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ONSOZ

Gelisen diinyada saglikli gidaya erisim giderek daha da zor hale gelmektedir.
Ayrica yakin gelecekte gida kitligi ile kars1 karsiya kalacagimiz diisiiniiliirse hayvansal
{iriinlerin {iretimi daha da 6énem kazanacaktir. insan saglig1 agisindan tiim hayvansal
tirtinler degerli bir protein kaynagidir. Bu nedenle zengin protein igerigi ile temel besin
maddelerini i¢inde barindiran ve ¢oklu doymamis yag asitleri agisindan en dnemli
hayvansal gida kaynagi olan baliklarin 6nemi ortadadir. Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization of the United Nations-FAO)’ niin
2022 yilinda yaymmlanan raporunda, su iriinleri sektoriiniin ¢ok hizli bir gelisim
gosterdigi ifade edilmistir. Rapor (2022)’da, su iirlinleri istatistiklerine gore, diinyada
balik iiretiminde en 6nde Cin ve Norveg gelmekte ve Tirkiye’deki acgik deniz kafes
yetistiriciligi (offshore aquaculture) iiretiminin zamana bagl olarak arttig1
belirtilmistir. Ug tarafi denizlerle ¢evrili olan ayrica akarsu, gol ve golet agisindan
zengin bir konumda bulunan Tiirkiye, su tirtinleri yetistiriciligi adina sektorel anlamda
her gegen yil daha da biiyiimekte ve diinyada balik yetistiriciligi konusunda s6z sahibi

olma konumunu artirarak korumaktadir.

Su triinleri yetistiriciligi, hayvansal proteinlere olan yiiksek talepten dolayz,
diinyada hizli geligsen bir gida iiretim endiistrisi haline gelmistir. Yiiksek pazar talebi
ve deniz baliklarimin ekonomik degeri nedeniyle yetistiricilik son yillarda hizla
artmistir. Levrek ve ¢ipura gerek iilkemizde gerekse diinyada deniz baliklar1 igerisinde
en ¢ok {iretilen ve tiiketilen deniz mahsulleridir. Bu sebeple kiiltiire alinarak
yetistiriciligi yapilan en nemli balik tiirleri arasindadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu
(TUIK 2021) verilerinde, iilkemizde 2010 yilinda gipura iiretimi 28.157 ton ve levrek
tiretimi 50.796 ton iken 2020 yilinda sirastyla 109.749 ve 148.907 tona ulasarak levrek
ve ¢ipura iretiminin giderek arttig1 belirtilmistir. Diinyada en yliksek balik iiretimi
2019 yilinda 48 milyon ton ile Cin’e aitken, Avrupa’da 834 bin ton ile birincilik tinvani

Tiirkiye’nin elindedir.

Sektordeki gelismelere paralel olarak balik hastaliklar: da artmis ve isletmeleri
tehdit eder hale gelmistir. Bakteriyel, paraziter, fungal ve viral etkenlerden
kaynaklanan balik hastaliklar1 su tiriinleri yetistiriciliginde énemli bir problem haline
gelmistir. Viral etkenler icerisinde Viral Nervoz Nekrozis Virusu (VNNV) su iiriinleri
endiistrisi tizerinde yiiksek etkiye sahip ana patojenlerden birisidir. Balik ihracatinda
en Onemli yeri tutan levrek ve ¢ipura baliklar1 basta olmak {izere diger balik tiirlerini



de giderek etkisi altina alan VNNV i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calisma ile Akdeniz bolgesinde bulunan lagiinlerde (Akyatan, Akgol-
Paradeniz ve Beymelek) yil igerisinde diisik ve yiiksek su sicakligina sahip
mevsimlerde dogal sartlarda yetisen deniz baliklarinda (Levrek, Cipura ve Kefal)

VNNV'nin varliginin arastirilmasi amaglanmustir.
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OZET
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Akdeniz Bolgesinde Bulunan Lagiinlerdeki (Akyatan, Akgol-Paradeniz ve
Beymelek) Levrek (Dicentrarchus labrax), Cipura (Sparus aurata) ve Bazi Kefal
Tiirlerinde (Mugil spp.) Viral Nervoz Nekrozis (VNN) Virusunun Varhginin

Arastirllmasi

Ufuk OGUZ
Veterinerlik Virolojisi Anabilim Dali

DOKTORA TEZI / KONYA-2024

VNNV’nin neden oldugu Viral Nervéz Nekrozis (VNN), nodaviridae
ailesinden betanodavirus genusunda yer alan ve deniz baliklarinda yiiksek mortalite ile
seyreden 6nemli bir hastaliktir. Bu ¢alismada, Akdeniz bolgesinde bulunan lagiinlerde
dogal olarak yetisen baliklarda (Levrek, Cipura ve Kefal) diisiik (15-20°C) ve yiiksek
(25°C ve iizeri) su sicakliklarmda VNN virusunun arastirilmasi amagclandi.

2021 ve 2022 yillarinda Akdeniz bélgesinde bulunan Adana-Akyatan, Mersin-
Akgol Paradeniz ve Antalya-Beymelek lagiinlerinden 6rnekleme yapildi. Altt aylik
donemler halinde (Subat-Mart ve Agustos-Eyliil) 4 kez 6rnekleme yapildi. Her tiirden
30 adet olmak iizere 1080 adet balik 6rneklendi.

Baliklarin beyin ve gozleri alinarak inokulum elde edildi. Elde edilen
inokulumlar betanodavirus agisindan Real Time RT-PCR (RT-gqPCR) metodu ile test
edildi. Hiicre kiiltirii ¢alismast i¢in WOAH’mm VNN referans laboratuvarindan
(Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Dipartimento di Ittiopatologia,
Italy) temin edilen ve ulusal referans laboratuvari olan izmir Bornova Veteriner
Kontrol Enstitiisii stoklarinda bulunan SSN-1 (Striped Snakehead) hiicre hatti ve
referans betanodavirus susu (475/198) kullanildi. Referans betanodavirus, SSN-1
hiicresine inokule edilerek 25 °C’da inkiibe edildi ve inokulasyonu takip eden 7. giinde
vakuolizasyon ve lizis ile seyreden CPE olusumu belirlendi. CPE belirlenen virus
hiicre siispansiyonu, 1 ml’lik cryoviallere porsiyonlanarak RT-qPCR’da pozitif
kontrol virus olarak kullanilmak iizere -80 °C’da stoklandi. Calisma sonunda
orneklerin hi¢birinde betanodavirus niikleik asiti tespit edilmedi.

Calisma ile Akdeniz bolgesinde bulunan lagiinlerden 6rneklenen Levrek,
Cipura ve Kefal baliklarinda VNNV varligi ilk kez arastirildi. Sonug olarak,
orneklenen balik tiirlerinde VNNV tespit edilmemis olsa da etken yoniinden periyodik
kontrollerin yapilarak daha fazla arastirma yapilmasi1 gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: Akdeniz; Balik; Real Time RT-PCR (RT-gPCR); SSN-
1; VNN
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Investigation of Viral Nervous Necrosis (VNN) Virus in Sea Bass (Dicentrarchus
labrax), Sea Bream (Sparus aurata) and Some Mullet Species (Mugil spp.) in
Lagoons in the Mediterranean Region (Akyatan, Akgol-Paradeniz and
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Viral Nervous Necrosis (NNV) caused by VNNV is an important disease that
belongs to the betanodavirus genus from the Nodaviridae family and progresses with
high mortality in marine fish. In this study, it was aimed to investigate the VNN virus
in fish (Sea Bass, Sea Bream and Mullet) growing naturally in lagoons in the
Mediterranean region at low (15-20°C) and high (>25°C) water temperatures.

Fish samplings were made from Akyatan Lagoon-Adana, Akgol Paradeniz
Lagoon-Mersin and Beymelek Lagoon-Antalya between 2021 and 2022. Sampling
was carried out 4 times in six-month periods (February/March-August/September). A
total of 1080 fish, 30 of each species, were sampled.

The inoculums was obtained by taking the brains and eyes of the fishes.
Obtained inoculums were tested for NNV by Real Time RT-PCR (RT-gPRC) method.
For the cell culture study, SSN-1 (Striped Snakehead) cell line and reference
betanodavirus strain (475/198) were obtained from WOAH's VNN reference
laboratory (Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Dipartimento di
Ittiopatologia, Italy) and the stocks of the national reference laboratory, Bornova
Veterinary Control Institute, Izmir. Reference betanodavirus was inoculated into SSN-
1 cells and incubated at 25 °C, and CPE formation with vacuolization and lysis was
determined on the 7th day following inoculation. The CPE determined virus cell
suspension was portioned into 1 ml cryovials and stored at -80 °C to be used as a
positive control virus in RT-gPCR. At the end of the study, betanodavirus nucleic acid
was not detected in any of the samples.

In this study, the presence of VNNV in Sea Bass, Sea Bream and Mullet fish
sampled from lagoons in the Mediterranean region was investigated for the first time.
As a results, although NNV was not detected in fishes sampled from the lagoons, more
research should be carried out to make periodic controls for the agent.

Keywords: Fish; Mediterranean; Real Time RT-PCR (RT-gPCR); SSN-1;
NNV
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1. GIRIS

Viral Ensefalopati ve Retinopati (VER) ya da bilinen en yaygin ismiyle Viral
Nervoz Nekrozis Virus (VNNV)’u, Nodaviridae ailesinden betanodavirus genusunda
yer alir (Mori ve ark 1992, ICTV 2022). VNNV, basta deniz baliklar1 olmak tizere
birgok tatli su tiirlerinden de izole edilmistir (Bovo ve ark 2011, Bandin ve Souto
2020). Viral Nervoz Nekrozis (VNN), Glazebrook ve Campbell (1987) tarafindan
1980’lerin sonlarinda, ilk kez Avustralya’da asya levregi (lates calcarifer)’nde tespit
edilen, yiiksek bulasiciliga sahip viral bir enfeksiyondur. Breuil ve ark (1991)
tarafindan picorna benzeri virus olarak adlandirilan etken, daha sonra Mori ve ark
(1992) tarafindan kral baligi (Pseudocaranx dentex) larvalarindan izole edilerek,
Nodaviridae ailesinin bir iiyesi olarak kabul edilmistir. Etken (VNNYV), Uluslararasi
Virus Taksonomi Komitesi (International Committee of Taxonomy of Viruses -
ICTV)’nin 1997 yilinda Kudiis’deki toplantisinda Nodaviridae ailesinden
betanodavirus genusuna dahil edilmistir (Pringle 1997). Son olarak 2022 yilinin
Temmuz ayinda yapilan toplantida alinan kararla betanodaviruslarin mevcut

siiflandirmasi giincelligini korumaktadir (ICTV 2022).

Enfeksiyonun Klinik seyri suyun sicakligina, etkilenen baligin tiiriine, viral
yiike ve etkileyen virusun genotipine gore degiskenlik gosterir. Bu nedenle hastaligin,
baliklarin 6zellikle larval ve juvenil donemlerinde daha agir seyrettigi ancak yetiskin
baliklarda az da olsa 6liime neden oldugu bildirilmistir (Munday ve ark 2002, Panzarin
ve ark 2012). Diinya’da giderek artan betanodavirus kaynakli salgilar su triinleri
yetistiriciliginde ciddi anlamda sorunlar yaratmakta ve ekonomik olarak da sektore
biiyiik darbeler vurmaktadir (Toffan ve ark 2017, Bandin ve Souto 2020, Johnstone ve
ark 2022).

1.1. Etiyoloji
1.1.1. Morfolojik Yap1

Etken, Nodaviridae familyasindan betanodavirus genusunda yer alan,
ikosahedral simetrili, 25-30 nanometre (nm) ¢apinda, pozitif polariteli, tek sarmalli,
zarsiz ve iki segmentli RNA1 (3.1 kb) ve RNA2 (1.4 kb) genomundan olusan bir RNA
virusudur (Nishizawa ve ark 1997, Dalla Valle ve ark 2001, Iwamoto ve ark 2005,
Sahul Hameed ve ark 2019, ICTV 2022) (Sekil 1.1 ve 1.2).



Sekil 1.1. Betanodavirusa ait sematik ve elektron mikroskopi (EM) gériintiisii. (A). Ikosahedral simetriye

sahip virusun sematik gosterimi (B). Virus benzeri yapilarin cryo-electron mikroskop gériintiisii (C), bar:
40 nm (Tang ve ark 2002).

A

Sekil 1.2. Betanodavirus’un TEM ile iki farkli biiyiitmede ¢ekilmis goriintiisii. A. 100 nm, B. 50 nm
(Marsian ve ark 2019).

