleme) 80 grup, Dogu Anadolu Bdlgesi’nde bir
ciftlikten (mevsimsel 6rnekleme) 67 grup, Marmara Bolgesi’nde ti¢ farkl ¢iftlikten
(mevsimsel o6rnekleme) 76 grup ve Karadeniz Bolgesi’nde bes farkli ciftlikten
(mevsimsel 6rnekleme) 89 grup olmak iizere toplam 1676 grup calismada incelendi
(Tablo 2).
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Tablo 2: Ornekleme yapilan bélgelerdeki isletmelere ait drnekleme sayilar:

Bolge/Sehir Ciftlik Sayis1 Grup/Ornek Sayisr*
i¢ Anadolu Bélgesi
Kayseri 1 330 grup/ 2640 6rnek
Sivas 1 126 grup/ 1008 rnek
Ege Bolgesi
Mugla 4 908 grup/ 7264 6rnek
Akdeniz Bolgesi
Adana 1 22 grup/ 176 ornek
Isparta 2 11 grup/ 88 6rnek
Antalya 2 11 grup/ 88 6rnek
Kahramanmarag 1 36 grup/ 288 6rnek
Dogu Anadolu Bélgesi
Elazig 1 67 grup/ 536 ornek
Marmara Bélgesi
Bursa 1 3 grup/ 24 6rnek
Kiitahya 1 17 grup/ 136 6rnek
Sakarya 1 56 grup/ 448 6rnek
Karadeniz Bélgesi
Rize 3 84 grup/ 672 drnek
Samsun 1 4 grup/ 32 6rnek
Trabzon 1 1 grup/ 8 6rnek
Toplam 21 1676 grup/ 13408 ornek

*Herbir grupta 8 adet 6rnek bulunmaktadir.

3.2 Yontem
3.2.1 Balik Orneklerinin Hazirlanmasi

Balik ornekleri, dis bakida herhangi bir hastalik belirtisi veya anomali
gosterip gostermeme yoniiyle incelendi. incelemesi yapilan baliklarin ortalama boy
ve agirliklar 6lgiilerek kayit altina alindi. Daha sonra boylarina gore her bir grupta 5-
10 balik (4 cm’den biiyiik baliklardan 5-8, 4 cm’den kiigiik baliklardan 8-10 balik)
yer alacak sekilde 6rnekleme gruplari olusturuldu (OIE, 2006).

Bu gruplarda yer alan baliklar;

- 4 cm’den kiiglikse kuyruk kismi kesilip geriye kalan tim kisimlar,
- 4-6 cm arasindaysa bobrekle birlikte tiim i¢ organlar,
- 6 cm’den biiylikse 6n bobrek, karaciger, dalak ve kalp alinarak Niive MN120
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class Il biyogiivenlik kabini (Niive, Tiirkiye) icerisinde steril kumla ezilerek

homojenize edildi.

Homojenize edilen dokulardan 100 mg alinarak RNA ekstraksiyonunda
kullanilmak iizere RNAlater (Qiagen, Hilden, Almanya) icerisinde fikse edildi.
Geriye kalan homojenize doku materyalleri steril santrifiij tiiplerine alindiktan sonra
tizerine %5 antibiyotik-antimikotik soliisyonu (10000 IU/ml penisilin, 10 mg/mi
streptomisin, 0,025 mg/ml amfoterisin B, Biological Industries, Israil), %1 FCS
(fotal dana serumu, Biochrom, Almanya) ve %1 HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid, Biochrom, Almanya) iceren EMEM (Eagle’s Minimal
Essential Medium, Sigma-Aldrich, ABD) vasat ilave edildi. Homojenize dokularla
EMEM vasat arasindaki son oran 1:10 olacak sekilde ayarlandi. Steril santrifiij
tiiplerindeki homojenizat-vasat karisimi sogutmali santrifiijde (Thermo Fisher
Scientific SL8R, ABD) 4°C’de, 3500 rpm’de, 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi olusan siipernatant toplanip 0,45 um por capindaki siringa filtrelerden
(Sartorius, ABD) gecirildi (OIE, 2006). Filtrelenerek sterilize edilen siipernatantlar 1-
2 ml’lik alikotlara boliindii. Hazirlanan ornekler hemen kullanilacaksa 4°C’de, uzun

suire saklanacak ise -75+5°C’de muhafaza edildi.
3.2.2 Hiicre Kiilturi

Viriis izolasyon ¢alismalarinda BF-2 ve EPC hiicre hatlar1 kullanildi. Bornova
Veteriner Kontrol Enstitiisii’nden temin edilen BF-2 ve EPC hiicre Kiiltiirleri -
80°C’lik derin dondurucudan g¢ikarilarak igerisinde %10 FCS (Biochrom, Almanya),
%1 antibiyotik+antimikotik soliisyonu (Biological Industries,Israil) ve %1 oraninda
HEPES (Biochrom, Almanya) bulunan EMEM (Sigma-Aldrich, ABD) vasati
icerisinde siispanse edildi. Siispanse edilen hiicreler virtis ekimi i¢in doku kiiltiirii
flasklarinda ve 24 gozli hiicre kiltiri pleytlerinde (Grainer-Bio-one GmbH,
Almanya) 24°C’de sogutmali inkiibatérde (Niive ES120, Tiirkiye) inkiibe edildi.

Hiicreler, flask yiizeyinin %100°’nii kapladiginda vasat dokiildii ve hiicre
yiizeyi 25 cm?’lik flasklarda 2 ml, 75 cm®lik flasklarda 8 ml, 175 cm®lik flasklarda
ise 15 ml %0,25 Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, ABD) soliisyonu ile yikandi.
Yikama isleminden sonra %0,25 Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, ABD) soliisyonu
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tamamen dokiildii ve yeniden icerisine 25 cm®lik flasklarda 2 ml, 75 cm®lik
flasklarda 8 ml, 175 cm®lik flasklarda 15 ml %0,25 Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich,
ABD) soliisyonu ilave edilip tim hiicre yiizeyi ile temas ettikten sonra tamamen
dokiildii ve 24°C’lik inkiibatoére (Niive ES120, Tiirkiye) kaldirildi. Hiicreler tamamen
ayrildiginda hazirlanacak pleyt sayisina uygun miktarda hiicre vasati icinde pipetaj
yapilarak homojenize edildi. Homojenize edilen hiicreler bolme oranina gore 24
saatte %80-90 monolayer olacak sekilde 24 gozli pleytlere 1000 ml/goz olacak
sekilde dagitildi ve 24°C’lik sogutmali inkiibatore (Niive ES120, Tiirkiye) kaldirildi
(Tablo 3). Ekimden 24 saat sonra %80-90 monolayer olan hiicreler daha 6nceden

elde edilen siipernatantlarin ekimi i¢in kullanildi.

Tablo 3: BF-2 ve EPC hiicre hatlarmin 24 gozlii pleytler igin bolme oranlari

Hiicre | 25cm? 75cm? 175cm?
BF-2 1:1 1:2-3 1:9
EPC 1:1 1:3-4 1:12-15

3.2.3 Viriislerin izolasyonu

Alman orneklerden hazirlanan siipernatantlar hem BF-2 hem de EPC hiicre
hatlarina ekildi. Virtis ekimi ic¢in kullanilan hiicre Kiltirleri %10 FCS, %1
antibiyotik-antimikotik soliisyonu ve %1 HEPES iceren EMEM vasati kullanilarak
retildi. Hiicre Kkiltiirlerinin tek katmanli tiremeleri %80-90 oranina ulasinca
orneklerden hazirlanan siipernatantlar 1:10 ve 1:100 oranlarinda olmak tizere iki
diliisyonda adsorbsiyonsuz olarak BF-2 ve EPC hiicre kiiltiirlerine inokule edildi.
Inokulasyon yapilan pleytler 15°C’de 7-10 giin inkiibasyona birakildi ve invert
mikroskop (Olymus CKX4, Japonya) ile CPE yoniinden diizenli olarak her giin
kontrol edildi. Her pleytte 2 adet g6z, hiicre kontrol gozi olarak ayrildi. CPE
goriilmeyen gozlerden ikinci pasaj igin yeni hiicre Kiiltiirlerine subkiiltiir yapildi.
Hicre kiiltiirlerinde goriilen CPE’ler alanin % 90-95’ini kapladiginda, CPE goriilen
ornekler -80°C’de dondurulup oda sicakliginda ¢ozdiiriildii. Cozdiiriilen ornekler
steril ependorf tiiplerine alinarak sogutmali santrifiijde (Thermo Fisher Scientific
SL8R, ABD) 3500 rpm’de, 4°C’de 15 dakika santrifiij edildi (OIE, 2006). Santrifiij

41



isleminden sonra elde edilen siipernatantlar ELISA ve RT-PCR testlerinde
kullanilmak tizere -80°C’lik derin dondurucuya kaldirildi.

Orneklerin hiicre Kiiltiirlerinde inkiibasyonu sirasinda bakteriyel ve/veya
fungal kontaminasyon olmasi durumunda kontamine siipernatantlar, antibiyotik-
antimikotik soliisyonu (Biological Industries, israil) eklenerek 15°C’de 1 saat
bekletildikten sonra 0,45 nm por g¢apinda siringa filtrelerden (Sartorius, ABD)
gegirilerek sterilize edildi. Yeniden sterilize edilen siipernatantlarin ekimleri
tekrarland.

3.2.4 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Yapilan o6rneklemelerde hiicre kiiltiiriinde CPE gosteren ve viriis varligi
yoniinden pozitif kabul edilen 6rneklere IPNV, IHNV, VHSV ELISA (Bio-X
Diagnostic, Belgika) testleri uygulandi. ELISA test sonuglari {iretici firmanin
yonergelerine uygun olarak Multiskan GO Microplate Spektrofotometre (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, DE, ABD)’de 450 nm dalga boyunda okutuldu.

3.2.5 Notralizasyon Testi

Yapilan c¢aligmalarda hiicre hatlarinda IPNV varhigmin diger viriislerin
¢ogalmasimi baskiladigi, bu nedenle VHSV ve IHNV’nin teshisinde IPNV-
notralizasyon testinin uygulanmasi gerektigi belirtildiginden CPE goériilen 6rneklere
IPNV nétralizasyon testi uyguland: (OIE, 2006).

CPE goriilen gozlerden toplanan siipernatantlardan 10 diliisyonu hazirland.
Bu diliisyonlara Bornova Veteriner Kontrol Enstitiitiisii’'nden temin edilen SNsg
(Serum notralizasyon degeri) titresinde anti-IPN antiserum Sp ve Ab asagida
belirtildigi gibi eklendi.

- 1. tiipe 10" oraminda diliie edilmis hiicre kiltiiri stipernatantindan 0,3 ml ve

0,3 ml vasat (pozitif kontrol),

- 2. tiipe 10” oraninda diliie edilmis hiicre kiiltiirii siipernatantindan 0,3 ml ve

0,3 ml anti-IPN antiserum Sp,
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- 3. tiipe 10”® oraninda diliie edilmis hiicre kiiltiirii siipernatantindan 0,3 ml ve
0,3 ml anti-IPN antiserum Ab eklendi.