1.1.2. Genomik ve Serolojik Yapi

VNNV, RNA1 ve RNA2 genomuna sahip bir RNA virusudur (lwamoto ve ark
2005, Sahul Hameed ve ark 2019, ICTV 2022, Johnstone ve ark 2022). RNA1l
segmenti RNA2’ye gore daha biiyliktiir ve 3100 niikleotit (nt)’ten olusur. RNA1
segmenti replikasyon i¢in gerekli tiim bilgilere sahiptir ve protein A’y1 kodlar. RNA1,
RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp) enziminin sentezinden sorumlu olup ayrica
subgenomik RNA3’in iretimi ve virusun termoregiilasyonundan da sorumlu
segmenttir (Johnson ve ark 2003, Panzarin ve ark 2014, Sahul Hameed ve ark 2019).
RNAI1 segmentinin uzunlugu, konakg¢idan konak¢iya farklilik gostermekle birlikte,
3100 ve 3112 nt arasinda degismektedir (Okinaka ve Nakai 2008). Ayrica RNA1
geninde 1-445 aminoasit (aa) pozisyonunda yer alan protein A’nin, virusun sicaklik
aktivitesinde rol aldigi bildirilmistir (Hata ve ark 2010, Souto ve ark 2019). Viral
replikasyon esnasinda RNA1’den ayrilan subgenomik RNA3, yapisal olmayan B1 ve

B2 proteinlerini kodlar. B1 proteini, enfekte olmus hiicrelerden yeni viral partikiillerin



salinmasin1 saglamak amaciyla replikasyonun erken asamasinda apoptozu inhibe
etmekte ve antinekrotik hiicre 6liim fonksiyonunu yerine getirmektedir (Chen ve ark
2009). B2 proteini ise konak hiicre antiviral RNA susturma-RNA silencing (SiRNA)
aktivitesini baskilamakta ve double stranded RNA’nin (dsRNA) korunmasini
saglamaktadir (Iwamoto ve ark 2005, Toubanaki ve ark 2022, Zhang ve ark 2022).

RNA2 segmenti RNAI1’e gore daha kiiciikk olup kapsid proteinlerinin
kodlanmasindan sorumludur (Mori ve ark 1992, Chen ve ark 2009). RNA2
segmentinin uzunlugu virusun genotipine gore degismektedir (Panzarin ve ark 2014).
Tan ve ark (2001), SINNV genotipinin 1410 nt, DIEV genotipinin 1406 nt, TPNNV
ve HHNNV genotiplerinin 836 nt, JFNNV, RGNNV ve BFNNV genotiplerinin ise
830 nt uzunlugunda oldugunu bildirmislerdir. Virusun genomik siniflandirmasi,
RNAZ2 geninin T4 degisken bdlgesinin filogenetik analizine gore yapilmis ve baslica
4 genotip tanimlanmistir (Nishizawa ve ark 1997, Iwamoto ve ark 2000, Costa ve
Thompson 2016, Panzarin ve ark 2016, ICTV 2022, Johnstone ve ark 2022). Bu
tanimlamaya gore betanodaviruslar Stripped jack norvous necrozis virus (SINNV),
Tiger puffer nervous necrozis virus (TPNNV), Barfin flounder nervous necrozis virus
(BFNNV) ve Red-spotted grouper nervous necrozis virus (RGNNV) olarak
smiflandirilmistir (Sahul Hameed ve ark 2019, WOAH 2019, ICTV 2022) (Tablo 1.1).

Tablo 1.1. Betanodaviruslarin genotipik ve serotipik ¢esitliligi (Iwamoto ve ark 2000, WOAH 2019).

Genotip Serotip Hedef Konakg1 Optimum Su Sicakhig
SINNV A Striped jack (Kral baligr) 20-25°C
TPNNV B Tiger puffer (Kirpi baligr) 20°C
BFNNV C Soguk iklim su baliklart | 15-20°C
(Atlantik Halibut, Atlantik Cod,
Pisi Baliklar1 vs.)
RGNNV Cc Iliman iklim su baliklar1 (Asya | 25-30°C
deniz levregi, Avrupa deniz
levregi, grouper tiirleri vs.)

Segmentli yapida genoma sahip betanodaviruslarda segmentler arasi degisim,
reassortant genotipe sahip viruslarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Costa ve
Thompson 2016, Toffan ve ark 2017, Valero ve Cuesta 2023). Lopez-Jimana ve ark
(2010), granydz baligin1 (Argyrosomus regius) hem SINNV hem de RGNNYV genotipi
ile enfekte ederek yaptiklari deneysel ¢alismada, grany6z baligindan reassortant

genotipe sahip betanodavirus tespit ettiklerini ifade etmislerdir.



Portekiz ve Ispanya’da cipura ve dil balig1 yetistirilen ciftliklerdeki baliklarda
RGNNV/SINNV reassortant genotipe sahip betanodavirus genomu PCR ile tespit
edilmistir (Olveira ve ark 2009). Panzarin ve ark (2012), 2000-2009 yillar1 arasinda
Avrupa’nin farkli bolgelerinden elde ettikleri 120 viral izolatin RNAL1 ve RNA2
geninin kismi sekansi ile genotiplendirme ¢alismasi yapmislardir. Inceledikleri 120
izolatin; 96’sinin RGNNYV, 1’inin SINNV ve 23’iinlin ise RGNNV/SINNYV reassortant
virus oldugunu bildirmislerdir (Panzarin ve ark 2012). Bir¢ok ¢alismada (Olveira ve
ark 2009, Lopez-Jimana ve ark 2010, Toffan ve ark 2017, Volpe ve ark 2020, Toffan
ve ark 2021), RGNNV ve SINNV genotiplerinin RNA1 ve RNA2 genlerinin degisimi
ile RGNNV/SINNV ve SINNV/RGNNV reassortant genotiplerin tespit edildigi
bildirilmistir (Padrés ve ark 2022) . Portekiz, Ispanya, italya, Yunanistan ve Tiirkiye
gibi baz1 Akdeniz iilkelerinde RGNNV/SINNV reassortant genotiplerin birgok balik
tirtinde tespit edildigi ifade edilmistir (Olveira ve ark 2009, Lopez-Jimana ve ark
2010, Toffan ve ark 2017, Kaplan ve ark 2022a).

Mori ve ark (2003), poliklonal antikorlar kullanilarak Virus Nétralizasyon
(VN) ve Indirekt Florasan Antikor (IFA) testleri ile yaptiklari calismada,
betanodavirus genotiplerini A, B ve C olmak iizere 3 serotipe ayirmiglardir. SINNV
genotipinin serotip A, TPNNV’nin serotip B, BFNNV ve RGNNV’nin ise serotip C
ile ilgili oldugu bildirilmistir (Mori ve ark 2003, WOAH 2019). Ancak Panzarin ve ark
(2016), agirlikli olarak Asya kitasindan toplanan virus izolatlar ile smiflandirma
yapildigini, sinirli bir bolgede ¢alisilmasi nedeni ile sonucun genelleme i¢in yeterli
olamayacagimi ifade etmislerdir. Panzarin ve ark (2016), Mori ve ark (2003)’nin
yaptigi calismaya gore Avrupa ve Asya izolatlart dahil farkli bolgelerden elde ettikleri
izolatlarla ¢alistiklarin1 ve buna gére BFNNV genotipinin serotip C yerine serotip B

grubunda degerlendirilmesi gerektigini belirtmislerdir (Bandin ve Souto 2020).
1.1.3. Viral Replikasyon

Betanodaviruslarin replikasyonu ile ilgili pek ¢ok ¢alisma (Lu ve ark 2003, Liu
ve ark 2005, Panzarin ve ark 2014, Den Boon ve ark 2022) yapilmistir. Pozitif
polariteli RNA viruslar1 duyarli hiicrelerin sitoplazmalarinda replike olur (Harak ve
Lohmann 2015). Betanodaviruslar duyarli hiicre zarinda bulunan siyalik asid
reseptoriine baglanarak endositoz yolu ile konak hiicreye girerler ve genomlarini

sitoplazmaya birakirlar (Lu ve ark 2003, Liu ve ark 2005). Takiben hiicre ribozomlar1

4



viral (+) RNA1’i viral RNA’ya bagimli RNA polimeraz’a (RdRp) ¢evirir. Daha sonra,
(+) RNAT1’den (-) RNA1 sentezlenerek dsRNA olusur. dSRNA, yeni sentezlenen
RNAT’i transkripsiyon igin kullanir. Sentezlenen RNA1’in 3’ ucundan subgenomik
RNA3 olusur. Subgenomik RNA3, RNA2’nin sentezini de diizenleyerek yeni
RNA2’lerin sentezlenmesini regiile eder. Daha sonra yeni olusan RNA1 ve RNA2’ler
paketlenerek yeni virionlar olusur (Lu ve ark 2003, Liu ve ark 2005, Bandin ve Souto
2020) (Sekil 1.3).

Konak Hiicre
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Sekil 1.3. Betanodaviruslarin replikasyon siklusunu gosteren sematik bir goriintii. RARp: RNA bagimli
RNA polimeraz enzimi.

RNAL geninde 1-445 aa pozisyonunda bulunan protein A’nin virusun sicaklik
aktivitesinde rol aldig1 ve termoregiilasyondan sorumlu oldugu bildirilmistir (Hata ve
ark 2010, Panzarin ve ark 2014, Souto ve ark 2019, Bandin ve Souto 2020). Panzarin
ve ark (2014) yaptiklar1 bir ¢aligmada, farkli inkubasyon sicakliklarinda E-11 hiicre
hattina inokule ettikleri virusun 0-165 saat araliginda hiicrelerde meydana getirdigi
degisiklikleri gézlemlemislerdir. Arastirmada (2014) virus inokulasyonunun ardindan
15°C’da, 165. saate kadar hiicrelerde belirgin bir sitopatik etki (CPE) belirlenemezken,
20°C ve iizerindeki inkubasyon sicakliklarinda 69. saatin sonundan itibaren hiicrelerde

CPE gosteren alanlar gozlemlendigi bildirilmistir.
1.2. Epidemiyoloji

Betanodaviruslar diinyada yaygin olarak bulunmaktadir (Bandin ve Souto
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2020, Johnstone ve ark 2022). Virusun en ¢ok etkiledigi tiirlerin basinda Asya ve
Avrupa levregi, Cipura, Japon pisi baligi, Atlantik cod, Atlantik halibut ve Grouper
(Lahoz, orfoz) gibi balik tiirleri gelmektedir (Bandin ve Souto 2020, Garcia-Alvarez
ve ark 2022). Larval ve juvenil déonemdeki baliklarda morbidite ve mortalite orani
yiiksekken, yetiskin baliklarda mortalite oran1 kismen daha diisiiktiir (Munday ve ark
2002, Costa ve Thompson 2016, Toffan ve Panzarin 2020, Valero ve Cuesta 2023).
Etken, su ortaminda olduk¢a dayaniklhidirlar (Frerichs ve ark 2000, WOAH
2019). Virusun, deniz suyunda diisiik sicakliklarda uzun siire canliligini koruyabildigi
fakat su ortam1 disinda sitopatojenitesini kolay bir sekilde kaybettigi ifade edilmistir
(Maltese ve Bovo 2007, WOAH 2019, Bandin ve Souto 2020). Ayrica VNN virusu
dondurulmus baliklarda uzun bir siire enfeksiyozitesini koruyabilmektedir (Mori ve
ark 2005, Bovo ve ark 2011). Bu sebeple dondurulmus baliklarin yem olarak
kullanilmasinin enfeksiyon igin potansiyel bir risk olusturacagi bildirilmektedir

(WOAH 2019).
1.2.1. Enfeksiyonun Diinya’da Yayilim

Betanodaviruslar diinyanin bir¢ok bolgesinde ozellikle deniz ve tathi su
baliklarinda tespit edilmistir (Tablo 1.2-1.3) (Bandin ve Souto 2020, Vazquez-Salgado
ve ark 2023). VNN enfeksiyonu 6zellikle Asya ve Avrupa lilkeleri basta olmak iizere
diinyanin bir¢ok yerinde su iiriinleri yetistiriciligi yapilan ¢iftliklerde biiyiik bir sorun
haline gelmistir (Bandin ve Souto 2020, Sanchez ve ark 2022, Zrn¢i¢ ve ark 2022).
Asya tlkeleri (Cin, Hindistan, Endonezya, Japonya, Kore, Malezya, Filipinler,
Tayland, Iran, Israil), Avrupa iilkeleri (Italya, ispanya, Yunanistan, Malta, Portekiz,
Ingiltere, Norveg, Hirvatistan, Tiirkiye), Avusturalya ve Kuzey Amerika’da
betanodavirus varligi bildirilmistir (WOAH 2019, Kaplan ve ark 2023, Vazquez-
Salgado ve ark 2023). Diinyada 120’den fazla balik ve omurgasiz canli tiirlerinde virus
tespit edilmis olup bunlarin biiyiik bir ¢ogunlugunu denizde yasayan balik tiirleri
olusturmaktadir (Costa ve Thompson 2016, WOAH 2019, Bandin ve Souto 2020).
Ayrica cift kabuklularda (midye, 1stakoz ve Kkarides) da betanodavirus varlig:
bildirilmistir (Gomez ve ark 2008, Johnstone ve ark 2022).



Tablo 1.2. Betanodaviruslarmn diinyada tespit edildigi deniz balig: tiirleri.

Bahk Latince Ismi Virusun Ulke Kaynaklar
Tiirii Genotipleri
Avrupa Dicentrarchus RGNNYV, Ispanya, Skliris ve ark 2001
Deniz labrax SINNV/RGNNYV, Portekiz, israil,  Ucko ve ark 2004
Levregi RGNNV/SINNV italya, Gomez ve ark 2010
Hirvatistan, Panzarin ve ark 2010
Tiirkiye Kalayc1 ve ark 2016
Kaplan ve ark 2021
Kaplan ve Karaoglu 2021
Sitar ve ark 2021
Vazquez-Salgado ve ark
2023
Cipura Sparus aurata RGNNV, Yunanistan, Castric ve ark 2001
RGNNV/SINNV Basra Korfezi,  Athanassopoulou ve ark
Fransa, Italya, 2003
Ispanya, Olveira ve ark 2009
Portekiz, Gomez ve ark 2010
Tiirkiye Kalayc1 ve ark 2016
Naveen Kumar ve ark
2017
Toffan ve ark 2017
Berzak ve ark 2019
Savoca ve ark 2021
Kaplan ve ark 2022a
Kefal Mugil sp. - Israil, Iran Ucko ve ark 2004
Hassantabar ve ark 2021
Asya Lates RGNNV Japonya, Israil,  Gomez ve ark 2004
Deniz calcarifer Hindistan, Ucko ve ark 2004
Levregi Malezya Ransangan ve Manin
2010
Sharma ve ark 2019
Kral Pseudocaranx SINNV Japonya Mori ve ark 1992
Baligi dentex
Orfoz Epinephelus RGNNV Italya, Cezayir,  Vendramin ve ark 2013
marginatus Ispanya Kara ve ark 2014
Valencia ve ark 2019
Kalkan Scophthalmus RGNNV Ispanya Olveira ve ark 2013
maximus
Japon Oplegnathus - Japonya Yoshikoshi ve Inoue
Papagan fasciatus 1990
Barbun Mullus RGNNV Italya, Tiirkiye ~ Athanassopoulou ve ark
barbatus 2003
Kaplan ve ark 2023
Lahoz Epinephelus RGNNV Israil Ucko ve ark 2004
aeneus
Pisi Verasper BFNNV Japonya Nizhizawa ve ark 1997
moseri
Mercan Pagrus major RGNNV Japonya, Kore ~ Moreno ve ark 2014
Kim ve ark 2018
Fugu Takifugu TPNNV Japonya Moreno ve ark 2014
rubripes
Atlantik ~ Hippoglossus - Norveg, iskogya  Grotmol 1995
halibut hippoglossus Starkey ve ark 2000
Zargana  Belone belone RGNNV/SINNV Tirkiye Kaplan ve ark 2023
Karides Aeoliscus RGNNV Kore Gomez ve ark 2006
strigatus Akdeniz Johnstone ve ark 2022




Tablo 1.3. Betanodaviruslarin diinyada tespit edildigi tatli su balig tiirleri.

Bahk Latince Ismi Virusun Ulke Kaynaklar
Tiirii Genotipleri
Yayin Parasilurus RGNNV Tayvan Chi ve ark 2003
asotus
Mersin Acipenser - Yunanistan Athanassopoulou
gueldenstaedtii ve ark 2004
Japon Carassius auratus - Hindistan Jithendran ve ark
2011
Tilapya Oreochromis RGNNV Tayland Keawcharoen ve
niloticus Misir ark 2015
Taha ve ark 2020
Lepistes Poecilia reticulata RGNNV Singapur Hegde ve ark 2003
Yilan Anguilla anguilla RGNNV Tayvan Chi ve ark 2003

Betanodavirus kaynakli salginlarin  ortaya c¢ikisinda virusun farkh
genotiplerinin olmasi, virustan etkilenen balik tiiriiniin fazlalig1 ve su sicaklig: etkili
olmaktadir (Bandin ve Souto 2020, Toffan ve ark 2021, Zrn¢i¢ ve ark 2022). Asya ve
Avrupa’da PCR ile betanodavirus genom varligi tespit edilen izolatlar ile yapilan
calismada virusun genotiplendirmesi yapilmistir (Bandin ve Souto 2020). VNNV
tespit edilen 6rneklerden; % 86’st RGNNV, % 5.5’1 SINNV ve % 1,8’i ises BFNNV
genotipini olugturmaktadir (Bandin ve Souto 2020). RGNNYV genotipi daha ¢ok 1liman
iklime sahip Akdeniz ve Asya iilkelerinde 25 °C ve iizerindeki su sicakligina sahip
sularda; kefal (Mugil cephalus), asya deniz levregi (Lates calcarifer), ¢izgili levrek
(Pseudocaranx labrax), grouper (orfoz, lahoz) (Epinephelus sp.), ¢ipura (Sparus
aurata), senegal dil balig1 (Solea senegalensis) ve avrupa deniz levregi (Dicentrarchus
labrax) gibi tiirlerde tespit edilmistir (Bandin ve Souto 2020). SINNV genotipinin ise
20-25 °C su sicakligia sahip sularda, Japonya ve Iber yarimadasinda bulundugu ifade
edilmistir (Cutrin ve ark 2007). TPNNV genotipinin Japonya’da tiger puffer-kirpi
balig1 (Takifugu rubripes)’nda tespit edildigi bildirilmistir (Nishizawa ve ark 1997).

BFNNV genotipi daha ¢ok Japonya, Amerika ve Avrupa’nin kuzeyinde yer
alan tilkelerde soguk su balik tiirlerinde tespit edilmistir (Bandin ve Souto 2020). Bu
tirler atlantik cod (Gadus macrocephalus), pasifik cod (Gadus morhua), mezgit
(Melanogrammus aeglefinus), atlantik halibut (Hippoglossus hippoglossus) ve barfin
pisi balig1 (Verasper moseri) gibi soguk iklim sartlarinda yasayan baliklardir (Nylund
ve ark 2008, Bandin ve Souto 2020).

Farkli genotipe sahip betanodaviruslarin ayni hiicreyi enfekte etmesi
durumunda segmentler aras1 gen degisimi ile reassortant tip betanodaviruslar olusabilir
(Toffan ve ark 2021, Valero ve Cuesta 2023). Yapilan ¢alismalarda (Athanassopoulou
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ve ark 2003, Toffan ve ark 2017, Bitchava ve ark 2019, Volpe ve ark 2020, Kaplan ve
ark 2022a) reassortant genotipe sahip betanodaviruslarin Yunanistan, Iitalya

veTirkiye’de tespit edildigi bildirilmistir.
1.2.2. Virusun Bulasma Yollari

Betanodavirus enfeksiyonlarinda bulasma horizontal ve vertikal yolla
gerceklesmektedir (Munday ve ark 2002, Doan ve ark 2017, Bandin ve Souto 2020,
Volpe ve ark 2020, Zrn¢i¢ ve ark 2022).

Horizontal Bulasma

Betanodaviruslar tizerine yapilan ¢aligmalarda horizontal bulagsma, canli ya da
cansiz varliklar vasitasiyla gergeklesebilmektedir (Ahmad ve ark 2019, Berzak ve ark
2019, Bandin ve Souto 2020, Zrn¢i¢ ve ark 2022). Kulugkahanede kullanilan ¢izmeler,
aglar, canli/cansiz yemler, personel ve su horizontal bulagsmanin 6nemli sebepleri
arasindadir (Gomez ve ark 2008, Shetty ve ark 2012, VVolpe ve ark 2020). Horizontal
bulagsmada en 6nemli yer su ortamlaridir (WOAH 2019, Vazquez-Salgado ve ark 2020,
Zmci¢ ve ark 2022). Ayrica giftlikler arasi anag balik ve yumurta aligverisi, dogadan
aliman asemptomatik baliklarin ana¢ olarak kullanimi da viral enfeksiyonlarin
bulasmasini etkilemektedir (Vazquez-Salgado ve ark 2020). Gerek dogal yasam
alanlarinda (deniz, okyanus, gol, akarsu) gerekse ¢iftlik sartlarinda yasayan baliklar ile
yumusakc¢alardan kabuklulara, canli yemlerden (rotifer, artemia) balikla beslenen
kuslara kadar betanodaviruslarin birgok yolla taginabilecegi bildirilmektedir (Munday
ve ark 2002, Gomez ve ark 2008, Hick ve ark 2011, Volpe ve ark 2017, Vazquez-
Salgado ve ark 2020). Vazquez-Salgado ve ark (2020), yaptiklari bir ¢alismada,
artemia (Artemia nauplii) ve rotifer (Brachionus plicatilis) canli yemlerini
RGNNV/SINNV reassortant betanodavirus susu ile enfekte ederek, dil balig: (Solea
senegalensis) larvalarinda bu canli yemlerin enfeksiyon olusturup olusturmadigini
arastirmiglardir. Arastirma (2020) sonunda, betanodavirus ile enfekte edilen bu canli
yemlerin larvalara oral yolla verildikten 8 giin sonra larvalarda 6liimler gézlenmistir.
Olen larvalardan elde edilen drneklerde PCR ile betanodavirus genom varligi ortaya
konulmustur. Ayrica Gomez ve ark (2008), Giiney Kore’de denizde dogal sartlarda
yetisen sert kabuklu yumusakcalarda (karides, yenge¢ ve midye) yaptiklari bir

calismada, PCR ile 118 ornekten 4’tinde betanodavirus viral genomunu tespit



ettiklerini bildirmislerdir. Arastirmacilar elde ettikleri bu sonucglara gore dogal
sartlarda yetisen enfekte sert kabuklu yumusakcalardan betanodaviruslarin denizde

kiltlirii yapilan baliklara horizantal yolla bulasabilecegini ifade etmislerdir.
Vertikal Bulasma

Betanodaviruslarin duyarli balik tiirlerinde vertikal yolla bulastigina dair
birgok ¢alisma bulunmaktadir (Arimoto ve ark 1992, Breuil ve ark 2002, Munday ve
ark 2002, Maltase ve Bovo 2007, Doan ve ark 2017, Ahmad ve ark 2019, Taha ve ark
2020). Cizgili levrek, barfin pisi baligi, ¢ipura ve avrupa deniz levregi’nin tireme
organlarinda betanodavirusa ait viral genomun tespit edildigi ve bu tiirlerde virusun
vertikal yolla bulasmada etkili oldugu ifade edilmistir (Castric ve ark 2001, Breuil ve
ark 2002, Bandin ve Souto 2020). Yapilan bir¢ok ¢alismada (Nishizawa ve ark 1996,
Dalla Valle ve ark 2000, Valero ve ark 2015, Valero ve ark 2018, Taha ve ark 2020),
betanodavirusa duyarli baliklarin iireme organlarinda betanodavirusa ait viral
genomun PCR ile tespit edildigi bildirilmistir. Valero ve ark (2015) yaptiklar1 deneysel
bir ¢alismada, levrek ve ¢ipura testislerinin betanodaviruslarin tropizmi ig¢in uygun

organlar oldugunu ifade etmislerdir.