Hazirlanan tiipler 15°C’de 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda 24
gozli hiicre kiltart pleytlerinin ilk siradaki 6 goziine anti-IPN antiserum Sp ile
notralize edilmis 107 diliisyonundan 0.15 ml/gz olacak sekilde, ikinci siradaki 6
goziine anti-IPN antiserum Ab ile nétralize edilmis 107 dilusyonundan 0.15 ml/goz
olacak sekilde ve son olarak ii¢iincii siradaki 6 goziine pozitif kontrol tiipti inokule
edildi. En alttaki 6 goz, hiicre kontrol olarak kullanildi. EKim yapilan pleytler 7 giin

boyunca CPE olusumu yoniinden mikroskopik olarak incelendi.
3.2.6 Siipernatantlardan RNA Ekstraksiyonu ve izolasyonu

ELISA testinde pozitif sonu¢ veren siipernatantlardan RNA ekstraksiyonu
yapmak i¢in Qiazol (Qiagen, Hilden, Almanya) ve RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Almanya) tiretici firmanin yonergeleri dogrultusunda uygulandi. Bunun igin
oncelikle 1 ml Qiazol (Qiagen, Hilden, Almanya) ile 100 pl siipernatant karistirtlip 5
dakika oda sicakliginda bekletildi. Ardindan 0,2 ml kloroform eklendikten sonra 15
saniye yavas hareketlerle c¢alkalandi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Hazirlanan karigim 4°C’ye ayarlanmis sogutmali santrifiijde (Thermo Fisher
Scientific SL8R, ABD) 11400 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 en
iist katmandaki sivi kisim pipet ile alinarak ayri bir ependorf tiipiine aktarildi.
Ayrilan sivi kismin iizerine esit miktarda etanol eklendi ve pipetaj yapildi.
Hazirlanan karistm RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Almanya)’ine ait spin kolona
aktartildi ve iretici firmanin yonergeleri dogrultusunda RNA izolasyonu yapildi.
Izole edilen RNA’lar NanoDrop 1000 Spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, ABD)’de o6lgiildii. RNA saflig1 i¢in kullanilan 260/280 degerinin
~2.0, 260/230 degerinin ise ~2.2 olmasima dikkat edildi. Izole edilen RNA’lar RT-
PCR testinde kullanilmak iizere -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.7 Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

ELISA testinde pozitif sonug veren drneklere dogrulama amaci ile RT-PCR
yapildi. RT-PCR igin One-Step RT-PCR Kiti (Qiagen, Hilden, Almanya) iiretici
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firmanin yonergeleri dogrultusunda uygulandi. Kullanilan master miks orani, kite ait
kullanim yonergesine gore hazirlandi. IPNV’nin dogrulamasi igin spesifik VP2 gen
bolgesinin - amplifikasyonunda; RNase-free su, 5XPCR Buffer (TrisCl, KClI,
(NH3)2S04, 12,5 mM MgCl,, DTT), 10 mM forward ve reverse primerler, QIAGEN
OneStep RT-PCR enzim miksi (1 mM dithiothreitol (DTT), 0.1 mM EDTA, 0.5%
(v/v) Nonidet P-40, 0.5% (v/v) Tween 20, 50% glycerol (v/v), stabilizer; pH 9.0) ve
10 mM dNTP igeren RT-PCR master miksine 100 ng 6rnek RNA da eklenerek
toplam 25 ul RT-PCR  kansmmi  olusturuldu.  Kullanilan ~ WBI,
5’CCGCAACTTACTTGAGATCCATTATGC-3’ (forward) ve WB2,
S’CGTCTGGTTCAGATTCCACCTGTAGTG-3’ (reverse) primerleri ile
amplifikasyon asamasindaki sicaklik ve zamanlar, Williams ve ark. (1999)nin
calismasindan modifiye edilerek hazirlandi. Olusturulan karisim BioRad T2100
Thermal Cycler (BioRad, ABD) cihazinda 50°C‘de 30 dakika ters transkriptaz
asamasini takiben 95°C‘de 15 dakika PCR baslangici asamasi ve ardindan 95°C‘de
30 saniye denatiirasyon, 65°C‘de 30 saniye primer baglanma, 72°C‘de 1 dakika
uzama olmak tizere 40 siklus ve 72°C‘de 10 dakika final uzama kosullarinda

amplifikasyon islemine tabi tutuldu.

RT-PCR ile amplifikasyon sonucunda 206 bp’lik amplifikasyon {iriiniiniin
goriilmesi pozitif sonug¢ olarak degerlendirildi. Bu testte pozitif kontrol olarak

kullanilan IPNV Sp serotipi Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii’nden temin edildi.
3.2.8 Jel Elektroforez

RT-PCR sonucu olusan amplifikasyon iiriineri Thermo Scientific 6X Orange
Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile boyandi. Boyanan PCR fiiriinleri
ve Thermo Scientific 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, ABD), 1IXTAE
buffer (40 mM tris, 20 mM acetic acid, 2 mM ethylenediaminetetraacetic acid)
(Invitrogen, Eugene, Oregon, ABD) igerisinde, etidyum bromid (Invitrogen, Eugene,
Oregon, ABD) ilave edilmis %1°lik (w/v) SeaKem agaroz jelde (Lonza, Isvigre) 90
V’da 60 dakika elektroforez islemine tabi tutuldu. Ardindan jel, BioRad UV
Transliminatérde (BioRad, ABD) goriintiilendi. Sonugta 206 bp diizeyinde bant
veren 6rneklerin IPNV yoniinden pozitif oldugu kabul edildi.
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3.2.9 Dokulardan RNA Ekstraksiyonu ve Izolasyonu

ELISA ve RT-PCR testlerinde IPNV pozitif sonu¢ veren ve RNAlater
icerisinde fikse edilmis doku orneklerinden RNA ekstraksiyonu yapmak igin
stipernatantlardan yapilan RNA ekstraksiyonuna benzer sekilde Qiazol (Qiagen,
Hilden, Almanya) ve RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Almanya) iretici firmanin
yonergeleri dogrultusunda uygulandi. Bunun ig¢in 1 ml Qiazol igerisine 20-100 mg
doku koyuldu. TissueLyser (Qiagen, Hilden, Almanya) cihazinda 25 Hz’ de 5 dakika
par¢alandi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Ardindan ftizerine 0,2 ml
kloroform eklendikten sonra 15 saniye c¢alkalandi ve oda sicakliginda 2-3 dakika
bekletildi. Hazirlanan karisim 11400 rpm’ de 4°C’ de 15 dakika santrifiij (Thermo
Fisher Scientific SL8R, ABD) edildi. Santrifiij sonrasi iistte kalan sivi fazdan 400-
450 pl alinarak farkli bir eppendorf tiipiine aktarildi. Ayrilan sivi kismin {izerine esit
miktarda etanol eklendi ve pipetaj yapildi. Hazirlanan karisim RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Almanya)’ine ait spin kolona aktartildi ve iiretici firmanin
yonergeleri dogrultusunda RNA izolasyonu yapildi. izole edilen RNA’lar NanoDrop
1000 Spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, ABD)’de
olgiildi. RNA safligr i¢in kullanilan 260/280 degerinin ~2.0, 260/230 degerinin ise
~2.2 olmasma dikkat edildi. izole edilen RNA’lar Es Zamanl Ters Transkriptaz-
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR) testinde kullanilmak iizere -80°C’de

muhafaza edildi.
3.2.10 Es Zamanh Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR)

Dokudan izole edilen RNA’lar daha 6nceden ELISA ve RT-PCR testlerinde
pozitif sonug veren 6rnekler olmasina ragmen dogrulama amaciyla bu RNA’larla da
RT-qPCR yapildi. RT-qPCR igin One-Step RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden, Almanya)
tiretici firmanin yonergeleri dogrultusunda uygulandi. Kullanilan master miks oran,
Kit igerisinden ¢ikan yonerge kitabina gore modifiye edildi. IPNV’nin dogrulamasi
icin IPNV’nin spesifik VP3 gen bolgesinin amplifikasyonunda; RNase-free su,
5xPCR Buffer, 10 mM forward ve reverse primerler, 10 uM prob, 10 mM dNTP, 50
mM MgCl,, QIAGEN OneStep RT-PCR enzim miksi ve 4 ul (500-1000 ng) 6rnek
RNA igeren 15 pl PCR master miksi olusturuldu (Qiagen, Hilden, Almanya).
Kullanilan VP3F : 5’-CGACCGACATGAACAAAATCA-3’ (forward), VP3R : 5°-
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TGTGCGAATACAGCTGCAACT-3" (reverse) primerleri ve VP3 probe : 5°-
6FAM- TCTAGCCAACAGTGTGTACGGCCTCCC-TAMRA-3*  probu ile
amplifikasyon asamasindaki sicaklik ve zamanlar, Orpetveit ve ark. (2010)
calismasindan modifiye edilerek hazirlandi. Olusturulan karisim AriaMx Real Time
PCR System (Agilent Technologies, ABD) cihazinda 50°C‘de 30 dakika ters
transkriptaz asamasimi takiben 95°C‘de 15 dakika PCR baslangici asamasi ve
ardindan 95°C‘de 30 saniye denatiirasyon, 58°C‘de 30 saniye primer baglanma ve
72°C‘de 30 saniye uzama olmak iizere 40 siklus olarak amplifikasyon islemine tabi
tutuldu.

3.2.11 ¢<DNA Hazirlanmasi

Filogenetik siniflandirmada kullanilacak olan VP2 ve VP5 gen bdlgeleri
cogaltilmadan 6nce IPNV yoniinden pozitif olan RNA’lardan cDNA hazirlandi.
Bunun i¢in SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, Eugene, Oregon,
ABD) iiretici firmanin yonergeleri dogrultusunda uygulandi. cDNA sentezi igin; 10
mM random hexameters, 10 mM dNTP, DEPC-su (Diethylpyrocarbonate) ve 1000
ng ornek RNA 65°C’ de 5 dakika inkiibe edildikten sonra 5x First Strand Buffer,
(250 mM Tris-HCI, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,), 0,AM DTT (Dithiothreitol), 40
U/ul RNaseOUT ve 200 U/ul Superscript 111 RNase Reverse Transcriptase eklendi
ve once 25°C’de 5 dakika, ardindan 50°C’de 1 saat inkiibe edildi. Son olarak
reaksiyon 70°C’ de 15 dakikada sonlandirildi. Hazirlanan cDNA’lar VP2 ve VP5 gen

bolgelerinin ¢ogaltilmasinda kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edildi.
3.2.12 VP2 ve VP5 Gen Bélgeleri icin Primer Dizaym

IPNV’nin VP2 ve VP5 gen bolgelerinin ¢ogaltilmasinda bu g¢alisma igin
dizayn ettigimiz tablo 4’te verilen primerler kullanildi. Primer dizayninda kullanilan
referans suslarin IPNV’nin tiim genotiplerini icermesine dikkat edildi. NCBI
veritabaninda yer alan IPNV’lerin VP2 ve VP5 gen bolgesi sekanslar1 fasta
formatinda indirildi ve Vector NTI yaziliminda ¢oklu hizalama islemine tabi tutuldu.
Tim IPNV’ler i¢in ortak olan ve primer i¢in uygun GC oranmna sahip kisimlar
alinarak DesignerPCR primer sentezleme programinda incelendi. Primer sentezlemek

igin secilen bolgelerin GC igerikleri, oligoniikleotid dimer, sag tokasi (hairpin) ve
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erime sicaklik yapilar1 (Tm) bu program ile analiz edildi. Sonugta hem VP2 hem de
VP5 igin uygun forward ve reverse primer dizimleri tespit edildi. Bu primerler,
IPNV’nin VP2 gen bélgesi i¢in en ¢ok varyasyon goriilen 731 bp’lik, VP5 gen
bolgesi icin ise 507 bp’lik kismlar1 kodlayacak sekilde dizayn edildi (Tablo 4). Son
olarak dizayn edilen primerlerin baska bolgelerle ortiisiip ortiismedigi NCBI Primer

Blast arayiizii kullanilarak analiz edildi.