Taha ve ark (2020), Misir’da kitlesel balik oliimlerinin goriildigi tilapya
(Oreochromis niloticus) yetistirme giftliklerinde yaptiklar1 arastirmada 6len baliklarin
beyin, gbz ve ovaryumlarinda betanodavirus viral genomunu tespit ettiklerini
bildirmiglerdir. Ayni ¢alismada (2020), arastirmacilar Orneklenen tiim tilapya
larvalarindan betanodavirus tespit edildigini ifade etmislerdir. Buna gore
aragtirmacilar betanodavirusa duyarli ana¢ baliklarin gonadlarinda ya da sperm

keselerinde bulunan virusun enfeksiyona neden olabilecegi degerlendirmislerdir.
1.2.3. Baliklarin Virusa Kars1 Duyarhhk Donemleri

Kendall (1984), baliklarin erken gelisim evrelerini yumurta, larva (hatchling,
fry, fingerling) ve juvenil evreleri olarak {i¢ ana gruba ayirarak tanimlamistir. Yumurta
evresi, dollenme sonrasi embriyo asamasini ifade etmektedir. Larval evre ise
embriyonun yumurtadan ¢ikarak yiizge¢ 1silarmin ve koruyucu pullarinin gelistigi
evreyi ifade etmektedir. Larval evre igerisinde, yumurtadan ¢iktiktan sonra beslenme
organlarinin gelismedigi hatchling evresinde yumurtada ‘sac fry’ denilen bir beslenme

kesesi bulunmaktadir. Bu dénemde larva, bu besin kesesi ile beslenme ihtiyacini
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saglamaktadir. Fry olarak adlandirilan bir sonraki larval evre ise baligin besin
kesesinin diistiigii, hareket edebilmek ve beslenmek i¢in gerekli organlarinin geliserek
flanktonlar (fitoflankton, zooflankton) ile beslenmeye basladigr donemdir. Fingerling
evresi, baligin tipik olarak ortalama bir insan parmagi boyutuna ulastig1 ve flankton ile
beslenmeden normal beslenme evresine gectigi morfolojik olarak baliga benzemeye
basladig1 donemdir. Juvenil donem ise tiim ylizge¢ 1sinlarinin gelistigi fakat pullarin
gelisiminin devam ettigi cinsel olgunluga ulasmis baligin genglik dénemini ifade

etmektedir (Kendall 1984, Kunz-Ramsay 2013).

Larval ve juvenil donemdeki baliklar betanodavirus enfeksiyonlarina karsi gok
duyarli iken, yetiskin baliklar daha az duyarlidir (\WOAH 2019, Bandin ve Souto 2020,
Valero ve Cuesta 2023). Levreklerin betanodavirusa duyarli oldugu (Souto ve ark
2015a), buna karsilik ¢ipuralarin ise enfeksiyondan etkilenmedigi ifade edilmistir
(Castric ve ark 2001, Aranguren ve ark 2002). Ancak yapilan ¢aligmalarda (\Volpe ve
ark 2020, Savoca ve ark 2021, Toffan ve ark 2021, Garcia-Alvarez ve ark 2022, Kaplan
ve ark 2022a) reassortant genotipe sahip betanodaviruslarin ¢ipuralarda da

enfeksiyona neden oldugu belirtilmektedir.

Larval donemdeki baliklarin immun sistemleri yeterince gelismediginden
dolayr virustan daha fazla etkilendigi bildirilmektedir (Zorriehzahra 2020).
Betanodaviruslara karsi konak hiicre immun yaniti konusunda yetiskin baliklarda
yeterince c¢aligma yapilmisken, larval donemdeki baliklarin gelisim evrelerindeki

kisith bilgiden dolay1 daha az ¢alisma yapildigi bildirilmektedir (Peruzza ve ark 2021).
1.2.4. Konak¢1 immun Sistemi

Bagisiklik; bakteri, mantar, parazit ve virus gibi patojenler ile yabanci
maddelere kars1 viicudu koruyan biyolojik bir savunma mekanizmasidir (Natnan ve
ark 2021). Baliklarda patojenlere kars1 hem dogustan gelen (innate), hem de dogumu
takiben zamanla sekillenen (adaptive) bir bagisiklik yanit1 olusur (Ashfaq ve ark 2019,
Toubanaki ve ark 2022). Bagisiklik sistemi, humoral ve hiicresel immun yanit olarak
iki mekanizmaya ayrilir. Humoral bagisiklik, kan dolagiminda olan viruslarin B
hiicrelerini uyarmasiyla baglar. B hiicreleri tarafindan firetilen spesifik antikorlar
tarafindan opsonize edilen viruslar makrofajlar tarafindan fagosite edilirler. Hiicresel

bagisiklik ise hiicre i¢ine giren viruslara karsi sitotoksik T lenfositleri ve natural killer
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(NK) hiicrelerinin olusturdugu immun yanit ile saglanir (Abram ve ark 2017, Natnan

ve ark 2021).

Baliklarda bagisikligin olusumunda bazi organ ve dokular 6nemli gorevler
iistlenmektedir (Toubanaki ve ark 2022). Organizma bir patojen ile karsilastigi zaman
deri, solungac ve bagirsaklar patojen icin ilk fiziksel bariyeri olustururlar. (Cabillon ve
Lazado 2019, Natnan ve ark 2021, Toubanaki ve ark 2022). Anatomik olarak solungag
kapaginin altinda bulunan timus ve anterior bobrek (head kidney) baliklarda primer
lenfoid organlardir (Cabillon ve Lazado 2019, Natnan ve ark 2021). Ayrica dalak,
karaciger, mucosal-associated lymphoid tissues (MALT), gut-associated lymphoid
tissue (GALT), gill-associated lymphoid tissue (GIALT) ve skin-associated lymphoid
tissue (SALT) sekonder lenfoid organ ve dokulardir (Natnan ve ark 2021).

Interldkin (IL), Interferon (IFN) ve Tiimor nekrozis faktdr (TNF) gibi sitokinler
hiicresel immunitenin 6nemli komponentleridir (Diker 2005, Costa ve Thompson
2016). Betanodavirus enfeksiyonunun hiicre i¢i immun yaniti tetikleyerek 1L-1b, IL-
10, TNF ve INF gibi inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir
(Vaz ve ark 2022). Enfeksiyon durumunda firetilen IL-1b’nin, ilk hiicresel bagisiklik
tepkisini vererek diger sitokinlerin de salinimini sagladig: ifade edilmektedir (Poisa-
Beiro ve ark 2008, Vaz ve ark 2022). Levrek ve ¢ipuralar lizerinde yapilan deneysel
enfeksiyon ¢alismalarinda (Scapigliati ve ark 2010, Chaves Pozo ve ark 2012) 6zel T
hiicre molekiillerinin (TRCb, CD4-2, CD4, CD8a, CB8b, Lck, NCCRP-1 ve ZAP-70)
ekspresyonunda artiglar oldugu ve bunlarin hiicresel savunmada etkili oldugu
bildirilmistir (Bandin ve Souto 2020). Jung ve ark (2020) deneysel olarak
betanodavirus ile enfekte ettikleri pisi baliginda enfeksiyondan 3 giin sonra CD4-1 T
hiicre molekiillerini tespit etmisler ve 7. giinde bu molekiillerin en yiiksek seviyeye
ciktigini bildirmislerdir. Vaz ve ark (2022), juvenil boy levreklerde betanodavirus
enfeksiyonuna karsi immun yanitin olusumu hakkinda yaptiklart bir calismada
enfeksiyondan birkag saat sonra (6-9 saat) TNFa, CD28 ve IL-1b’nin ekspresyonunda
artis oldugunu ifade etmislerdir. Aragtirmada (2022), baliklarda en yiiksek mortalite
oraninin belirlendigi ve klinik semptomlarin gézlemlendigi 144. saatin sonunda,
TNFa, CD28 ve IL-1b konsantrasyonunun en yiiksek seviyeye ulastigi tespit
edilmistir. Ayn1 ¢alismada (2022) sunulan hemotolojik parametrelerde, 16kosit ve
trombosit sayilarinda diisiis, notrofil ve monosit sayilarinda ise artig tespit ettikleri
bildirilmistir. Ayrica ilk 6liimlerin goriildiigii 120. saatin sonunda lenfosit miktarinin
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diisiis egilimine girdigi ve en yliksek mortalite oraninin goriildiigii 144. saatte ise
lenfosit miktarinda 6nemli 6lgiide azalma belirledikleri ifade edilmistir (Vaz ve ark

2022).

Toubanaki ve ark (2023) levreklerde yaptiklar1 deneysel enfeksiyon ile
betanodavirusa kars1 olugsan bagisiklikla ilgili gen ekspresyon profilini arastirarak
degerlendirmislerdir. Bu deneysel enfeksiyon modelinin 28 giin olarak dizayn edildigi
ve mortalitenin en yliksek seviyeye (%83) ¢iktig1 14. giinlin sonunda hayatta kalan
baliklarin beyinlerindeki yiiksek viral yiike ragmen klinik semptomlarin ortadan
kalkarak mortalitenin diistiigii belirtilmistir. Aragtirmada (2023) baz1 sitokinlerin (IL-
1b, IL-10 ve IFN-7) giinlere gore gen ekspresyon seviyeleri incelenmistir.
Enfeksiyondan sonra, 14. giinde IL-1b gen ekspresyonunun dnemli diizeyde artis
gosterdigi (5.2 kat) ve 28. giiniin sonunda ise bazal seviyeye diistiigii, [L-10’da ise gen
ekspresyonun 7. giinde artis (1.7 kat) gosterdigi ve finalde (14.-28. giinlerde) bazal
seviyeye distiigii bildirilmistir. IFN-7 gen ekspresyon seviyesinin enfeksiyondan
sonra, 14. glinde ciddi bir artis (77 kat) gosterdigi, 28. giiniin sonunda ise bazal
seviyeye diistiigii ifade edilmistir. Ayn1 calismada (2023), T hiicre marker gen
ekspresyon seviyelerine bakildiginda CD4 seviyesi 14. giinde (1.6 kat) artarken, 28.
giinde baslangic seviyelerine gerilemis, CD8a seviyesi ise 4. giinde yaklasik 4 kat

artarken 28. giiniin sonunda baglangi¢ seviyelerine gerilemistir.

Hiicresel stres proteinleri olarak da adlandirilan ve canli organizmalarda bolca
bulunan 1s1 sok proteinleri (Heat Shock Proteins-HSP), balik beyin hiicrelerinde bolca
bulunmaktadir (Chen ve ark 2010). HSP (HSP70. HSP80 ve HSP90)’lerin, enfeksiyon
nedeniyle zarar gérmiis sinir hiicrelerini onardig1 ve antienflamatuar etki gosterdigi
ifade edilmektedir (Chen ve ark 2011). HSP90’nin VNNV enfeksiyonlarina kars etkili
oldugunu bildirilmistir (Chen ve ark 2010, Zenke ve Okinaka 2022).

1.2.5. Ulkemizde Betanodaviruslar Uzerine Yapilan Cahsmalar

Son yillarda Tiirkiye’de VNNV ’nin tespitine yonelik yapilan arastirmalar daha
da yogunluk kazanmistir. Ozkan Ozyer ve ark (2012) tarafindan, 2010 ve 2011 yillar
arasinda Ege bolgesinde 20 adet kuluckahane ve 33 adet yetistirme isletmesinden
alman 1440 adet levrek ve 1260 adet ¢ipura, betanodavirus varligi agisindan

incelenmistir. Calisma (2012) kapsaminda incelenen Orneklerin higbirinde
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betanodavirus viral genomu tespit edilmemistir. Bu ¢alisma (2012), iilkesel anlamda
betanodaviruslarin tespitine yonelik yapilan ilk aragtirmadir. Daha sonra 2011 yilinin
Haziran aymnda, Mersin’de faaliyet gosteren bir levrek kuluckahanesinde Balik
Hastaliklar1 Ulusal Referans Laboratuvar (Izmir Bornova Veteriner Kontrol
Enstitiisii)’1 tarafindan yapilan bir caligmayla, levreklerde PCR ile betanodavirus viral
genom varlig1 tespit edilmistir (Ozkan Ozyer ve ark 2014). Bu arastirma (2014)

tilkemizde betanodaviruslarin levreklerde tespit edildigi ilk calismadir.

Balik Hastaliklar1 Ulusal Referans Laboratuvar’i tarafindan 2012 ve 2014
yillart arasinda yapilan baska bir calismada ise klinik bulgu gdstermeyen saglikli
goriiniimlii levrek ve ¢ipura yavrularinda betanodavirus tespit edilmistir (Kalayci ve
ark 2016). Ayrica bu kulugkahaneden yavru balik alan baska bir isletmede ¢alismaya
dahil edilmis ve buradan oOrneklenen baliklarda da betanodavirus genom varlig

belirlenmistir (Kalayci ve ark 2016).