Tablo 4: VP2 ve VP5 primer dizileri ve amplikon bityiiklikleri

Hedef Primerler Primer Dizisi Amplikon
Bolge Biiyiikliigii
VP2 VP2 396-416 F 5’- GGTGGAGAGCCTGACCTACAA -3 731 bp

VP2 1126-1148 R | 5’-GGATCAGCTCGTAGTTGGACACT -3’

VP5 VP5 13-30 F 5’-CACAAACAAGGCAACCGC-3 507 bp
VP5 620-642 R | 5’-GTCAACAACCAGCTGGTGACCAA-3’

3.2.13 VP2 ve VP5 Gen Bolgelerinin Cogaltilmasi

VP2 ve VP5 gen bolgelerinin ¢ogaltilmasinda tablo 4°te verilen primer setleri
kullanildi. Bu boélgelerin gogaltilmasinda Invitrogen DreamTaq DNA Polymerase
(Invitrogen, Eugene, Oregon, ABD) kiti iiretici firmanin yonergeleri dogrultusunda
kullanildi. Daha 6nceden IPNV pozitif RNA’lardan hazirlanan ve -20°C’de saklanan
cDNA’lar VP2 ve VP5 gen bdlgelerinin ¢ogaltilmasinda kullanildi.

DreamTaq Polymerase (5 U/ul), 10xPCR Buffer (20 mM MgCl; igerir), 10
mM forward ve reverse primerleri, 10 mM dNTP ve dH,O igeren PCR master
miksine 6rnek 4 pl cDNA da eklenerek toplam 50 pul PCR karigimi olusturuldu.
Olusturulan karisim BioRad T100 Thermal Cycler (BioRad, ABD) cihazinda VP2
gen bolgesi i¢in 95°C*de 3 dakika PCR baglangici asamasinin ardindan 95°C*de 30
saniye denatiirasyon, 56°C*de 30 saniye primer baglanma, 72°C‘de 1 dakika uzama
olmak tizere 40 siklus ve 72°C‘de 10 dakika final uzama kosullarinda; VP5 gen
bolgesi i¢in ise 95°C‘de 3 dakika PCR baslangict asamasinin ardindan 95°C‘de 30
saniye denatiirasyon, 59°C*de 30 saniye primer baglanma, 72°C‘de 1 dakika uzama
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olmak tizere 40 siklus ve 72°C*de 10 dakika final uzama kosullarinda amplifikasyon
islemine tabi tutuldu.

Olusan amplifikasyon iiriinleri Thermo Scientific 6X Orange Loading Dye
(Thermo Fisher Scientific, ABD) ile boyandi. Boyanan PCR iiriinleri ve 1 Kb DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific, ABD), 1XTAE buffer i¢erisinde SYBERsafe DNA
(Invitrogen, Eugene, Oregon, ABD) jel boyasi ilave edilmis %1°lik (w/v) Ultra Pure
agaroz jelde (Invitrogen, Eugene, Oregon, ABD) 90V’da 60 dakika elektroforez
islemine tabi tutuldu. Ardindan jel, BioRad UV Transliiminatorde (BioRad, ABD)
analiz edildi. Sonugta VP2 gen bolgesi igin 731 bp, VP5 gen bolgesi igin ise 507 bp
diizeyinde gozlenen bantlar klonlama isleminde kullanilmak iizere Safe Imager Blue
Light Transilluminator (Thermo Fisher Scientific, ABD)’de goriintiilenerek jelden
kesildi.

3.2.14 DNA Uriinlerinin Jelden Piirifiye Edilmesi

Piirifikasyon islemi igin PCR Clean-up Gel Extraction kiti (Macherey-Nagel,
Almanya), tretici firmanin yonergelerine gore uygulandi. Jelden piirifiye edilen
DNA’larin konsantrasyonlart NanoDrop 1000 Spektrofotometrede (Thermo Fisher
Scientific, ABD) o6lgiildi. Piirifiye edilen DNA’lar klonlama islemi igin -20°C’ye
kaldirildi.

3.2.15 VP2 ve VP5 Gen Bolgelerinin Klonlanmasi

Klonlama i¢in daha onceden jelden piirifiye edilip saklanan ornekler
kullanildi. Klonlamada Topo TA Cloning Vector 2.1 kit (Invitrogen, Eugene,
Oregon, ABD) ve TOP10 One-Shot Chemically Competent E.coli (Invitrogen,
Eugene, Oregon, ABD) kompetan hiicreleri iretici firmalarin yonergeleri
dogrultusunda kullanildi. Klonlanan E.coli bakterileri ampisillin eklenmis ve tizerine
40 pl X-gal 5-(Bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside) emdirilmis LB
(Luria Bertani) agara ekildi. Bir gece 37°C’de inkiibasyondan sonra iiremis olan
kolonilerden yalnizca beyaz veya ag¢ik mavi olanlarindan alinarak ampisillin
eklenmis 200 pl LB medyum igerisine alindi ve homojenize edildi. Koloni eklenmis
LB+ampisillin medyumlar 200 rpm’de galkalanarak 37°C’de 3-4 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda herbir LB+ampisillin medyumunda iiremis bakterilerden
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alman 1 pl oOrnekle koloni PCR yapildi. Koloni PCR’da M13 5'-
GTAAAACGACGGCCAG-3 (forward) ve M13 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3’
(reverse) primerleri ve DreamTaq DNA Polymerase (Invitrogen, Eugene, Oregon,
ABD) Kkiti dretici firmanin yonergeleri dogrultusunda kullanildi. DreamTaq
Polymerase (5 U/ul), 10xPCR Buffer (20 mM MgCl, igerir), 10 mM forward ve
reverse primerleri, 10 mM dNTP ve dH,0O iceren PCR master miksine 1 pl 6rnek
eklenerek toplam 25 ul PCR karisimi olusturuldu. Olusturulan karisim BioRad T100
Thermal Cycler (BioRad, ABD) cihazinda 3 siklus 94°C 1 dakika ve 55°C 1 dakika
bakterinin pargalanmasi asamasindan sonra 94°C‘de 2 dakika PCR baslangici
asamasinin takiben 94°C‘de 30 saniye denatiirasyon, 55°C‘de 30 saniye primer
baglanma, 72°C*de 40 saniye uzama olmak tizere 35 siklus ve 72°C*de 7 dakika final
uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu. Koloni PCR sonras1 oOlusan
amplifikasyon tirtinleri 6X Orange Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile
boyandi. Boyanan PCR iiriinleri ve Thermo Scientific 1 Kb DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific, ABD), 1XTAE buffer icerisinde SYBERsafe DNA (Invitrogen,
Eugene, Oregon, ABD) jel boyasi ilave edilmis %1°lik (w/v) Ultra Pure agaroz jelde
(Invitrogen, Eugene, Oregon, ABD) 90 V’da 45 dakika kosturuldu. Ardindan jel,
BioRad UV Transliiminatorde (BioRad, ABD) analiz edildi. Klonan &rneklerin
bulundugu LB+ampisillin medyumlardan 100 ul ahnarak 5 ml LB+ampisillin
medyum igerisine eklendi ve bir gece 200 rpm’de 37°C’de inkiibe edildi.

3.2.16 Plazmid DNA Piirifikasyonu

Pozitif sonug veren ve bir gece LB+ampisillin medium igerisinde inkiibe
edilen orneklere Plazmid DNA piirifikasyon islemi yapildi. Bunun igin Plazmid
DNA Pirifikasyon kiti (Macherey-Nagel, Almanya) tretici firmanin yonergelerine
gore uygulandi. Piirifiye edilen plazmid DNA’larin konsantrasyonu NanoDrop 1000
Spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific, ABD)’da olgiildii. Sekans islemine
gonderilen 6rnekler pl'sinde 50 ng DNA olacak sekilde diliie edildi. Sekanslama
islemi, GATC-Biotech AG (Constance, Almanya) firmasinda hizmet alimi
yontemiyle gerceklestirildi.
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3.2.17 Filogenetik Analiz

Hem niikleotit hem de aminoasit sekanslarina AlignX (Vector NTI
AdvanceTM 11, InfoMax, Inc) ve MEGAG6.06 yazilimi kullanilarak ¢oklu hizalama
(alignment) islemi yapildi (Tamura ve ark., 2013). Niiklotit ve aminoasit
benzerlikleri SIAS (Sequences Identities and Similarities) hizmeti kullanilarak
hesaplandi. Filogenetik agaclarin olusturulmasinda MEGAG6.06 yazilimi tarafindan
en uygun model olarak onerilen HKY+6 modeli kullanildi ve konsesus agaglari
maksimum olabilirlik yontemi (Maximum likelihood) kullanilarak ¢izdirildi. Agaglar
cizdirilirken 1000 6zyiikleme (bootstrap) yaptirildi (Hillis ve ark., 1993; Hungnes ve
ark., 2000).

3.2.18 TCIDs (Doku Kiiltiirii Enfektif Dozu) Hesaplanmasi

Filogenetik agagta birbirinden farkli yerlerde bulunan ve aminoasit dizilimi
bakimindan farklilik gésteren 2 IPNV susunun TCIDsy dozu hesaplandi. Bunun igin
Atlantik somon 6n bobrek hiicre hatt1 (TO) 2 adet 96 gozliik hiicre pleytine 35000
hiicre/goz olacak sekilde ekilerek 20°C‘de 1 giin inkiibe edildi. Secilen 2 IPNV
izolatinin 1/10 (doku homojenizati/vasat) oraninda hazirlanmis siipernatantlari -
80°C‘de muhafaza edilen stoktan c¢ikarilarak inokulasyon igin kullanildi. 1/10
oraninda hazirlanmis siipernatantlar, hiicre kiiltiirlinde toksik etki yaratmasini
onlemek icin % oraninda tekrardan diliie edilerek titrasyon icin ilk géze 1/20
oraninda IPNV konuldu. Aym sekilde hazirlanan 2 IPNV érnegi 10° (1/20 oraninda
supernatant)’dan baslayarak 10® e kadar diliie edildi. Ekilen hiicreler, gozlerdeki
alanin %90-100’tinti kapladiginda hazirlanan diliisyonlar 4 paralel olacak sekilde
pleytlere ekildi. Kontaminasyon riskini elimine etmek igin 96 gozlii bir pleyt tek bir
IPNV 6rneginin ekimi i¢in kullanildi. Bu pleytlerdeki hiicre iiretme vasati (%10 FCS
ve gentamisin igeren) dokiildiikten sonra PBS (Phosphate Buffered Saline) ile bir
defa yikandi. Daha sonra hazirlanan IPNV diliisyonlarindan 50 pl ekildi. Takiben bu
pleytler 15°C*de 1 saat inkiibe edildikten sonra gozlere 100 pl viriis iiretme vasati
(%2 FCS ve gentamisin iceren) eklendi. Pleytler, 10 giin siireyle her giin CPE
olusumu yoniinden mikroskobik olarak incelendi. Pleytlerdeki viris ekimi

yapilmamis gozler hiicre kontrol gozi olarak takip edildi. Goézlerdeki CPE’lerin
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takibi sonrasinda segilen her bir IPNV 6rneginin TCIDsy dozu Spearman ve Kérber

algoristamasina gore hesaplandi (Kérber, 1931; Spearman, 1908).
3.2.19 Hiicresel Immun Yamtin Ol¢iilmesi

Hiicresel immun yanitinda Olgiilmesi i¢in TO hiicreleri 6 @o6zIi hiicre
pleytlerine 250000 hiicre/g6z olacak sekilde ekilerek 20°C‘de 1 giin inkiibe edildi.
Inkiibe edilen hiicreler, gozlerdeki alanm %90-100’{inii kapladiginda, secilen IPNV
izolatlar1 100TCIDso dozunda 2 paralel olacak sekilde gozlere ekildi. Viriis ekimi
sonrasi 0., 6., 12., 24., 48., 72. ve 96. saatlerde pleytlerdeki hiicreler toplandi. Ayni
sekilde es zamanli olarak negatif kontrol olarak belirlenen gozlerdeki hiicreler de
topland1. Toplanan hiicrelerden RNA izolasyonu yapild:. izole edilen RNA’lar RT-
gPCR’da kullanilmak {izere -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.20 Es Zamanh Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR)

Hiicrelerden izole edilen RNA’lar hiicresel immun yanitin Slgiilmesinde
kullanildi. RT-gPCR igin One-Step RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden, Almanya) iiretici
firmanin yonergeleri dogrultusunda uygulandi. Kullanilan master miks orani, Kit
uygulama yonergesi modifiye edilerek hazirlandi. Segilen TR16/14 ve TR82/15
ornekleri hiicre kiiltiiriine ekildikten sonra Mx protein, IFN ve Viperin (Vip)
ekspresyonu yapildi. Referans gen olarak daha 6nce yapilan ¢alismalarda en stabil
gen oldugu bildirilen EFlab kullanildi. Kullanilan primer ve problar tablo 5°te
verildi. Genlerin transkript seviyeleri ise Pfaffl metodu kullanilarak EFlab

ekspresyonuna gore normalize edildi (Pfaffl, 2001).

Tablo 5: immun gen primer ve prob dizileri

Hedef | Primerler ve . -
Bilge Problar Primer Dizisi Referans
EFloBF 5’- TGCCCCTCCAGGATGTCTAC -3 Lovoll ve ark
EF10B EFlaBR: 5’-CACGGCCCACAGGTACTG -3’ 9 2011 v
EFlaBprob 5’-6FAM-"-AAATCGGCGGTATTGG-MGBNFQ -3° !
IFN.F 5’- ACTGAAACGCTACTTCAAGAAGTTGA -3 McBeath ve
IFN IFN.R 5’- GCAGATGACGTTTTGTCTCTTTCCT -3’ ark.. 2006
IFN prob 5’-6FAM-" TGTGCACTGTAGTTCATTTTTCTCAGAACA -TAMRA-3’ v
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https://www.qiagen.com/us/shop/assay-technologies/end-point-pcr-and-rt-pcr-reagents/qiagen-onestep-rt-pcr-kit/

MxF

5’- GATGCTGCACCTCAAGTCCTATTA -3

Mx MxR 5- CACCAGGTAGCGGATCACCAT -3’ “gffegg‘o‘ée
Mxprob | 5°-6FAM-’ CTGATCAGCCAAACGTTGACTGGATATCCT -TAMRA-3’ .
Vip F 5- AGCAATGGCAGCATGATCAG -3 Grove ve ark
Vip VipR 5 TGGTTGGTGTCCTCGTCAAAG -3’ o e arke
Vip prob 5-6FAM-" AGTGGTTCCAAACGTATGGCGAATACCTG -BHQ-3’
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4 BULGULAR
4.1 Ornekleme
Balik orneklemelerinde dis bakida; renkte kararma, ekzoftalmus, asites,

yalanci diski uzamasi (pseudofeces) gozlendi. Ozellikle yavru baliklarda tankin

kenarlarma toplanma ve dikine yiizme davranislar: dikkat cekti. I¢ bakida ise dalakta

biiyiime ve karin boslugunda sivi toplanmasi goriildii (Sekil 3).

¥ .
Sekil 3: IPNV siipheli baliklarda klinik goriiniim a: Renkte kararma, ekzoftalmus, asites; b: Kisa oklar: Asites; Uzun oklar:
Diski uzamasi (Pseudofeges); ¢: Dalakta biiyiime; d: Ekzoftalmuz ve asites

4.2 Hiicre Kiiltiiriinde Viriis Izolasyonu ve ELISA Testi

Toplanan 13408 6rnek 1676 gruba ayrildiktan sonra viriis varligi yoniinden
inceleme icin BF-2 ve EPC hiicre hatlarina ekildi. Incelenen 1676 grup 6rnegin 455



grubu hem BF-2 hem de EPC hiicre hatlarinda CPE gosterdi. Hiicre hattinda CPE
goriilen ornekler viriis varligr yoniinden pozitif kabul edildi. Pozitif oldugu belirlenen
orneklere IPNV, VHSV ve IHNV Ag-ELISA testleri uygulandi. ELISA testleri
sonucunda CPE tespit edilen gruplarin tamaminda IPNV pozitif bulunurken VHSV
veya IHNV negatif sonug verdi (Tablo 6).

Tablo 6: Ornekleme galismalarinda IPNV pozitif olan érneklerin bélgesel dagilimi

Bolge/Sehir Grup/Ornek Sayisr* IPNV Pozitif Grup/Ornek Sayisi* IPNV P((Jg/lot)l f Ornek
i¢ Anadolu Balgesi
Kayseri 330 grup/~2640 ornek 103 grup/ ~824 6rnek %31,21
Sivas 126 grup/~1008 6rnek 35 grup/ ~280 6rnek %27,7
Ege Balgesi
Mugla 908 grup/ ~7264 6rnek 250 grup/ ~2000 6rnek %27,53
Akdeniz Bolgesi
Adana 22 grup/ ~176 6rnek 5 grup/ ~40 6rnek %22,72
Isparta 11 grup/ ~88 6rnek 2 grup/ ~ 16 ornek %18,18
Antalya 11 grup/ ~88 6rnek 0 grup/ 0 6rnek %0
Kahramanmaras 36 grup/ ~288 drnek 14 grup/ ~122 6rnek %38,88
Dogu Anadolu
Bolgesi 67 grup/ ~536 ornek 17 grup/ ~136 6rnek %25,37
Elaz1g '
Marmara Balgesi
Bursa 3 grup/ ~24 6rnek 3 grup/ ~24 6rnek %100
Kiitahya 17 grup/ ~136 6rnek 2 grup/~ 16 6rnek %11,76
Sakarya 56 grup/ ~448 6rnek 14 grup/~ 122 6rnek %25
Karadeniz Bolgesi
Rize 84 grup/ ~672 6rnek 10 grup/ ~80 6rnek %11,9
Samsun 4 grup/ ~32 6rnek 0 grup/ 0 6rnek %0
Trabzon 1 grup/ ~8 drnek 0 grup/ 0 6rnek %0
Toplam 1676 gg:ﬁélz 13408 455 grup/ ~3640 6rnek %27,14

*Herbir grupta 8 adet 6rnek bulunmaktadir.

BF-2 ve EPC hiicre hatlarina yapilan inokulasyonlarda, IPNV-pozitif olan
materyaller hiicre i¢i vakuol olusumu, hiicre biiziismesi ve ¢ekirdek piknozlariyla
karakterize CPE’ler gosterdi. Orneklerin birgogunda total hiicre yikimi 2-3 giin sonra
gergeklesti (Sekil 4 ve Sekil 5).
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Sekil 4: BF-2 hiicre hattinda gélen CPE; a: BF-2 hiicre hatti negatif kontrol; b: Viriis inokulasyonundan 24. saat sonra; c:
Virtis inokulasyonundan 48. saat sonra d: Viriis inokulasyonundan 72. saat sonra; e: Viriis inokulasyonundan 96. saat sonra

R \ ¥ & G & _ b \

Sekil 5: EPC hiicre hattinda goriilen CPE; a: EPC asyonundan 24 saat sonra; c: Viriis
inokulasyonundan 48 saat sonra; d: Viriis inokulasyonundan 72 saat sonra; e: Viriis inokulasyonundan 96 saat sonra; f: Viriis
inokulasyonundan 120 saat sonra

Tablo 7: IPNV pozitif olan 6rneklerin balik agirliklarina gére % dagilimi

Balik agirhi IPNV Pozitif Grup/ IPNV Pozitif
Ornek Ornek (%0)

<1lg 187 grup/ ~1496 6rnek %41,09
1-5 g aras1 81 grup/ ~648 ornek %17,8
5-20 g arasi 48 grup/ ~384 6rnek %10,54
20-300 g arast 44 grup/ ~352 6rnek %9,67
Anag (3-6 kg) 17 grup/ ~136 6rnek %3,73
Keseli yavru 32 grup/ ~256 ornek %7,03
Yumurta 29 grup/ ~232 drnek %6,37
Genital sivi 17 grup/ ~136 6rnek %3,73
Toplam 455 grup/ ~3640 6rnek %100
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Tablo 8: IPNV pozitif olan 6rneklerin bolgelere gore ve balik agirliklarina gore dagilimi

Ornek ic A"nadqlu Ma"rmara Ege Bolgesi AIEdeni_z Dogu"AnaQOIu Ka[ader?iz
Bolgesi Bolgesi Bolgesi Bolgesi Bolgesi
<l1lg 74 grup 11 grup 82 grup 9 grup 7 grup 4 grup
1-5 g arasi 19 grup 4 grup 51 grup 3grup 2 grup 2 grup
5-20 g aras1 11 grup - 33 grup 2 grup - 2 grup
20-300 g aras1 9 grup 2 grup 33 grup
Anag (3-6 kg) 9 grup - 6 grup - 1 grup 1 grup
Keseli yavru 5 grup 1 grup 19 grup 3grup 3grup 1 grup
Yumurta 4 grup 1 grup 21 grup 1 grup 2 grup
Genital sivi 7 grup - 5 grup 3 grup 2 grup
Toplam 138 grup 19 grup 250 grup 21 grup 17 grup 10 grup

4.3 Notralizasyon Testi

Hiicre kiiltiriinde CPE olusturan tiim gruplara IPNV notralizasyon testi
uygulandi. Test sonucunda notralize edilen gruplarin higbirinde CPE gozlenmemesi
IPNV disinda baska bir CPE olusturan viriis olmadigini gosterdi.

4.4 RNA Izolasyonu ve Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-
PCR)

Hiicre Kkiiltirinde CPE olusumuna neden olan ve ELISA testinde IPNV
pozitif sonug veren 455 grup ornekten RNA izolasyonu yapildi. Izolasyon sonrasi
RNA miktar1 ve Kkalitesi NanoDrop 1000 Spektrofotometre (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE, ABD) cihazinda 6l¢iildii.

RNA izolasyonunun ardindan IPNV Ag-ELISA ve nétralizasyon testlerini
dogrulama amaciyla RT-PCR yapildi. Daha onceden IPNV pozitif olan tiim gruplara
(455 grup) yapilan RT-PCR sonucunda 206 bp’lik amplifikasyon iiriinlerinin jelde

goriintiilenmesi pozitif sonug olarak degerlendirildi (Sekil 6).
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Sekil 6: 206 bp’de pozitif sonug veren IPNV 6rnekleri (100 bp Thermo Fisher Scientific (ABD) DNA Ladder kullanilmugtir).

4.5 Es Zamanh Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-gPCR)

IPNV pozitif oldugu tespit edilen gruplara ait dokulardan elde edilen
RNA’lara dogrulama amaciyla RT-qPCR yapildi. RT-qPCR sonucunda o6rnek
gruplarinin 17 ile 33 arasinda Ct degeri verdigi tespit edildi (Sekil 7).

Amplification Plots

2500

2000

1500

Fluorescence (AR)

g

5 10 15 20 25 30 35
Cycles

Sekil 7: RT-gPCR sonucu elde edilen Ct degerleri
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4.6 VP2 ve VP5 Gen Bolgelerinin Cogaltilmasi

Segilen IPNV’lerin VP2 ve VP5 gen bolgeleri cogaltilmadan 6nce
RNA’lardan cDNA hazirlanarak PCR’la amplifiye edildi. Olusan PCR fiiriinleri
agaroz jelde yiiriitildii. Segilen bu otuz 6rnegin yirmi bir tanesinde VP2 gen bolgesi
icin 731 bp ve VP5 gen balgesi igin 507 bp diizeyinde giiglii ve tek bant elde edildi
(Sekil 6 ve Sekil 7). Bu yirmi bir 6rnek PCR Clean-up Kit ile piirifiye edildikten
sonra direkt sekanslama islemine gonderildi. Diger dokuz o6rnegin agaroz jel

goriintiilerinde zayif veya ¢ift bant gézlendi. Bu nedenle bu dokuz 6rnek klonlama

islemine tabi tutuldu.