Kaplan ve ark (2021), Karadeniz bolgesindeki ¢iftliklerde, 2016-2019 yillar
arasinda kafeslerde yetistirilen levreklerde betanodavirus viral genomunu PCR ile
tespit ettiklerini bildirmislerdir. Bu ¢alismada (2021) pozitif ¢ikan 6rneklerde yapilan
filogenetik analiz sonucunda, virusun RGNNV genotipi oldugu ifade edilmistir. Ege
bolgesinde Kaplan ve ark (2022a) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise denizde faaliyet
gosteren bir isletmede (kulugkahane) ¢ipuralarda PCR ile betanodavirus viral genom
varligi tespit edilmis olup, yapilan filogenetik analiz sonucunda virusun reasortant
RGNNV/SINNV genotipi oldugu belirtilmistir. Kaplan ve ark (2023) tarafindan
yapilan baska bir caligmada, Akdeniz kiyisinin farkli lokasyonlarindan (Antalya,
Mersin, Adana ve Hatay), toplam 400 balik (27 farkli balik tiirii) 6rneklenmis olup,
bunlardan barbun (Mullus barbatus) ve zargana (Belone belone) baliklarinda sirasiyla
RGNNV ve RGNNV/SINNV genotipinin tespit edildigi bildirilmistir. Kaplan ve ark
(2022Db) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Kuzey Ege ve Marmara bolgelerinde dogal
yataklarda bulunan kum midyesi (Ruditapes decussatus) ve kara midye (Mytilus
galloprovincialis)’de betanodavirus varligi tespit edilmemistir. Oguz ve ark (2023)
tarafindan yapilan bir caligmada ise tatli su tiirlerinden, japon (Carassius auratus) ve

koi (Cyprinus carpio) baliklarinda betanodavirus tespit edilmedigini ifade etmislerdir.
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1.2.6. Prevalans Durumu

Betanodaviruslarin prevalansina yonelik daha fazla calisma yapilmasi gerektigi
ifade edilmektedir (WOAH 2019, Kaplan ve Karaoglu 2021). Cin ve Japonya’da 2012-
2015 yillar1 arasinda deniz kabuklular: (Istiridye, midye) iizerinde yapilan ¢alismada
betanodavirus prevalansinin Cin ve Japonya’da sirasiyla % 38.4 ve % 34.4 oldugu
bildirilmisgtir (Kim ve ark 2018). Yunanistan’da Ege denizinden temin edilen 1580
baligin 55’inde betanodavirus viral genomu tespit edilmis ve prevalansin % 17.09
oldugu ifade edilmistir (Bitchava ve ark 2019). Ispanya’nin Atlantik kiy1 seridinde 16
farkli tiirden toplam 1277 baligin 22’sinde betanodavirus viral genomu tespit edilmis
ve prevalansin % 1.72 oldugu bildirilmistir (Vazquez-Salgado ve ark 2023). Bandin
ve Souto (2020)’nun yapmis oldugu ¢alismaya gore; Asya ve Avrupa’da betanodavirus
tespit edilen baliklarda virusun genotiplendirmesi yapilmis ve buna gore pozitif
orneklerden % 86’sinin RGNNV, % 5.5’inin SINNV ve % 1,8’inin ise BFNNV
genotipi oldugu bildirilmistir.

Ulkemizde VNNV nin tespitine yonelik birgok arastirma (Ozkan Ozyer ve ark
2014, Kalayc1 ve ark 2016, Kaplan ve ark 2021, Kaplan ve ark 2022a, Kaplan ve ark
2023) yapilmistir. Kaplan ve Karaoglu (2021) 2016-2017 yillar1 arasinda ticari levrek
kulugkahaneleri ve giftliklerden baliklarin farkli gelisim dénemlerini (larva, fingerling
ve juvenil) de kapsayan numuneler alarak betanodavirus varligina yonelik bir ¢alisma
yapmislardir. Arastirma (2021) sonucunda kuluckahane ve giftliklerde betanodavirus
prevalansinin kuluckahanelerde % 5, cifliklerde ise % 6.25 oraninda belirlendigi ifade

edilmistir.
1.2.7. Persistanthk Durumu

Balik yetistiriciliginde persiste enfekte baliklarin varligi, siirdiiriilebilir bir
yetistiricilik agisindan ciddi bir tehdittir (Toffan ve Panzarin 2020). Yapilan
arastirmalarda (Panzarin ve ark 2010, Toffan ve Panzarin 2020, Biasini ve ark 2022),
klinik olarak hastalig1 atlatan baliklarda virusun uzun bir dénem persiste olarak
kalabilecegi ve ortamda bulunan diger baliklar i¢in enfeksiyon kaynagi olabilecegi
belirtilmistir (Toubanaki ve ark 2023). Johansen ve ark (2002) Norveg’te daha 6nce
VNN hastalik ge¢cmisi olan bir isletmede 4, 5 ve 8 aylik tamamen saglikli goriiniimdeki
atlantik halibut (Hippoglossus hippoglossus) yavrularinda yapmis olduklari
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aragtirmada; betanodavirus varligimmi histopatoloji, immunohistokimya (IHC-
Immunohistochemistry) ve RT-PCR ile belirlediklerini ifade etmislerdir. Arastirma
(2002) sonucunda, bulasmanin daha 6nce betanodavirus pozitif olan ana¢ baliklardan
vertikal yolla yavrulara bulagsmis olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Johansen ve ark
(2003)’nin  betanodaviruslara duyarli olan benekli kurt (Anarhichas minor)
baliklarinda yaptiklar1 bir calismada deneysel olarak enfeksiyon olusturulmus ve
enfeksiyondan 4-8 hafta sonra histopatoloji, IHC ve RT-PCR ile arastirma
yapmislardir. Arastirmada (2003) 8. haftanin sonunda mortalite oran1 % 52 olarak
belirlenmigtir. Calismada (2003) klinik belirti gostermeyen hayatta kalan baliklarda 16
hafta sonra tekrar arastirma yapilmis ve PCR ile betanodavirus genom varlig1 ortaya

konulmustur (Johansen ve ark 2003).

Betanodavirus enfeksiyonlarinda asemptomatik enfekte baliklarin ayni
ortamda bulunan saglikli baliklar i¢in daima tehdit olabilecegi ifade edilmektedir
(Biasini ve ark 2022). Toubanaki ve ark (2023) yaptiklar1 deneysel bir ¢alismada, 28
giin boyunca levreklerde enfeksiyonun etkilerini giinliik olarak takip etmislerdir.
Arastirmada (2023) enjeksiyonu takip eden 12. giinde mortalite oranimnin % 83’e
ulastig1 ve son 16 giinde ise yiiksek viral yiilke ragmen mortalite oraninin oldukca
azaldig tespit edilmistir. Calismada (2023), son 16 giinde mortalite oran1 azalmis olsa
bile enfeksiyonun bagindan itibaren yiiksek viral yiike sahip hayatta kalan baliklarin

asemptomatik virus tastyicisi olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Toubanaki ve ark 2023).
1.3. Patogenez

Viral nervdz nekrozis virusunun organizmaya agiz, yiizgeg¢, solunga¢ ve
bagirsak epitelleri vasitasiyla girdigi ifade edilmektedir (Grotmol ve ark 1997,
Johansen ve ark 2004, Souto ve ark 2018). Virusun sinir dokularinin aksonlar1 boyunca
her iki yone de tasinabilecegi ve sinaptik yariklardan gecerek sinirler arasinda
iletilebilecegi bildirilmistir (Ikenaga ve ark 2002). Yapilan histopatolojik ¢alismalara
(Grotmol ve ark 1997, Mladineo 2003, Tanaka ve ark 2003, Zorriehzahra ve ark 2020)
gore cerebellum, olfaktorik sinir hiicreleri, talamus, medulla oblongata, preoptik bolge
ve optik sinirler hiicresel vakuollerin olustugu bolgelerdir. Virusun ndrotropotik bir
etken olmasindan dolayi, konak¢r organizmasinin noronal dokularina yerleserek
hiicresel patolojiye neden oldugu ifade edilmektedir (Mori ve ark 1992, Johnstone ve

ark 2022). Merkezi sinir sistemi (MSS)’ne ve retinal sinirlere yerlesen virus, sinirlerde
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vakuolizasyon gibi dejeneratif bozukluklara sebep olarak hiicrelerin gorevini yerine
getirmesine engel olmaktadir (Souto ve ark 2018, Souto ve ark 2019, Zorriehzahra ve
ark 2020).

Ayrica VNNV’ nin sinir doku haricinde bir¢ok doku ve organdan (solungag,
kalp, dalak, bobrek, karaciger, mide, bagirsak ve gonad) da izole edildigi bildirilmistir
(Nguyen ve ark 1997, Mladineo 2003, Olveira ve ark 2008, Korsnes ve ark 2009,
Mazalet ve ark 2011, Kim ve ark 2018). Dil baligi, morina balig1 ve orfoz tiirlerinden
alinan kan 6rneklerinde de virusa ait viral genom varliginin RT-PCR ile tespit edildigi
ifade edilmistir (Korsnes ve ark 2009). Virusun, kanda tespit edilmesi solungag, kalp,
dalak, bobrek, karaciger, mide, bagirsak ve gonadlar gibi néronal olmayan doku ve
organlara hematojen yolla yayildigini ortaya koymaktadir (Souto ve ark 2018, Bandin
ve Souto 2020). Ancak bu organlarin hepsinin periferal sinir aglari ile donatildig1 ve
bu durumun virusun, kan haricinde perifer sinirler araciligi ile de organlar arasinda

yayilabilecegini gosterdigi ifade edilmistir (Bandin ve Souto 2020).

Souto ve ark (2018) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, dil baliklarinda RGNNV,
SINNV ve RGNNV/SINNV’ye ait genom varliklarinin beyinde tespit edildigi
bildirilmistir. Caligmada (2018), RGNNV/SINNV ve SINNV genotiplerine sahip
viruslarin, sirastyla 1. ve 2. giinde, RGNNV nin ise daha uzun siirede (3. giinde) beyine
ulastig ifade edilmistir. Ayrica RGNNV/SINNV genotipine sahip viruslar, deri, agiz
ve solungaclardan, SINNV sadece solungaglardan, RGNNYV ise tiim yollar1 kullanarak
organizmaya giris yapabilmektedir (Souto ve ark 2019). Virusun organizmaya giriste
kullandig1 yollarin farkli genotipe sahip betanodaviruslarda degiskenlik géstermesinin
su sicaklig ile ilgili oldugu ifade edilmektedir (Toffan ve ark 2016, Souto ve ark
2019). Enfeksiyonun patogenezinde su sicakligi ile mortalite orani arasinda giiglii bir
baglantt oldugu ve su sicakligi arttikca mortalite oraninin da yiikseldigi ifade
edilmektedir (Panzarin ve ark 2014, Bandin ve Souto 2020, Toffan ve ark 2021, Zrn¢i¢
ve ark 2022, Combe ve ark 2023). Combe ve ark (2023), baliklarda deneysel
enfeksiyon olusturulan 53 c¢alismadan elde ettikleri verilere goére, VNN
enfeksiyonlarinda su sicakligindaki 1°C’lik artisin mortalite oraninda % 2.18 ile 5.37

arasinda artis gosterdigini belirtmislerdir.
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1.4. Klinik Semptomlar

Betanodavirusa duyarli baliklar VNN salginlarinda, enfeksiyondan en fazla,
bagisiklik sistemlerinin yeterince gelismedigi ve hastaliklara en duyarli olduklari
larval donemlerde etkilenmektedir (Panzarin ve ark 2016, Zorriehzahra 2020, Zrn¢ic¢
ve ark 2022). Baliklar, larval donemde ya da dollenme esnasinda virus ile enfekte
olduklar1 zaman mortalite orant %100’ bulabilmektedir (Zorriehzahra 2020). Ayrica
baliklarda, erken gelisim donemlerinde fazla 6liim goriilse de yetiskinlerde yasa, viral
yiike, su sicakligima ve virustan etkilenen tiire gore Oliimlerin goriildiigli rapor

edilmistir (Costa ve Thompson 2016, Bandin ve Souto 2020).