750 bp

Sekil 8: VP2 gen bolgesinin klonlama sonrasi jel gorintisi (1 Kb Thermo Fisher Scientific (ABD) DNA Ladder
kullanilmistir).

162 164 180 203 231 8 9 10 11 181 32 91 170 111 Pos Nesg

500 bp

Sekil 9: VP5 gen bolgesinin klonlama sonrasi jel gortntisii (1 Kb Thermo Fisher Scientific (ABD) DNA Ladder
kullanilmustir).

4.7 DNA Uriinlerinin Jelden Piirifiye Edilmesi

Secilen otuz 6rnegin zayif bant veren dokuz tanesi agaroz jelden kesildi ve
piirifiye edildi. Piirifiye edilen PCR {iriinleri NanoDrop 1000 Spektrofotometre’de
(Thermo Fisher Scientific, ABD) 6l¢iildii ve klonlama isleminde kullanildi.
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4.8 VP2 ve VPS Gen Bolgelerinin Klonlanmasi

Agaroz jelden pirifiye edilen PCR iiriinleri hem VP2 hem de VP5 gen
bolgeleri igin basarili bir sekilde klonlandi. Klonlama sonucunda elde edilen plasmid

DNA’lar Plasmid piirifiye edildikten sonra sekanslama islemine gonderildi.
4.9 Filogenetik Analiz

Filogenetik analizde kullanilmak iizere 6rnekleme yapilan her bolgeyi temsil
edecek sekilde 30 adet ornek secildi. Bu 30 oOrnegin 28 tanesi gokkusagi
alabaligindan (O. mykiss), 1 tanesi Salmo trutta macrostigma ve 1 tanesi de
gokkusagi alabaliklar1 ile birlikte ayni baraj goéliinde bulunan sazan (C. carpio)
baligindan izole edildi (Tablo 9).

Tablo 9: Filogenetik analizde kullanilan 6rnekler.

A ans - L ®Orneklenen Aksesyon

Ornek Kodu Bolge (R) Balik Tiirii Balik Agirhi@ (g) Doku Numaras:
TR2/15 R1 O. mykiss 250 Bobrek KY986935
TR153/15 R1 O. mykiss 0.3 Tiim balik KY986936
TR19/14 R2 O. mykiss 300 Dalak KY986959
TR20/14 R2 O. mykiss 80 Bobrek KY986936
TR21/15 R2 O. mykiss 0.2 Tiim balik KY986943
TR95/15 R2 O. mykiss 159 Karaciger KY986960
TR97/15 R2 O. mykiss 0449 Tiim balik KY986944
TR72/14 R2 O. mykiss 569 Bobrek KY986937
TR271/17 R2 O. mykiss 0.3 Tiim balik KY986945
TR253/17 R2 O. mykiss 160 g Bobrek KY986938
TR298/17 R2 O. mykiss 79 Bobrek KY986939
TR16/14 R2 Salmo trutta macrostigma 3009 Bobrek KY986963
TR37/14 R3 O. mykiss 0249 Tiim balik KY986946
TR203/15 R3 O. mykiss 0.15¢g Tiim balik KY986947
TR82/15 R3 O. mykiss 059 Tiim balik KY986948
TR47/15 R3 O. mykiss 1009 Bobrek KY986940
TR54/15 R3 O. mykiss 1l1g Tiim balik KY986949
TR180/15 R3 O. mykiss 159 Kalp KY986961
TR49/15 R3 Cyprinus carpio 350 g Erkek gonad KY986964
TR67/15 R4 O. mykiss 03¢ Tiim balik KY986950
TR195/15 R4 O. mykiss 03¢ Tiim balik KY986951
TR61/15 R4 O. mykiss - Gozlenmis yumurta  KY986962
TR111/14 R5 O. mykiss 0.1g Tiim balik KY986952
TR117/14 R5 O. mykiss 03¢ Tiim balik KY986953
TR311/17 R5 O. mykiss 39 Bobrek KY986941
TR165/15 R6 O. mykiss 0269 Tiim balik KY986954
TR167/15 R6 O. mykiss 059 Tiim balik KY986955
TR170/15 R6 O. mykiss 0249 Tiim balik KY986956
TR173/15 R6 O. mykiss 03¢ Tiim balik KY986957
TR174/15 R6 O. mykiss 039 Tiim balik KY986958

®Ornek alinan bolgeler (R1=Karadeniz, R2=Ege, R3=I¢ Anadolu, R4=Marmara, R5=Akdeniz ve
R6=Dogu Anadolu). “Total RNA izolasyonunda 4 cm’den kiigiik baliklar tiim olarak alind:.
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4.9.1 VP2

Bu tez ¢alismasinda her bolgeyi temsil edecek sekilde segilen 30 IPNV izolati
ile Genbank’tan alinan ve genogrup 1-6’y1 (Blake ve ark., 2001) temsil eden Sp
(AF342728), Fr10 (AY026482), West Buxon (AF342727), Jasper (NC001915), Ab
(AF342729), CV-HB1 (AY026489), Tellina virus 2 (AF342731), Canada 1
(AF342732), Canada 2 (AF342733), Canada 3 (AF342734), He (AF342730), Turkey
(KF914646), Turkey (KM972672- KM972675), Iran (GU338037), Iran (KF279643),
Iran (KC489465), Spain (AJ489222), Finland (KR781007), Scotland (AJ880294)
sekanslar1 kullanilarak filogenetik agac olusturuldu (Sekil 10).
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Sekil 10: VP2 gen bolgesi filogenetik agaci

Genbank’ta kayitlh olan KF914646 numarali Tirkiye izolatinin,
calismamizdaki 4 izolat hari¢ diger izolatlarla yakin iliskili oldugu goriildi. Bu dort
izolattan {icii (TR21/15, TR95/15, TR170/15), Ispanya (AJ489222) ve Iran
(GU338037) izolatlarina, TR16/14 izolat: ise Finlandiya (KR781007) ve Iskogya
(AJ880294) izolatlarina ¢ok benzer bulundu. Filogenetik analizde Tiirkiye’den izole
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edilen IPN viriislerinin tamaminin genogrup 5 (serotip A2- referans sus Sp) icerinde
yer aldig1 goriildii. Yerel bir balik tiirti olan Salmo trutta macrostigma’dan izole
edilen TR16/14 izolatinin genetik olarak diger izolatlardan farklilik gosterdigi
belirlendi. Filogenetik agacin birbirine ¢ok yakin iki monofiletik grup olusturdugu
goriildii. Bu iki monofiletik grup disinda TR95/15 ve TR170/15 birarada kiigiik bir
grup olustururken TR16/14 ve TR21/15 farkli dallarda yer aldi. TR16/14 izolat,
Genbank’tan alinan Tirkiye izolatlar1 (KM972674- KM972675) ve Finlandiya,
Iskocya ve Sp referans izolati ile birlikte ayr1 bir grup olusturdu. Calismada
kullanilan suslar’dan Ege Bolgesi’nden elde edilen suslarin genetik olarak kendi
icersinde farklilik gosterdigi gorildi. Calismamizda elde edilen filogenetik agaca
gore izolatlarin cografik dagilimi ile filogenetik yakinliklari arasinda bir baglanti

tespit edilemedi.
4.9.2 VP5

Bu tez ¢alismasinda her bolgeyi temsil edecek sekilde segilen 30 IPNV izolati
ile Genbank’tan alinan ve AF160258 (Tayvan), AY283780 (Japonya), L40584
(Kanada), JF440810 (ABD), AY780924 (ispanya), JQ247979 (Meksika), HQ833318
(Norveg), KM972676 (Tiirkiye), AY509985 (Avusturya) sekanslar1 kullanilarak
filogenetik agac olusturuldu (Sekil 11).
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Sekil 11: VP5 gen bolgesi filogenetik agaci

Genbank’ta kayithh olan AY509985 (Avusturya) izolati calismamizda
kullanilan izolatlarla ¢ok yakin iliskili oldugu goriilirken, HQ833318 (Norveg) ve
KM972676 (Tirkiye) izolatlarmin diger yakin izolatlar oldugu belirlendi. Secilen 30
IPNV izolat1 filogenetik agacta birbirine ¢ok yakin iki monofiletik grup olusturdu.
Genbank’ta kayithh AY509985 (Avusturya) izolati monofiletik grup icinde yer
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alirken, HQ833318 (Norveg) ve KM972676 (Tirkiye) izolati bu ¢alismadaki elde
edilen monofiletik gruplarin diginda yer aldi. Calismamizda elde edilen filogenetik
agaca Qore izolatlarin cografik dagilimi ile filogenetik yakinliklar1 arasinda bir

baglanti tespit edilemedi.
4.10 Sekans Analizi
4.10.1 VP2

Coklu niikleotit ve amino asit karsilastirmasinda 6rneklerin birbirine yiiksek
oranda benzer oldugu goriildii. izolatlarin niikleotid dizileri karsilastirildiginda
benzerlik oranlarmin %94 ile %100 arasinda degistigi, amino asit benzerliginin ise
%093 ile %100 arasinda oldugu goriildii. VP2 gen bdlgesinin amino asit dizisinde 15
farkl1 proteini kodlayan 28 degisken amino asit pozisyonu tespit edildi. Viriilens ile
iligkilendirilen 217. ve 221. amino asit pozisyonlarinda sirastyla Prolin ve Treonin
amino asitlerinin oldugu gorildii. TR16/14, TR21/15, TR95/15 ve TR170/15
izolatlarinda kismi olarak viriilense etki eden 247. amino asit pozisyonunda Alanin,
diger 26 izolatta ise Glutamik asit oldugu tespit edildi (Tablo: 10 ve Tablo 11).

Tablo 10: VP2 gen bolgesi niikleotit dizisi
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1_(2) (201} TTCRT] =
2_{153) {201} TTCRT] =
2_(l9) (201} TTCRT
4_(z0) (201} TTCRT
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Tablo 11: VP2 gen bolgesi amino asit dizisi
Sus No P\/P2 Gen Boblgesi Amino Asit Pozisyonlari

161 163 168 186 191 192 212 217 219 %221 °247 248 252 254 255 257 276 282 285 286 301 303 306 316 319 321 323 328 354 361
111 VVTQAKRPI TERNTKHSNYRIKTOQVDVAARQ
20
72
117
165
167
174
253
298
311 .
2 F F
195 . R . . . . . . .
21 ... . RS . . . . . A
67 T
170 ... o 0T
16 . . . . . R N . .
95 ... T
153 . NN . SRR . JEaF. . JEeeF. . Al . . . R . . . . S
37
203
82
180
Sp . . . . . RS . T . . AE . . RD . . . . . . . . AG.T.L

U.
T
W)
®
>>>-
o
-
—

>> >
QO MmO - O -
U.

*Tabloya s1gmas! i¢in sus kodlarindan TR ve yil kismi gikarilmustir.. bPoliproteinin bagladigi niikleotit
baz almarak hesaplanmistir. “®Sp serotipine gore viriilens motiflerini gdstermektedir (Santi ve ark.,
2004; Song ve ark., 2005). Sp= Spjarup (AF342728).

4.10.2 VP5

Coklu niikleotid ve amino asit karsilastirmasinda 6rneklerin birbirine ¢ok
yiiksek oranda benzer oldugu goriildii. Izolatlarin  niikleotid  dizileri
karsilagtirildiginda %97 ile %100 arasinda benzerlik gosterdigi, amino asit
benzerliginin ise %100 oldugu tespit edildi. Bu ¢alismada kullanilan 30 IPNV izolat
ve Genbank’ta kayith AY509985 (Avusturya), HQ833318 (Norveg) ve KM972676
(Turkiye) izolatlarmin aminoasit dizilimi yoniinden homojen oldugu belirlendi
(Tablo 12 ve Sekil 12).

68



Tablo 12: VP5 gen bolgesi niikleotit dizisi
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Data Edit Search Alignment

Web  Sequencer Display Help

W | n 4 | gk 88

DMASequences | Translated Protein Sequences

1.

3 = ;e W M

oo

3

@R3P R3 R3 Ra Rd R2 R
(=R =R = S R N

32.
33.

Species/Abbrv

AYS09985
HQB33318
EMI72676
TR2/15
TR16/14
TR19/14
TR54/15
TRE2/15
TR97/15
TR95/15
TR111/14
TR72/14
TR271/17
TR165/15
TR47/15
TR167/15
TR170/15
TR173/15
TR117/14
TR174/15
TR195/15
TR203/15
TR153/15
TR253/17
TR20/14
TRG1/15
TRE7/15
TR311/17
TR298/17
TR37/14
TR49/15
TR180/15
TR21/15

B
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGAHYRWNANQTGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGRAHYRWNANQTGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGRAPGSRIGRHYRWNANQIGLEFDQWLETSQDLEKRFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGAHYRWNANQTGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGRAHYRWNANQTGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETISSYNLEVSESGSGILVCFPGRAPGSRIGRHYRWNANQIGLEFDQWLETSQDLEKRFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGAHYRWNANQTGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGAHYRWNANQTIGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFFGAPGSRIGRHYRWNANQTIGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGRAPGSRIGAHYRWNANQIGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGAHYRWNANQTIGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFFGAPGSRIGRHYRWNANQTIGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETISSYNLEVSESGSGILVCFPGRAPGSRIGRHYRWNANQIGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGAHYRWNANQTIGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGRAHYRWNANQTIGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGRHYRWNANQIGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGAHYRWNANQTGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGRAHYRWNANQTIGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGRAPGSRIGRHYRWNANQIGLEFDQWLETSQDLEKRFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGAHYRWNANQTGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGRAHYRWNANQTGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGRAPGSRIGRHYRWNANQIGLEFDQWLETSQDLEKRFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGAHYRWNANQTGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGRAHYRWNANQTGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFFGAPGSRIGRHYRWNANQTIGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGAHYRWNANQTGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGAHYRWNANQTIGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFFGAPGSRIGRHYRWNANQTIGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETISSYNLEVSESGSGILVCFPGRAPGSRIGRHYRWNANQIGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGAHYRWNANQTIGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETSSYNLEVSESGSGILVCFPGAPGSRIGRAHYRWNANQTIGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
TERHILKQETISSYNLEVSESGSGILVCFPGRAPGSRIGRHYRWNANQIGLEFDQWLETSQDLEKAFNYGRLISREY
IERHILKQEISSYNLEVSESGSGILVCFPGAFGSRISAHYRNNANQTGLEFDQFLEISQDLKKAFNYGRLISRHﬂ

Sekil 12: VVP5 gen bolgesi amino asit dizisi

4.11 TCIDsy Hesaplanmasi

TCIDsg dozunun hesaplanmasinda kullanilmak iizere VP2 gen bdolgesi

filogenetik agacinda ve aminoasit diziliminde birbirinden farklilik gosteren 2 IPNV
izolati secildi. Secilen izolatlardan TR16/14 en son 10%te, TR82/15 ise 107
diliisyonlarinda CPE gosterdi. Spearman & Kérber algoristamasina gére hesaplanan
TCIDs; dozu TR16/14 igin 109(Sekil 13); TR82/15’te (Sekil 14) ise 102 bulundu.
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Sekil 13: TR16/14 TCIDs; Hesaplanmast
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4.12 Hiicresel Immun Yanit Ol¢iim Sonuclar

Yapilan RT-gPCR sonuglarina gore TR16/14 ve TR82/15 suslarinin TO hiicre

hattinda IFN, Mx ve Vip immun gen uyarimlar1 arasinda 6nemli bir fark bulunamadi.

IFN immun gen uyarimina bakildiginda; TR16/14 susunun 24. saatte,
TR82/15 susunun ise 6. saatte pik yaptigir goriildii. Suslarin pik yaptig1 saate kadar
gen uyarimlarinin arttigi, pik yapmis olduklar1 saatlerden sonra ise degisimin diisiik

seviyede oldugu goriildii (Tablo 13 ve Sekil 15).

Tablo 13: Saatlere gore IFN ve EF gen uyarimi RT-gPCR Ct degerleri

Saat EF IFN
0h-16 20,77 29,93
0h-82 23,31 33,36
6h-16 22,12 31,24
6h-82 22,93 30

12h-16 23,34 32,54
12h-82 21,63 31,25
24h-16 25,04 32,69
24h-82 22,48 31,67
48h-16 20,44 32,59
48h-82 21,13 31,21
72h-16 25,46 33,45
72h-82 22,55 32,04
96h-16 21,06 31,59
96h-82 17,78 29,12

mEF uIFN
40,

30,

20,

10,

Oh-16 0h-§2 6h-16 6h-82 12h-16 12h-82 24h-16 24h-82 48h-16 48h-82 72h-16 72h-82 96h-16 96h-82

Sekil 15: Saatlere gore IFN ve EF gen uyarimi grafigi
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Mx immun gen uyarimina bakildiginda; TR16/14 susunun 6. saatte, TR82/15

susunun ise 96. saatte pik yaptigi goriildii. Her iki susun da gen uyarimlarinda saat

farkliliklarina gore diizenli bir artis veya azalma olmadigr goriildii. TR16/14 susunun

48. saatte sonug vermedigi goriildii (Tablo 14 ve Sekil 16).

Tablo 14: Saatlere gére Mx ve EF gen uyarimi RT-qPCR Ct degerleri

40,

30,

20,

Oh-16  Oh-82 Eh-16  Bh-32

Sekil 16: Saatlere gore Mx ve EF gen uyarimi grafigi

Saat EF Mx

0h-16 20,77 27,86
0h-82 23,31 30,42
6h-16 22,12 28,80
6h-82 22,93 29,46
12h-16 23,34 30,56
12h-82 21,63 28,69
24h-16 25,04 31,81
24h-82 22,48 29,25
48h-16 20,44 No Ct
48h-82 21,13 27,20
72h-16 25,46 32,47
72h-82 22,55 28,48
96h-16 21,06 29,32
96h-82 17,78 23,40

mEF

bz

12h-16 12h-82 Z4h-16 24h-32 48h-16 46h-82 7Zh-16 72h-82 96h-16

Vip immun gen uyarimina bakildiginda; TR16/14 susunun diizensiz bir artig-

azalig gostermesiyle birlikte 6. saatte pik yaptigi goriilirken, TR82/15 susunun 12.

saat hari¢ diizenli artis gostererck 96. saatte pik yaptigi goriildii. Bu calismada da
TR16/14 susu 48. saatte sonug vermedi (Tablo 14, sekil 17).
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Tablo 15: Saatlere gore Vip ve EF gen uyarimi RT-qPCR Ct degerleri

Saat EF Vip

0h-16 20,77 28,27
0h-82 23,31 30,06
6h-16 22,12 28,36
6h-82 22,93 29,5

12h-16 23,34 30,85
12h-82 21,63 29,14
24h-16 25,04 32,1

24h-82 22,48 29,29
48h-16 20,44 No Ct
48h-82 21,13 27,1

72h-16 25,46 32,13
72h-82 22,55 27,28
96h-16 21,06 30,36
96h-82 17,78 21,54

mEF mVip

40,

30,

20,

10,

0,

Oh-16 Dh-82 6h-16 6h-82 12h-16 12h-82 24h-16 24h-82 48h-16 48h-82 72h-16 72h-82 96h-16 96h-82

Sekil 17: Saatlere gore Vip ve EF gen uyarimi grafigi
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5 TARTISMA VE SONUC

5.1 Tartisma

Bu tez ¢alismasinda iilkemizin alt1 farkli bélgesinde bulunan (Marmara, i¢
Anadolu, Dogu Anadolu, Ege ve Karadeniz) gokkusagi alabaligi (O. mykiss)
isletmelerinde IPNV, IHNV ve VHSV’nin tespitine yonelik calismalar yapildi.
Yapilan c¢alismalarda VHSV ve IHNV’ye rastlanmazken IPNV’nin tiim bolgelerde
yaygin oldugu belirlendi. IPNV’nin prevalansinin i¢ Anadolu’da %30,26; Ege’de
%27,53; Akdeniz’de %26,25; Dogu Anadolu’da %25,37; Marmara’da %25 ve
Karadeniz’de %11,23; iilke genelinde ise %27,14 oldugu tespit edildi. i¢ Anadolu,
Ege, Akdeniz, Marmara ve Dogu Anadolu Bolgesi’ndeki prevalans degelerinin
birbirine yakin oldugu goriilirken Karadeniz Bolgesi’ndeki prevalansin diisiik

olmasinin bu bolgede tasiyiciligin yiiksek olmasindan kaynaklandigini diistindiirdii.

Daha 6nce yapilan arastirmalarda IPN hastaliginin en ¢ok yavru baliklarda
goriildigi rapor edilmisdi (Wolf, 1988). Yaptigimiz ¢alismada 1 g’in altindaki
baliklarin %41,09 oraninda IPNV ile enfekte oldugu goriiliirken, enfeksiyonun 1-5 g
arasi baliklarda %17,8; 5-20 g aras1 baliklarda %10,54 ve 20-300 g aras1 baliklarda
ise %9,67 oldugu tespit edildi. Bu sonuglar IPNV konusunda yapilan daha 6énceki

calismalar1 destekledi.

Literatiirde bildirilen klinik belirtilere benzer olarak bu tez ¢alismasinda da en
sik rastlanan Klinik belirtilerin renkte koyulasma, ekzoftalmus ve asites oldugu
goriildii (Noga, 1996; Wolf, 1988; Yasutake,1975). IPNV’nin o6zellikle yavru
gokkusagi alabaliklarinda (O. mykiss) %70’e varan mortaliteye sebep olabildigi;
kiimiilatif mortalitenin viriis susuna, viris dozuna ve su sicakligi gibi cevresel
faktorlere bagli olarak %10 ile %90 arasinda degistigi kaydedildi (Bebak-Williams
ve ark., 2002; Bebak ve McAllister, 2009; McAllister ve Owens, 1995; Roberts ve
Pearson, 2005; Wolf ve ark., 1960). Bu tez ¢alismasinda da yukarida belirtilen
caligmalara paralel olarak IPNV kaynakli mortalite oraninin %30- %40 arasinda
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degistigi, bakteriyel etkenlerle miks seyreden olgularda ve yogun stres kosullarinda
mortalitenin %70’e ulagtig1 gozlendi.

Bu calisma, iilkemizde alabalik isletmelerinde sadece IPNV’nin yaygin
oldugunu ve 6rnekleme yapilan isletmelerin VHSV, IHNV’den ari oldugunu ortaya
koydu.