Betanodavirus enfeksiyonlarinda klinik belirtilerin gézlenmesi, teshiste 6nemli
ipuglar1 vermektedir (Yang ve ark 2022). Hassas baliklarda istah kaybi, deri renginde
kararma, abdominal distansiyon, mandibular bélgede hemoraji, exoftalmus, letarji, su
yiizeyinde ya da suyun havuza giris noktasinda toplanma ve anormal yiizme
davraniglar1 klinik belirtiler arasinda yer alir (Munday ve Nakai 1997, Munday ve ark
2002, Costa ve Thompson 2016, Souto ve ark 2018, Zrn¢i¢ ve ark 2022). Ayrica
enfeksiyondan etkilenen baliklarda kendi etrafinda donme, hizli hareketler ve karin
iistli pozisyonda yiizme gibi davranis bozukluklarinin da yaygin olarak goriilen klinik
belirtiler arasinda oldugu bildirilmistir (Munday ve Nakai 1997, Souto ve ark 2018,
Biasini ve ark 2022). Zorriehzahra (2020), enfekte baliklarin gérme ve motor
kontrollerini  kaybettikleri i¢in, donerek ylizme gibi anormal davranislar
sergilediklerini bildirmistir. Ayrica hava kesesi inflamasyonuna bagli olarak
baliklarin, su i¢inde hareketlerini kontrol etme yetenekleri kayboldugundan, karin istii
pozisyon alarak diizensiz bir yiizme bozuklugu gosterdikleri belirtilmistir (Johansen
ve ark 2004, Zorriehzahra 2020). Chaves Pozo ve ark (2021) dort farkli betanodavirus
genotipi (RGNNV, SINNV, BFNNV ve TPNNV) ile minekop yavrularinda deneysel
bir enfeksiyon olusturarak virustan etkilenen baliklarda, klinik belirtilerin farklilig ve
ortaya c¢ikis zamam lizerine arastirma yapmislardir. Calismada (2021), kontrol
grubundaki tiim baliklarda enfeksiyona spesifik klinik belirti ve 6lim izlenmezken;
RGNNV-TPNNV, BFNNV ve SINNV genotipleri ile enfekte edilen gruplardaki
baliklarda, sirasiyla 3, 4 ve 7. giinlerde ilk klinik belirtilerin goézlemlendigi
belirtilmistir. Ayrica VNNV genotipleri ile enfekte edilen gruplardaki baliklarda
sirastyla 10, 13, 16 ve 18. giinlerde o6liimlerin basladigi ifade edilmistir. Ayni
calismada (2021), farkli genotipe sahip viruslar ile enfekte edilen gruplardaki
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baliklarda, klinik belirtilerin farklilik gosterdigi belirlenmistir. Boylece RGNNYV ile
enfekte edilen gruptaki baliklarin dik yiizme hareketi sergiledikleri, TPNNV ve
BFNNV ile enfekte edilen gruptaki baliklarin havuz dibinde hareketsiz bir sekilde ya
da bas asag1 dik pozisyonda durduklari, SINNV ile enfekte edilen gruptaki baliklarin
ise yan yatarak diizensiz ylizme hareketi gosterdikleri belirtilmistir. Ayrica mortalite
oranlarinin; RGNNV, TPNNV, SINNV ve BFNNV genotiplerine sahip viruslar ile
enfekte edilen gruplarda sirasiyla % 71, % 54, % 53 ve % 44 olarak tespit edildigi ifade
edilmistir. Fouzi ve Sakazamary (2023), VNNV ye 6zgii Klinik belirti (su yiizeyinde
anormal yiizme bozukluklari, abdominal distansiyon) gosteren 14-28 giinliikk Asya
levregi larvalarinda yaptiklart histopatoloji ¢aligmasinda, baliklarin retina ve
beyinlerinde vakuolizasyon odaklar1 ve nekrotik sinir doku dejenerasyonlarinin tespit
edildigini bildirmislerdir. Ayrica ¢alisma (2023) kapsaminda, larvalarin beyin ve

gozlerinde betanodavirus viral genom varliginin PCR ile dogrulandig ifade edilmistir.

Enfeksiyondan etkilenen baliklarin nekropsisinde, beyin ve bagirsaklarda
hemoraji, hava kesesinde kalinlasma ile birlikte opasite artisi ve ayrica gorme
bozukluguna bagl olarak kafa golgesinde olusan travmatik lezyonlarin da goriildiigii

ifade edilmektedir (Costa ve Thompson 2016, Zorriehzahra 2020, Zrn¢i¢ ve ark 2022).
1.5. Teshis

Betanodavirus kaynakli enfeksiyonlardan korunmak i¢in etkenin dogru ve
olabilecek en hizli sekilde teshis edilebilmesi gereklidir. Diinden bugiine etkenin ve
olusturdugu enfeksiyonun tanimlanmasinda; klinik gozlemlerden, virusun hiicre
kiiltirlerinde izolasyonuna, histopatolojisine ve molekiiler tan1 yontemlerine kadar
bir¢ok teshis metodunun gelistirildigi bildirilmistir (Bandin ve Souto 2020, Yang ve
ark 2022).

1.5.1. Klinik Gozlem ve Davranis Degisiklikleri

Klinik gozleme dayali olarak hastaligin teshisi bazi durumlarda yetersiz
kalabilir (WOAH 2019, Bandin ve Souto 2020). Etkenin, baliklarda persiste
enfeksiyonlara neden oldugu diisiiniildiigiinde, kesin teshis igin klinik bulgularin
laboratuvar tani ile desteklenmesi gereklidir (Souto ve ark 2015). Enfekte baliklarin
yiizme hizlarinda, motor kontrol faaliyetlerin bozulmasindan dolay1 diizensiz bir artis

gozlendigi ifade edilmektedir (Munday ve ark 2002, Furusawa ve ark 2007,
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Zorriehzahra 2020). Bu durum, 6zellikle tiretim ¢iftliklerinde kisitli bir alanda yasayan
baliklarin tank ve kafes duvarlarina ¢arpmalarina neden olmaktadir. Bunun sonucunda,
baliklarda 6zellikle mandibular bolgede travmatik yaralar olusabilmektedir (Maltese
ve Bovo 2007, Zrnéié¢ ve ark 2022).

1.5.2. Hiicre Kiiltiiriinde Virus izolasyonu

Hiicre kiiltiirlerinde virus izolasyonu, viral bir etkenin kapsamli ¢alisilmasinda
en temel arastirma basamagidir (Bandin ve Souto 2020). European Collection of Cell
Culture (ECACC)’e gore, VNNV’nin tam1 ve izolasyonu igin, Striped snakehead
baliklarindan koken alan SSN-1 ve SSN-1 hiicrelerinden klonlanan E-11 hiicre hatlar1
kullanilmaktadir (WOAH 2019, Bandin ve Souto 2020, Zorriehzahra ve ark 2022).
Ayrica VNNV nin izolasyonu i¢in rainbow troutgonad (RTG-2), chinook salmon
embriyo (CHSE-214), fathead minnow (FHM), blue gill fry (BF-2) ve epithelioma
papulosum cyprini (EPC) gibi alabalik ve sazan balig1 hiicre hatlar ile galigmalar
yapilmis, ancak basarili sonuglar alinamadigr bildirilmistir (Iwamoto ve ark 2000,
Bandin ve Souto 2020). Asya levregi (Lates calcarifer)’nden elde edilen barramundi
brain (BB) ve grouper tiirii baliklar (Epinephelus coioides)’dan hazirlanan grouperfin
(GF-1) hiicre hatlarinin da arastirmalarda kullanildig: bildirilmistir (Chi ve ark 1999,
Chi ve ark 2005, Bandin ve Souto 2020). Yapilan ¢alismalarda, BB ve GF-1 hiicre
hatlarina inokule edilen virusun hiicrelerde yeterince proliferasyon gosterdigi ve
sonuglarin basarili oldugu bildirilmistir (Chi ve ark 1999, Chi ve ark 2005). Avrupa
deniz levregi (Dicentrarchus labrax)’'nden elde edilen DLB-1, cipura (Sparus
aurata)’dan elde edilen SaB-1 ve g¢ipura Yiizgeglerinden elde edilen SAF-1 hiicre
hatlar1 da deneysel olarak arastirmalarda kullanilmistir (Bandin ve Souto 2020, Valero
ve ark 2021). Valero ve ark (2021) RGNNV, SINNV ve RGNNV/SINNV reassortant
genotipe sahip virus suslarini farkl hiicre hatlarina (E-11, GF-1, SAF-1, DLB-1 ve
SaB-1) inokule ederek, adsorbsiyon verimliliklerini karsilagtirmiglardir. Caligmada
(2021), ortalama adsorbsiyon verimliligi yoniinden, E-11 (% 90), DLB- 1 (% 90),
SAF-1 (% 88) ve GF-1 (%50) hiicre hatlarini yiiksek, SaB-1 (%20)’i ise diisiik duyarl
olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir. Kaplan ve Karaoglu (2021), RT-qPCR ile
betanodavirus genom varligini belirledikleri 6rnekleri ilk 6nce E-11 hiicresine inokule
ettiklerini ve hiicrelerde herhangi bir CPE go6zlemlemediklerini bildirmislerdir.
Takiben ayn1 6rnekleri SSN-1 hiicre kiiltiirline inokule etmisler ve 4. giiniin sonunda
hiicrelerde vakuolizasyon ve lizisten olusan CPE’ler gozlemlediklerini ifade

20



etmislerdir.

Betanodaviruslarin teshisinde, hiicre kiiltiirlerinde virus izolasyonu ’Gold
Standart’” olarak kabul edilse bile (Zorriehzahra ve ark 2022); teshis siirecinin uzamasi
ve viral yiikii diisiik olan orneklerde yanlis negatifliklerin elde edilebilmesi gibi
nedenlerle, molekiiler teknikler kullanilarak tantya gidilmesi 6nerilmektedir (Doan ve
ark 2017, WOAH 2019, Bandin ve Souto 2020, Zorriehzahra ve ark 2022). Ayrica
betanodavirus siirveyans calismalarinda, RT-qPCR ile pozitif sonug¢ belirlenmesi
durumunda, hiicre kiiltiirinde virus izolasyonu yapilmasi teshis i¢in uygun bir yontem
olarak bildirilmektedir (WOAH 2019, Bandin ve Souto 2020, Yang ve ark 2022,
Zorriehzahra ve ark 2022).

1.5.3. Molekiiler Tan1 Yontemleri

Molekiiler metotlar, diger teshis yoOntemlerine gore, virusun c¢ok diisiik
titrelerde bile tespitini saglamasi agisindan giivenilir bir tan1 yontemi olarak kabul
edilmektedir (Panzarin ve ark 2010, WOAH 2019, Bandin ve Souto 2020). Virusun
tanisinda, yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip PCR temelli yontemler, hizli sonug
vermeleri ile tercih edilerek kullanilirlar (Dalla Valle ve ark 2005, Panzarin ve ark
2010, WOAH 2019, Bandin ve Souto 2020).

Virusun genomik segmentlerini (RNAL1 ve RNA2) hedefleyen, PCR temelli
cok sayida metot gelistirilmistir (Nishizawa ve ark 1994, Panzarin ve ark 2010, Bandin
ve Souto 2020). Virusun molekiiler olarak ilk kez teshisinin, RNA2 genini hedefleyen
konvansiyonel RT-PCR ile yapildigi bildirilmistir (Nishizawa ve ark 1994, Nishizawa
ve ark 1996). Dalla Valle ve ark (2005), yaptiklar1 deneysel bir ¢alismada, virusun
RNAZL ve RNA2 genini ekstrakte ettiklerini ve enfeksiyonun 3. giiniinden 14. giinene
kadar giinliik dl¢iimlerde, RNA2 geninin kopya sayisini, RNA1 genine goére daha
yiiksek seviyelerde tespit ettiklerini belirtmislerdir. Ayrica WOAH, yayinladigi
raporda (Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals - 2019), ulusal referans
kuruluslarca yiiriitiilen rutin teshis ¢alismalarinda, virusun RNA2 geninin hedeflendigi

RT-gPCR metodunun daha uygun oldugunu belirtmistir (Yang ve ark 2022).

RT-gPCR, konvansiyonel PCR’a gore daha duyarli, hizli ve giivenilir sonuglar
vermektedir (WOAH 2019, Bandin ve Souto 2020). Bu sebeple RT-qPCR’1n hiicre
kiltiirii veya konvansiyonel PCR gibi diger teshis metotlarindan daha uygun oldugu
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ifade edilmektedir (Dalla Valle ve ark 2005, Hick ve ark 2011a, Panzarin ve ark 2010,
Bandin ve Souto 2020). Betanodaviruslarin, RT-qPCR ile teshis edildigi bir¢ok
calisma (Dalla Valle ve ark 2005, Grove ve ark 2006, Hick ve Whittington 2010,
Panzarin ve ark 2010) mevcuttur. Grove ve ark (2006), betanodaviruslarin Atlantik
halibut (Hippoglossus hippoglossus) baliklarinda belirlenebilmesi i¢in spesifik bir RT-
gPCR metodu gelistirmiglerdir. Ancak WOAH (2019) gelistirilen bu metodun (2006),
soguk su baliklarinda enfeksiyona neden olan betanodavirus genotiplerinin (BFNNV,
AHNNV) teshisi i¢in uygun oldugunu, iliman su baliklarinda enfeksiyona neden olan
genotiplerin (RGNNV, SINNV) teshisi i¢in ise yetersiz oldugunu bildirmistir. Hick ve
Whittington (2010), betanodaviruslarin tespiti i¢in kapsamli bir sekilde validasyonu
yapilmis RT-gPCR’1 optimize ettiklerini ifade etmislerdir. Analitik duyarliligi,
diyagnostik sensitiviteyi ve tekrarlanabilirligi degerlendirdikleri ¢aligmanin sonunda,
olumlu veriler elde ettiklerini bildirmislerdir. Ancak WOAH (2019), gelistirilen bu
metodun (2010), iliman su baliklarinda enfeksiyona neden olan RGNNV genotipinin
teshisi i¢in etkisiz oldugunu bildirmistir. Panzarin ve ark (2010), Asya ve Avrupa
tilkelerinde tespit edilen farkli genotipe sahip izolatlar1 kullanarak, bir RT-qPCR
metodu gelistirdiklerini bildirmislerdir. Bu metot ile hem soguk hem de 1liman sularda
enfeksiyona neden olan genotiplerin tamamimin (RGNNV, SINNV, BFNNV ve
TPNNV) tespit edilebildigi ifade edilmistir (WOAH 2019).