Danimarka’da 1968 yilinda gokkusagi alabaliklarindan (O. mykiss) izole
edilen ve Sp serotipi olarak adlandirilan IPNV susunun diger serotiplere gére Avrupa
ve Asya’da daha yaygin oldugu rapor edildi (Blake ve ark., 2001; Jorgense ve
Bregnbal, 1969; Nishizawa ve ark., 2005; Romero-Brey ve ark., 2009; Mutoloki ve
Evensen, 2011). Bu tez calismasinda da, 6rnekleme yapilan tim bolgeleri temsilen
secilen 30 adet IPNV izolatinin tamaminin genogrup 5 igerisinde yer aldigi ve Sp
serotipine yaki profilde oldugu goriildii. Ulkemizde yapilan diger bir ¢alismada da
Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki gokkusagi alabaliklarindan(O. mykiss) izole edilen 11
adet IPNV susunun, VP2/NS kavsak bolgesi sekans sonuglarina gore genogrup 5'e ait
oldugunu tespit edildi (Ogut ve ark., 2013). Her iki ¢alismada farkli gen bolgeleri
calisilmasina ragmen uyumlu sonuglar elde edildi. Tiirkiye’de Bornova Veteriner
Arastirma Enstitiisti tarafindan 2004-2011 tarihleri arasinda izole edilen 112 adet
IPNV izolatindan 38 tanesi de Avrupa Birligi Referans Laboratuvart olan Danish
Institute for Food and Veterinary Research tarafindan Sp serotipi olarak
serotiplendirildi (Kalayc1 ve ark., 2012).

Bu tezde yapilan filogenetik analiz sonucunda, izolatlar arasindaki
farkliliklarla, izolatlarin cografi dagilimi {izerine bir baglanti saptanamadi. Ornegin
Ege Bolgesi’nden elde edilen izolatlarin sekans analizlerinde %96 oraninda benzerlik
oldugu goriliirken, TR170/15 izolati haricinde diger bolgelerden elde edilen
izolatlarin cografi farkliliklara ragmen kendi aralarinda %98-100 oraninda benzerlik
sergiledigi gorildi. Bu sonuglara gore filogenetik agagta izolatlarin biiyiik
cogunlugunun tek bir monofiletik grupta yer almasi, iilke genelinde ortak bir gen
havuzundan gelen baskin bir varyantin oldugunu diisiindiirdii. Ulkemizde farkl
bolgelerden izole edilen IPNV suslarinin genetik olarak homojen olmasi, isletmeler
arasinda yapilan yumurta ve yavru balik transferleriyle iliskili olabilecegi kanisini

uyandirdi.
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Yapilan aragtirmalar, IPNV enfeksiyonunun ¢ok genis bir cografyada yaygin
goriilmesinin nedenini, iilkeler aras1 yapilan viriisle enfekte yumurta ve yavru balik
aligverisi oldugunu gostermektedir. Mutloki ve Evensen (2011) Sili’de Atlantik
somonlardan izole edilen IPNV’nin Norveg izolatlariyla yakin iliskili oldugunu ve
bunun Norveg’ten ithal edilen yumurta ve yavrulardan kaynaklandigini 6ne siirdiiler.
Bu tez ¢aligmasinda kullanilan IPNV suslar1 arasinda genetik olarak en fazla farklilik
gosteren susun yerel bir alabalik tiirii olan Salmo trutta macrostigma’dan izole edilen
TR16/14 oldugu goriildii. Bu susun, Iskocya’da gokkusagi alabaliklarindan (O.
mykiss) ve Finlandiya’da Atlantik somonlardan (S. salar) izole edilen suslara bu
caligmadaki diger 29 susa oranla genetik olarak daha yakin oldugu belirlendi. Ayrica
caligmamizda filogenetik agacgta elde edilen monofiletik grup disinda yer alan
TR21/15, TR95/15 ve TR170/15 suslarinin, Ispanya ve Iran’daki gokkusag
alabaliklarindan (O. mykiss) izole edilen suslara ¢ok yakin genetik benzerlik
gosterdigi tespit edildi. Elde edilen sonuglar iilkemizde gokkusagi alabaligi (O.
mykiss) isletmelerinden izole edilen IPNV suslarinin iskogya, Finlandiya, ispanya ve
Iran suslariyla yakin benzerlik gésterdigini ve bu durumun adi gegen iilkelerle
tilkemiz arasinda yapilan yumurta veya yavru balik alisverisiyle ilgili olabilecegini
gosterdi.

IPN salginlarina bagli mortalitedeki degiskenligin nedenini belirlemek
amactyla yapilan genomik dizileme calismalarinda IPNV’nin viriilens varyasyonu
ortaya konuldu (Blake ve ark., 2001 ve Santi ve ark., 2004). Ayrica belirtilen
caligmalarda, VP2 ve VP5 gen bolgelerinin genomik dizilerinde farkliliklar oldugu
ve bu farkliliklarin IPNV suslarmin viriilensinin belirlenmesinde 6nemli oldugu
bildirildi.

Frost ve ark., (1995); VP2 gen bolgesinde yer alan 199., 217., 221., 247.,
286., 500. amino asit pozisyonlarindaki farkliliklarin mortalite oranina etki ettigini,
Santi ve ark., (2004) ise viriilensin belirlenmesinde 217., 221. ve 247. aminoasit
pozisyonlarmin onemli oldugunu rapor etti. Bu konuda son zamanlarda yapilan
calismalarda ise;

e 217. amino asit pozisyonunda Treonin, 221.’de Alanin (T217A221) tastyan

suslarin yiiksek virtilent,
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e 217. amino asit pozisyonunda Prolin, 221.’de Alanin (P217A221) tasiyan
suslarin orta diizeyde viriilent,

e 217. amino asit pozisyonunda Treonin, 221.’de Treonin (T217T221) veya 217.
amino asit pozisyonunda Prolin ve 221.’de Treonin (P217T221) tasiyan suslarin
ise distik/aviriilent

oldugu bildirildi (Santi ve ark., 2004; 2005; Song ve ark., 2005; Bain ve ark., 2008;
Julin ve ark., 2013). Ancak Gadan ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada; zamanla
viriilensle iligkili amino asit pozisyonlarinda sekillenen mutasyonlara bagli olarak
aviriilent suslarin viriilent hale gecebildigi kaydedildi (Gadan ve ark., 2013).

Bu calismada; 30 IPNV susundan 8’inin VP2 bolgesindeki amino asit
diziliminin %2100 benzer oldugu tespit edildi. Geriye kalan suslardan TR61/15 ve
TR54/15’in kendi aralarinda, TR37/14, TR203/15, TR82/15, TR180/15 ve TR271/17
suglarinin ise birbirleri arasinda %100 benzer oldugu saptandi. Monofiletik grup
disinda kalan 4 susun ise amino asit dizilimi bakimindan monofiletik gruptaki
suslardan daha yiiksek oranda farklilik gosterdigi tespit edildi.

Santi ve ark. (2004) ¢alismalarinda 221. pozisyondaki amino asitin viriilense
direkt etki ettigini ve bu pozisyonda Alanin bulunuyorsa viriisiin yiiksek viriilent
oldugunu bildirdi. Bu tez ¢alismasinda sekans analizi yapilan 30 susun tamaminda
217. ve 221. amino asit pozisyonlarinda sirastyla Prolin ve Treonin oldugu tespit
edildi. Bu amino asit dizilimindeki suslarin diisiik veya aviriilent suslar oldugu rapor
edildi (Santi ve ark., 2004, Song ve ark., 2005). Bunun yan1 sira Santi ve ark. (2004)
221. pozisyonunda Alanin amino asiti bulunan yiiksek viriilent IPNV’lerin hiicre
kiiltiriinde seri pasaji takiben viriilensini kaybederek Treonin amino asitine
dontistiigiinii rapor etti. Bu tezin sekans analizi ¢alismalarinda kullanilan viral
RNA‘lar direkt dokudan izole edildiginden Santi ve ark. (2004) tarafindan 221.
amino asit pozisyonun hiicre pasajindan dolay1 viriilensini kaybetmis olmasi $6z
konusu degildir. Yapilan bu ¢alismalara gore tezimizde calisilan Tiirkiye suslarinin
diisiik veya aviriilent suslar oldugu goriilse de sahada %30-40 oraninda mortalite
oldugu kaydedildi. Bizim sonuglarimiza benzer sekilde yapilan bazi ¢alismalarda da
IPN salgilarindan sorumlu izolatlarin diisik veya viriilent olmayan motifleri
baridirdig: rapor edildi (Eriksson-Kallio ve ark., 2016; Ruane, McCarthy ve ark.,
2009, Salgado-Miranda ve ark., 2014). Aradaki farkliliga Santi ve ark. 2004 ve Song
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ve ark., (2005)’nin g¢aligmalarinda bizim c¢alismamizdan farkli olarak gokkusagi
alabaliklarindan (O. mykiss) degil Atlantik somon (S. salar) baliklarindan izole
edilen suslarin kullanilmasinin neden oldugu ileri siiriilebilir. Bunun yani sira viriis
genomunda viriilense etki eden baska bolgelerin olabilecegi diisiiniilmektedir.
Bunlara ilaveten Song ve ark. (2005) VP2 bolgesindeki 221. amino asit
pozisyonunun persiste enfeksiyonla iliskili oldugunu ve bu pozisyonda treonin
bulunan suslarla enfekt edilen baliklarin tamaminda persiste enfeksiyon olustugunu
bildirdi. Bu ¢alismaya gore iilkemizdeki suslarin persiste enfeksiyona neden oldugu,
cevresel stress faktorleriyle birlikte mortalite olusturdugu ileri siiriilebilir.

IPNV’nin  VP5 gen bolgesi konak¢r hiicrede antiapoptoz yolunu
diizenlemektedir (Hong ve ark., 2002). Onceki yillarda yapilan galigmalarda VP5
proteininin  baslangi¢  kodonunda  varyasyonlarin  bulundugu ve bunun
genotiplendirmede kullanilabilecegi ortaya koyuldu (Magyar ve Dobos, 1994;
Heppell ve ark., 1995; Weber ve ark., 2001; Shivappa ve ark., 2004; Davies ve ark.,
2010). Santi ve ark. 2004 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada A segmentinin niikleotid
sekansinda en ¢ok varyasyon bulunan bdlgenin VP2 daha sonra da VP5 oldugunu
belirtti. Hong ve ark. (2002) yaptiklar1 ¢alismada VP5’in antiapoptotik etkisi
oldugunu bildirirken Santi ve ark. (2005) ise yaptiklart in vitro ve in vivo
calisamlarda VP5’in antiapoptotik etkilerine rastlamadiklarini bildirdi. Arastirmacilar
tarafindan bu durumun, her iki ¢alisamada kullanilan viriis suslarinin farkli olmasina
bagli olabilecegi Ve ileri caligamalara gerek duyuldugu sonucuna varildi. Bu farklilik
da VP5 gen bolgesinin sekans c¢aligmalarinin énemli oldugunu ortaya koymaktadir.
Sectigimiz 30 adet IPNV susunun VP5 gen bolgesinin ¢oklu niikleotid ve amino asit
karsilagtirmasinda orneklerin birbirleriyle ¢ok yiiksek oranda benzer oldugu goriildii.
Sekans analiziyle yapilan karsilastirmalarda; niikleotid dizisindeki benzerligin %97
ile %100, amino asit benzerliginin ise %100 oldugu goriildii. Bunlarin yani sira bu
calismada kullanilan 30 izolatin Genbank’ta kayitli olan AY509985 (Avusturya),
HQ833318 (Norveg) ve KM972676 (Tiirkiye) izolatlarryla amino asit dizilimi
yoniinden %100 benzer oldugu belirlendi. Bu sonuglar; iilkemiz izolatlarinin VP5
gen bolgesine gore genotiplendirilmesinin anlamli olmadigin1 gosterdi. Santi ve ark.
IPNV’nin tiim genomuna sekans analizi yaptiklar1 ¢alismada VP2 gen bolgesi gibi
VP5’in de viriilenste etkili olabilecegini bildirdi. Bu g¢alismada kullanilan IPNV

80



izolatlarmin VP5 gen bdlgesi amino asit diziliminin %100 benzer olmasi suslar
arasinda virtilens farkliliginin VP5 gen bolgesinden kaynaklanmamis olabilecegini
gosterdi. IPNV konusunda bu giine kadar yapilan ¢alismalarda VP5 gen bolgesi
tizerinde virtilense direkt etki eden spesifik amino asit motiflerinin bildirilmemis

olmasi bu konuda daha ileri ¢aligmalar yapilmasi gerektigi sonucuna ulastirdi.