WOAH (2019) tarafindan, Panzarin ve ark (2010)’nin gelistirdigi RT-gPCR
metodunun, uluslararasi VNN referans laboratuvari standartlarina gore valide edildigi
ve bilinen dort betanodavirus genotipi (RGNNV, SINNV, BFNNV, TPNNV)’nin
tespiti i¢in de uygun oldugu bildirilmistir.

Enfekte baliklarin yas donemlerine gore, betanodaviruslarin tespitinde tercih
edilerek kullanilan farkli teshis metotlar1 ve karsilastirmalar1 Tablo 1.4°de verilmistir
(WOAH 2019). Betanodaviruslarin RNA1 ve RNA2 geninin hedeflendigi arastirma
caligmalarinda (Dalla Valle ve ark 2005, Grove ve ark 2006, Hick ve Whittington
2010, Panzarin ve ark 2010) kullanilan primer ve prob setleri ise Tablo 1.5°de
verilmistir. Ayrica betanodavirus sorveyans c¢alismalarinda, etkenin RT-qPCR ile
tespitinin ardindan hiicre kiiltiirlerinde izolasyonunun ve sekans analizinin yapilmasi

da onerilmektedir (WOAH 2019).
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Tablo 1.4. Betanodaviruslarin tespitinde kullanilan tan1 metotlar1 ve karsilagtirilmalart (WOAH 2019).

Hedeflenen Boyut .
Uygulanan Metot Varsayimsal Dogrulayici
Larva Juvenil Yetiskin Tam Tam
Histopatoloji D D D B D
Histopatoloji
takiben immun D D D B D
Boyama
Transmisyon EM D D D C D
Hiicre Kkiiltiirlerinde
izolasyonu takiben A A D A A
Immun Boyama ya
da PCR
RT-PCR B B B A A
RT-PCR takiben D D D B A
Sekanslama
RT-gPCR A A A A A

A. Teshis ozgiilliigii ve duyarlilig1 nedeniyle yontem, fayda ve uygunluk agisindan dnerilen metot.
B. Teshis 6zgiilliigii ve duyarlilik bakimindan standart bir metot.
C. Maliyet ve zaman gibi faktorler bakimindan siklikla kullanilmayan metot.
D. Giiniimiizde tavsiye edilmeyen bir metot.

Tablo 1.5. Betanodaviruslarin RT-qPCR ile teshisinde kullanilan primer ve prob setleri (WOAH 2019).

. Hedef . Amplikon
Primer Genom 5°- 3’ Sekans Boyutu (bp) Referans
Q-RdRP-1 . GTG-TCC-GGA-GAG-GTT-AAG-GAT-G 273 Dalle Valle ve
Q-RdRP-2 CTT-GAA-TTG-ATC-AAC-GGT-GAA-CA ark 2005
Q-CP-1 RNA2 CAA-CTG-ACA-ACG-ATC-ACA-CCT-TC 30 Dalle Valle ve
Q-CP-2 CAA-TCG-AAC-ACT-CCA-GCG-ACA ark 2005
o1 GGT-ATG-TCG-AGA-ATC-GCC-C
TAA-CCA-CCG-CCC-GTG-TT
P2 RNA2 194 Grove ve ark
2006
Probe TTA-TCC-CAG-CTG-GCA-CCG-GC
CTT-CCT-GCC-TGA-TCC-AAC-TG
gR2TF Hick ve
qR2TR RNA2 | GTT-CTG-CTT-TCC-CAC-CAT-TTG 93 Whittington
R2probe2 2010
CAA-CGA-CTG-CAC-CAC-GAG-TTG
RNA2 FOR CAA-CTG-ACA-RCG-AHC-ACA-C
RNA2 REV Panzarin ve
CCC-ACC-AYT-TGG-CVA-C
RNA2 RNA2 69 ark 2010
probe TYC-ARG-CRA-CTC-GTG-GTG-CVG

1.5.4. Serolojik Tam Yontemleri

Serolojik tani, etkene veya antijenlerine karsi canlida olusan antikorlarin

tespitinde ¢ok eskiden beri kullanilan bir yontemdir (Arimoto ve ark 1992, Gye ve
Nishizawa 2018, Tarrab ve ark 2019, Bandin ve Souto 2020). Serolojik tanida Enzyme
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Linked Immunosorbent Assay (ELISA), antijene kars1 antikor ya da antikora karsi
antijen tespitinde kullanilan bir tan1 metodudur (Gye ve Nishizawa 2018). Arimoto ve
ark (1992), 1991-1992 yillar1 arasinda Japonya’da Kral baligi anaglarindan aldiklari
kan orneklerinde, Indirekt ELISA ile betanodavirusa spesifik antikorlarin varligini
tespit etmislerdir. Tarrab ve ark (2019), deneysel bir calisma ile levrek ve lahoz
baliklarinda betanodavirusa spesifik antikorlarin varligini Indirekt ELISA ile ortaya
koyduklarni bildirmislerdir. Yillar i¢inde betanodaviruslari ve buna karsi olusan
antikorlar1 tespit etmek amaciyla farkli ELISA protokollerinin gelistirildigi
bildirilmistir (Watanabe ve ark 2000, Tarrab ve ark 2019, Bandin ve Souto, 2020).
Ancak virus ile antikorlar arasindaki spesifik olmayan reaksiyonlardan kaynakli diisiik
baglanma ve yiiksek optik dansite (OD) degerlerinin, antikorlarin tespitini zorlastirdigi
ifade edilmistir (Gye ve Nishizawa 2018). Bu durumun iistesinden gelebilmek i¢in Gye
ve Nishizawa (2018), betanodavirusa spesifik IgM’lerin belirlemesinde immobilize
balik serumu kullanarak bir Sandwich ELISA metodu gelistirdiklerini bildirmislerdir.

ELISA ile baliga zarar vermeden kan orneklerinde, etkene veya antijenlerine
kars1 olusan spesifik antikorlarin varliginin arastirildig: bildirilmektedir (Watanabe ve
ark 2000, Tarrab ve ark 2019, Bandin ve Souto 2020). Tarrab ve ark (2019), deneysel
bir enfeksiyonla levreklerde betanodavirusa karsi olusan antikorlarin varligini Indirekt
ELISA ile aragtirdiklarini bildirmislerdir. Caligmada (2019), enfeksiyondan 5 giin
sonra alinan kan 6rneklerinde, betanodavirusa spesifik IgM’lerin tespit edildigi, 15.
giinde onemli bir artis gozlendigi ve ayrica 180. giine kadar kanda IgM’lerin

belirlenebildigi ifade edilmistir.
1.5.5. Histopatoloji

Yapilan ¢alismalarda (Munday ve ark 1992, Grotmol 1995, Munday ve Nakai
1997, Low ve ark 2017) virusun beyin, medulla spinalis ve gz gibi organlarda yer
alan sinir hiicrelerinde, vakuolizasyon ile sonuglanan patolojik bozukluklara neden
oldugu bildirilmistir (Doan ve ark 2017, Bandin ve Souto 2020, Zrn¢i¢ ve ark 2022).

Enfeksiyon sonucunda, yetiskinlere oranla larval ve juvenil donemdeki
baliklarda MSS hiicrelerinde vakuolizasyonun daha ¢ok gozlendigi ifade edilmistir.
(Munday ve Nakai 1997, Mladineo 2003, Ghasemi ve ark 2013). Zorriehzahra ve ark
(2014), Hazar Denizi’nden ornekledikleri saglikli goériinimdeki baliklarda,
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betanodavirus genom varligint PCR ile tespit etmislerdir. Calisma (2014) sonucunda,
altinbas kefal (Liza auratus) tiirii baliklarin beyin ve optik sinirlerinde, enfeksiyon

nedeniyle olusan genis vakualizasyon alanlarimin (Sekil 1.4) tespit edildigi

bildirilmistir.

Sekil 1.4. Hazar Denizi’nden 6rneklenen Altinbas Kefal (Liza auratus) tiirii baliklarda betanodavirus
kaynakli beyinde vakuolizasyon goriintiisii (sar1 oklar) (Zorriehzahra ve ark 2014).

Chaves Pozo ve ark (2021), kiiltiirii yapilan minekop (Umbrina cirrosa)
yavrularin1 betanodavirus ile deneysel olarak enfekte etmisler, takiben virusun
hiicrelerde meydana getirdigi degisiklikleri histopatolojik olarak incelediklerini
bildirmislerdir. Calisma (2021) sonunda, enfeksiyondan 3 giin sonra baliklarda
betanodavirusa 6zgii klinik semptomlarin gozlendigi ve 8. giinde enfekte baliklarin
beyin hiicrelerinin histopatolojisinde vakuolizasyon odaklarinin belirlendigi

bildirilmistir (Sekil 1.5).
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Control

Sekil 1.5. Deneysel betanodavirus enfeksiyonu sonucunda, minekop (Umbrina cirrosa) yavrularinin
beyninde olusan vakuolizasyon alanlari. A. Kontrol, B. Vakuolizasyon alanlar1 (siyah oklar) (Chaves
Pozo ve ark 2021).

1.5.6. Ornekleme Plam1 ve Hedef Organ Secimi

Viral teshis calismalarinda, 6rnekleme yapilacak olan yerin se¢iminden
orneklenecek numunenin miktarina kadar, bir¢ok parametre bulunmaktadir (WOAH
2019). Orneklenen baliklarin fiziksel durumu (morfolojisi), yast, klinik belirti gdsterip
gostermedigi ve alinan anamnez teshis i¢in 6nemlidir (Bandin ve Souto 2020). WOAH
(2019), klinik belirti gosteren baliklarin  5-10 tanesinden alinan organlarin
birlestirilerek bir 6rnek olarak kabul edilmesini, asemptomatik olan baliklarin ise
bireysel olarak test edilmesi gerektigini bildirmektedir. Ayrica VNNV nin teshisinde,
numune se¢imi i¢in Onceligin yeni 6lmiis ya da 6lmek iizere olan letarjik baliklardan

olmasi gerektigi ifade edilmektedir (WOAH 2019).

Norotropik bir etken olan betenodaviruslarin teshisinde, baligin hedeflenen

organlarmin oncelikli olarak goz ve beyin olmasi gerektigi bildirilmektedir (Dalla
Valle ve ark 2000, WOAH 2019, Bandin ve Souto 2020). Ayrica gonadal biyopsi
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ornekleri, seminal sivi ve yumurtalardan da 6rnekleme yapilabilecegi belirtilmektedir
(Doan ve ark 2017, Ahmad ve ark 2019). Bazi viral balik hastaliklarinin teshisinde
bobrek, kalp, karaciger ve dalak gibi organlarin da alinmasi Onerilirken,
betanodaviruslar i¢in ise beyin ve goz disindaki organlarin tani materyali olarak
alinmas1 tavsiye edilmemektedir (WOAH 2019). Betanodaviruslarin teshisinde
orneklenen baliklarin boylarinin 6nemli oldugu bildirilmistir (WOAH 2019). Erken
gelisim ¢agindaki larval donem baliklarinda (1 santimetre (cm) ve altinda) hastaliktan
stiphelenildiginde, baliklarin biitiin olarak incelenmesi tavsiye edilmektedir. Balik
boyunun 1 - 6 cm arasinda oldugu durumlarda, operkulum hizasindan itibaren tim
kafa bolgesinin alinmasi yeterli goriiliirken, 6 cm’den daha biiyiik olanlarda ise sadece
g6z ve beyinlerin alinmasi 6nerilmektedir (WOAH 2019). Ayrica laboratuvara teshis
amaciyla gonderilen baliklarin analize baglanmadan 6nce, 4 °C’da 2-3 giin arasinda, -

20 °C ya da -80 °C’da 2-3 haftaya kadar saklanabilecegi bildirilmistir (\WOAH 2019).
1.6. Koruma ve Kontrol

Betanodaviruslar kuluckahanelerde kontamine su, alet-ekipman ve enfekte
baliklar vasitasiyla kolaylikla yayilabilir (Vazquez-Salgado ve ark 2020, Padros ve ark
2022). Bu nedenle vyetistirme tesislerinde enfeksiyondan korunma amaciyla
biyogiivenlik 6nlemlerinin alinmasi énem arz etmektedir. Ayrica etkili bir korunma
icin balik tagimada kullanilan ekipmanlarin ve havuz sularinin da dezenfekte edilmesi
onem tagimaktadir (VVolpe ve ark 2020, Padros ve ark 2022). Virus bulasinda; ¢alisan
personelin, havuz diplerinde kalan yem kaynakli organik atiklarin, isletmeye disaridan
kontrolsiiz alinan damizlik baliklarin, yumurtalarin ve larval donemde beslemede
kullanilan rotifer, artemia gibi virus rezarvuari olabilen canli yemlerin biiylik 6nemi
vardir (Vazquez-Salgado ve ark 2020, Padros ve ark 2022). Ayrica damizliklarin
beslenmesinde kullanilan canli veya dondurulmus baliklarin analizi yapilmadan
kullanimindan kag¢inilmasi gerektigi de bildirilmektedir (Hick ve ark 2011,Vazquez-
Salgado ve ark 2020, Padros ve ark 2022).