Immun gen uyarmmin dlgiilmesi amaciyla segilen iki IPNV susu TO hiicre
hattina ekilerek 0., 6., 12., 24., 48.,72. ve 96. saatlerde IFN, Mx ve Vip genlerinin
uyarimi RT-gPCR ile 6l¢iildii. Elde edilen sonuglara gore her iki susun da belirtilen
immun genleri uyardig1 saptandi. Suslar arasindaki immun gen uyarimlarinin farkl
saatlerde pik yaptig1 goriildii. Calismada kullanilan IPNV suslar1 arasinda immun gen

uyarimi agisindan anlamli bir fark bulunamada.
5.2 Sonug¢
Bu tez calismasinda;

e |IPNV’nin Tiirkiye capinda yaygin ve prevalansini %27.14 oldugu,

e Ulkemiz IPNV izolatlarinin genogrup 5’te yer aldig,

e |IPNV izolatlarmin genetik farkliliklart ile cografi kokenleri arasinda bir
korelasyon olmadigi,

e VP2 gen bolgesinin amino asit analizinde Pj17T2; motifine sahip olmasi
nedeniyle IPNV izolatlarinin diisiik viriilent/aviriilent oldugu,

e VP5 gen bolgesindeki amino asit diziliminin %100 benzer oldugu sonucuna

varilmistir.
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7 SIMGELER VE KISALTMALAR

%: Yiizde

~: Yaklasik

<: Kiiciiktiir

>: Biiytiktiir

°C: Celcius derece

ul: Mikro litre

um: Mikro molar

Ab: Abild

AB: Avrupa Birligi

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

Ag- ELISA: Antijen-ELISA

AS: Atlantik Somon hiicre hatt1

ATCC: Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu

BF-2: Bluegill Fry hiicre hatt1

bp: Baz cifti (Base pair)

cDNA: Tamamlayict DNA (Complementary DNA)
CFSPH: Gida Giivenligi ve Halk Sagligi Merkezi (Center for Food Security and
Public Health)

CHSE-214: Chinhook Salmon Embrio-214 hiicre hatti
cm?: Santimetre kare

CPE: Sitopatik etki

Ct: Dongii esigi (Cycle threshold)

DEAE: Dietil aminoetil

DEPC: Dietil pirokarbonat

dH,O: Distile su

DNA: Deoksiriboniikleik asit

dNTP: Deoksiniikleotit trifosfat

dsRNA: Cift iplik¢ikli RNA (Double stranded RNA)
DTT: Dithiothreitol

DXV: Drosophila X virus

EF: Uzama faktorii (Elongation factor)

ELISA: Enzim ilintili immun test (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
EMEM: Eagle's Minimum Essential Medium

EPC: Epithelioma Papulosum Cyprini

FAT: Floresan antikor testi (Fluorescent Antibody Test)
FCS: Fotal dana serumu (Fetal Calf Serum)

FHM: Fathead Minnow hiicre hatti

FRS: Balikgilik Arastirma Servisi (Fisheries Research Services)
g: Gram

GTHB: Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1

HCI: Hidro kloriir
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He: Hetch

HEPES: 4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic asit,

Hz: Hertz

IBDV: Infeksiydz Bursal Hastalig1 Viriisii

ICTV: Uluslararas1 Viriis Taksonomi Komitesi (International Committee on
Taxonomy of Viruses)

IFAT: Dolayli floresan antikor testi (Indirect Fluorescent Antibody Test)
IFN: Interferon

Ig: Iimmunglobulin

IHN: infeksiydz Hematopoietik Nekroz

IHNV: infeksiyoz Hematopoietik Nekroz Viriisii

IPN: Infeksiydz Pankreatik Nekroz

IPNV: Infeksiydz Pankreatik Nekroz Viriisii

IU: Uluslarasi birim (International Unit)

kb: Kilo baz (Kilo base)

kbp: Kilo baz ¢ifti (Kilo base pair)

KCl: Potasyum klortir

kDA: Kilo dalton

L: Litre

LB: Luria Bertani

M: Molar

mg: Miligram

MgCl,: Magnezyum kloriir

mM: Milimolar

MRNA: Haberci RNA (Messenger RNA)

nm: Nanometre

NS: Yapisal olmayan (Non Structural)

NV: Virion olmayan (Non Virion)

OIE: Uluslararas1 Hayvan Saglhig Orgiitii (World Organisation for Animal Health)
ORF: Acik okuma gergevesi (Open Reading Frame)

PBS: Fosfatlanmis tuzlu su (Phosphate Buffer Solution)

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polimerase Chain Reaction)

PEG: Polietilen glikol

pH: Hidrojen potansiyeli (Potential of Hydrogen)

ppm: Milyonda bir (parts-per-million)

pVP: Onciil VP (Precursor VP)

PVP: Polyvinylpyrrolidone

RdRp: RNA bagimli RNA polimeraz (RNA-dependent RNA polymerase)
RNA: Riboniikleik asit

rpm: Dakikadaki donme sayis1 (Revolutions per minute)

RTG-2: Rainbow Trout Gonad-2 hiicre hatti

RT-PCR: Ters Transkriptaz  Polimeraz  Zincir  Reaksiyonu  (Reverse
transcription polymerase chain reaction)

RT-qPCR: Es Zamanli Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time
Reverse transcription polymerase chain reaction)

SNsp: Serum nétralizasyonsy

Sp: Spajarup

SUMAE: Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii
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TAE: Tris Acetate-EDTA

TCIDso: Doku kiiltiiriiniin yarisin1 enfekte eden doz (Median Tissue Culture Infective
Dose)

TO: Atlantik somon 6n bobrek hiicre hatti

U/ul: Birim/Mikrolitre (Mikrolitresindeki birim)

UV: Ultra Viyole

v/v: Hacim/ hanim (volume/ volume)

V: Volt

VHS: Viral Hemorajik Septisemi

VHSV: Viral Hemorajik Septisemi Viriisii

Vip: Viperin (Virus inhibitory protein endoplasmatic reticulum associated interferon
inducible)

VP: Viral Protein

w/v: Agirlik/ hacim (weight/volume)

WB: West Buxton

X-gal: 5-(Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside)
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8 TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesinde, arastirma asamasinda, yon tayininde ve
tamamlanmasinda destek olan degerli hocam ve tez danismanim Sayin Prof. Dr.
Soner ALTUN’a bana ayirdig1 degerli zamani ve sagladigi destegi i¢in minnettarim
Tezimin baslangicindan bitimine kadar bana inanan, yardimlarini esirgemeyen,
bildiklerini paylasan Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Viroloji Bolimii
calisanlarina ve saha caligmalarim sirasinda yardimlarini esirgemeyen tiim ¢iftlik
personeli arkadaslarima (Calisma yapilan giftliklerin gizliligi ilkesine binaen isimleri
yazilmamistir) en igten tesekkiirleri sunuyorum. Tezimin laboratuvar calismalar
kismin1 Norve¢ Veteriner Fakiilte’sinde gergeklestirmem i¢in finansal destek
saglayan Yiiksek Ogretim Kurumu’na (YOK) ve Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Arastirma Kurumu’na (TUBITAK) ¢ok tesekkiir ederim. Tezimin tamamlanmasinda
cok biiyiik paya sahip olan Prof. Dr. Espen RIMSTAD ve ekibine tesekkiirlerimi
kendi dillerinde sunmak istiyorum.

Den sterste bidragsyteren til denne avhandlingen er min akademiske helt, den
@rverdige Prof. Dr. Espen Rimstad, som lerte meg nermest alt jeg vet. Jeg onsker &
takke ham for veldig god veiledning. Jeg vil ogsa takke alle pa laboratoriet for all
stotte og velvillig deling av kunnskap. Spesielt vil jeg takke de fire nydelige
menneskene Elisabeth Furuseth Hansen, Stine Braaen, Ingvild Berg Nyman og
Turhan Markussen. Videre vil jeg takke “biricik Ceren’ime ve Ozlem’ime” og alle i
bygg 18 pa campus for fin stette i de merke, kalde og ensomme Oslo dagene. Dere
varmet mitt hjerte med deres smilende ansikter. Etter 4 ha vaert der for meg under en
av de vanskeligste periodene i mitt liv, vil dere alltid ha en plass i mitt hjerte.

Hayatimin her doneminde oldugu gibi bu zorlu doktora maceramda da beni
yalniz birakmayan, ne zaman pes etsem var giiciiyle beni motive eden, laboratuvarda
sabahladigim giinlerde iisenmeden bana yemek getiren, varligiyla bana giic veren
kahramanim, her seyim, biricik anneme tesekkiirlerin en biiyiigiinii gonderiyorum.
Her seye ragmen gelecek giizel giinlere inaniyorsam, diinyanin hala yasanabilir bir
yer oldugunu diisiiniiyorsam senin sayende canim annem. Sen olmasan
basaramazdim, her zaman soyledigim gibi “Senin i¢in zaferlerim!”.
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9 OZGECMIS

Haziran 1986 yilinda Mersin’de dogmustur. 2005 yilinda Mersin Ticaret ve
Sanayi Odas1 Anadolu Lisesi’ni bitirmistir. Ayn1 y1l Uludag Universitesi Veteriner
Fakiiltesi’ni kazanmis, bir yillik Ingilizce hazirlik egitimini basariyla tamamladiktan
sonra 2006 yilinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi’ndeki egitimine
baslamistir. 2008 yilinda U.S. State Department tarafindan verilen burs ile Nazareth
College’da (New York, Amerika) 5 haftalik egitim almistir. 2008-2009 akademik
yilim1 Erasmus Ogrenci Degisim Programi bursu ile Szent Istvan Universitesi‘nde
(Budapeste, Macaristan) basariyla tamamlamistir. 2010 yilinda zorunlu yaz stajini
IAESTE (The International Association for the Exchange of Students for Technical
Experience) bursu ile Justus Liebig Universitesi’nde (Giessen, Almanya) yapmistir.
2011 yilinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nden dénem birincisi olarak
mezun olmustur. Aymi yil eylil ayinda Uludag Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii Su Uriinleri Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda doktora egitimine baslamistir.
Subat 2013 tarihinde Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Su Uriinleri
Hastaliklart ABD’na arastirma gorevlisi olarak atanmstir. Yiiksek Ogretim Kurumu
(YOK) tarafindan verilen “Doktora Siras1 Arastirma Bursu” ile Agustos- Kasim 2013
tarihleri arasinda 3 ay siireyle doktora tez konusu ile ilgili ¢alismalar yapmak {izere
Norve¢ Veteriner Fakiiltesi’nde (Oslo, Norveg) bulunmustur. Tiirkiye Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan verilen “Doktora Sirasi
Arastirma Projesi Bursu” ile yine Norveg Veteriner Fakiiltesi’nde (Oslo, Norveg) bir
yil doktora tezi ¢aligmalarini yapmistir. Doktora egitimi siiresince bir tanesi ilk isim
olmak tizere 9 adet uluslararasi indekslerde taranan 6zgiin makalelerde yer almistir.
Gerek yurtdisinda gerekse yurtiginde yapilan bilimsel toplantilarda s6zlii ve yazili
sunumlar gergeklestirmistir. Agustos 2017 tarihinde doktora tez ¢aligsmasini
tamamlamistir.
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