Virusun vertikal yolla bulagma riskini en aza indirmek i¢in, VNNV ari damizlik
seciminin 6nemli oldugu ifade edilmektedir (Mushiake ve ark 1994, Doan ve ark 2017,
Ahmad ve ark 2019). Baska bir isletmeden kulugkahaneye gelecek olan damizlik
baliklarin, tesiste bulunan diger gruplardan belirli bir siire izole edilmesi ve havuzlar

aras1 ekipman paylagimimin yapilmamasi gerektigi bildirilmektedir (Padros ve ark
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2022). Isletmede kullanilan ekipmanlarin  béliimlerini  gdsterecek — sekilde
numaralandirarak dezenfeksiyon havuzlarinda tutulmasi 6nem arz etmektedir. Ayrica
baliklarin diizenli olarak laboratuvarda betanodavirus genom varligi yoniinden
incelenmesi ve ¢ikacak sonuca gore dnlemlerin alinmasi gerektigi ifade edilmektedir

(Padros ve ark 2022).
1.6.1. Dezenfeksiyon Onlemleri

Betanodavirus kaynakli salginlarda, isletmenin kulugkahane ve yetistirme
havuzlarinin bulundugu bdliimlerinde uygulanacak olan dezenfeksiyon onemli bir
tedbirdir. Alinacak biyogiivenlik Onlemleri, isletmede bulunan malzemelerin
dezenfeksiyonundan, anag¢ baliklardan yumurtalarin elde edildigi doneme kadar
titizlikle gerceklestirilmelidir (Padros ve ark 2022). Virusun yikict etkisi daha ¢ok
baliklarin yumurta ve larvalari tizerinde oldugundan, bu donemde alinacak tedbirlerin
en st diizeye ¢ikarilmasi gerektigi ifade edilmektedir (Vazquez-Salgado ve ark 2020,
Padros ve ark 2022).

Isletmede kullamlacak suyun dezenfeksiyonunun saglanmasi, VNNV nin
goriilme oranini diistirdiigii bildirilmektedir (Arimoto ve ark 1996, Toffan ve ark 2017,
Vazquez-Salgado ve ark 2020, Padros ve ark 2022). Virusun suda inaktivasyonunda;
sodyum hipoklorit, ultraviyole (UV) sistemleri, iyotlu bilesiklerin ve ozon (Ogz)
uygulanmasi ile basarili sonuglarin elde edilebildigi ancak formalin, etanol ve
kloroformun daha az etkili oldugu ifade edilmistir (Liltved ve ark 2006, Nakai ve ark
2009, Costa ve Thompson 2016).

Yetistirme tanklar1 i¢in tedarik edilen suyun, organik ve inorganik Kirlilik
bakimindan filtre edildikten sonra, UV sistemlerinden gecirilmesinin bulasicilig
biiyiik oranda azalttig1 belirtilmistir (Liltved ve ark 2006, Padros ve ark 2022). UV ile
virus inaktivasyonunda, virusun yapisina gore farkli doz araliklari bildirilmistir (WHO
2017, Padros ve ark 2022). Adenoviruslar gibi biiyiik boyuta sahip DNA viruslarinda
200 mWs (miliwat saniye) / santimetre kare (cm?) yeterli iken, picornaviruslarda ise
20-30 mWs/cm®nin yeterli oldugu ifade edilmistir (Padrés ve ark 2022).
Betanodaviruslarin inaktivasyonu igin ise bu araligin, 100-300 mWs/cm? olmasi
gerektigi bildirilmistir (Arimoto ve ark 1999, Frerichs ve ark 2000, Falco ve ark 2021,
Padros ve ark 2022).
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Grotmol ve Totland (2000), balik yumurta ve larvalarinda etkili dozlar
belirlemek igin, 0,3-10 mg/L ve 0,5-10 dakika araliginda O3 uygulamasi ile bir deneme
caligmast yapmislardir. Arastirma (2000)’da, 0,5-1 dakika siire ile 4 mg/L O3
uygulamasmin betanodavirus inaktivasyonunda etkili oldugu ve kulugkahane
sartlarinda yumurta ve larvalar {izerinde herhangi bir yan etki gdzlenmedigi
bildirilmistir. Ayrica tesiste dezenfeksiyon amaciyla kurulan bu sistemlerin (UV, O3)
rutin olarak calisip ¢alismadigimnin da diizenli olarak kontrol edilmesi gerektigi ifade
edilmektedir (Padros ve ark 2022). Betanodavirus kaynakli bir salginda, 61 baliklarin
ortamdan uzaklastirilmasi ve kontamine havuz suyunun dezenfekte edilerek bertaraf

edilmesi gerektigi ifade edilmektedir (Padros ve ark 2022).
1.6.2. Asillama

Viral nervoz nekrozis virus enfeksiyonlarindan korunma yollarindan bir tanesi
de baliklara as1 uygulanarak bagisiklik saglanmasidir (Costa ve Thompson 2016,
Valero ve ark 2021). Betanodavirus enfeksiyonlarina karsi bir¢ok as1 ¢aligmasi (Kai
ve Chi 2008, Pakingking ve ark 2010, Chen ve ark 2011, Buonocore ve ark 2019,
Barsge ve ark 2021a) yapilmigtir. Denemesi yapilan bu asilarin, hastalik insidansini ve
balik 6liimlerini etkili bir sekilde azalttig1 ifade edilmistir (Costa ve Thompson 2016,
Doan ve ark 2017, Bandin ve Souto 2020, Barsge ve ark 2021a). Betanodavirus
enfeksiyonuna bagh oliimlerin 6zellikle baliklarin larval ve juvenil dénemlerinde
gorildiigi bildirilmektedir (Mori ve ark 1992, Munday ve ark 2002, Peruzza ve ark
2021). Larval donemde, baliklarin bagisiklik sistemlerinin yeterince gelismemis
olmasindan dolay1 enfeksiyondan daha fazla etkilendikleri ifade edilmistir (Costa ve
Thompson 2016, WOAH 2019).

Baliklarda agilar genellikle enjeksiyon, banyo veya oral yolla uygulanmaktadir.
Enjeksiyon ve banyo yoluyla uygulanan agilama yontemlerinin diinyada yaygin olarak
kullanildigi ifade edilmektedir (Wang ve ark 2020). Enjeksiyon ile viicuda
intraperitonal (IP) ve intramuskuler (IM) olarak as1 uygulamasi yapilmaktadir. Oral
yolla as1 uygulamasi ise, baliklar1 beslemede kullanilan yemlere asinin kapsiile
edilerek verilmesi ile yapilir. En yaygin olarak kullanilan agilama yontemi ise banyo
ile as1 uygulamalaridir. Bu yontemle asilanacak baliklar, suyuna as1 ilave edilmis
havuzlarda belirli bir siire tutulurlar. Her uygulama yolunun avantajlar1 ve

dezavantajlar1 bulunmaktadir (Wang ve ark 2020). Her bir baliga dogru miktarda as1
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uygulanabilmesi, diisiik dozlarda antijen varligmin yeterli olmasi, farkli asilarin bir
arada kullanilabilmesi ve giiglii sistemik etkisinden dolayr enjeksiyon ile as1
uygulamalarinin avantajli oldugu kabul edilmektedir (Sommerset ve ark 2005, Plant
ve LaPatra 2011, Wang ve ark 2020). Ancak asilanacak baliklara anestezi
uygulanmasi, elle manipiilasyon gerektirmesi, enjeksiyon sonrasi ortaya g¢ikabilecek
komplikasyonlar gibi stres olusturabilen faktorler ise enjeksiyon yolu ile asi
uygulamalarinin dezavantajlar1 olarak ifade edilmektedir (Sharpe 2007, Wang ve ark
2020). Ayrica enjeksiyonla asilama, baliklarin belirli bir biiyiikliigin ve agirligin
tizerinde olmasini gerektirmektedir. Bu uygulama zorunlulugunun, hastaliga duyarl
olan yavru baliklarin bu yol ile asilanmasini zorlastirdig ifade edilmektedir (Sharpe
2007, Wang ve ark 2020). As1 kapsiilleri igeren yemlerin, havuzlarda bulunan baliklara
esit olarak dagitilamayacagi ve yeme ilgisiz kalan baliklarda bu nedenle bagisikligin
saglanamayacak olmasi da oral yolla asilamanin dezavantajlari arasinda yer almaktadir

(Maurice ve ark 2004, Wang ve ark 2020).

Betanodavirus enfeksiyonlarina karst virusun canli ya da inaktif hale
getirilmesiyle, rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak ve virus benzeri pargacik
(Virus like particles-VLP’s)’lar olarak tanimlanan farkli as1 hazirlama yontemlerinin
arastirildig birgok ¢alisma (Lin ve ark 2007, Kai ve Chi 2008, Pakingking ve ark 2010,
Chen ve ark 2011, Vimal ve ark 2014, Buonocore ve ark 2019, Barsge ve ark 2021a)
yaptlmistir. Levrekler ile yapilan deneysel caligmalarda (Yamashita ve ark 2009,
Pakingking ve ark 2010, Buonocore ve ark 2019), baliklara uygulanan inaktif
betanodavirus asilari ile virusa spesifik ndtralizan antikorlarin gelistigi ve etkili bir
koruma saglandig1 ifade edilmistir. Bazi Avrupa iilkelerinde (Fransa, italya,
Yunanistan, Ispanya ve Hirvatistan) levreklerde lisansli iki inaktif betanodavirus asisi

(Icthiovac® VNN-Hipra, Alpha Ject®Micro 1 Noda-Zoetis)’nin kullanildig:
bildirilmistir (Bandin ve Souto 2020, Valero ve ark 2021, Padroés ve ark 2022). Bu
astlardan Icthiovac® VNN-Hipra’nin, baliklarda 20 °C’da 46 gilinde bagisiklik
sagladigl, Alpha Ject®Micro 1 Noda’nin ise baliklarda 20 °C’da 22-25 giinde
bagisiklik sagladig: tespit edilmistir. Her iki asinin da 12-15 gr ve iizerinde viicut
agirhi@ina sahip juvenil boy levreklere uygulandigi ifade edilmektedir (Padrds ve ark
2022). Kai ve Chi (2008), grouper (Epinephelus coioides) tiiri larval donemdeki
baliklarda immersiyon (suya daldirma) yolu ile agilamada kullanilmak tizere, Formalin

(% 0.1-0.2) ve Etilamin (0.4 mM) ile inaktif hale getirilerek hazirladiklar:
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betanodavirus asilarini kullanmislar ve elde etikleri sonuglar1 karsilastirmislardir.
Calisma (2008) sonunda, Etilamin kullanilarak hazirlanan inaktif asilarla asilanan
baliklarda relatif hayatta kalma orani (RPS)’nin %79-95 oldugu, formalin ile
hazirlanan inaktif asilarla asilanan baliklarda ise RPS’nin % 39-43 olarak tespit

edildigi ifade edilmistir.

Vibrio anguillarum, bir¢ok balik (Atlantik somonu, alabalik, zebra vs.)
tirtinden izole edilebilen bir bakteri tirtidiir. Bu bakteriye rekombinant viral kapsid
proteininin eklenmesi ve bunun da artemia canli yemine kapsiile edilmesiyle oral asi
hazirlama calismalar (Lin ve ark 2007, Rojo ve ark 2007, Chen ve ark 2011, Chen ve
ark 2014) yapilmistir. Chen ve ark (2011), betanodavirus kapsid proteinini ekledikleri
Vibrio anguillarum’u artemia nauplii canli yemine kapsiile etmisler ve bunu da orfoz
(Epinephelus coioides)’lara oral yolla vererek bir asi calismasi yaptiklarini
bildirmislerdir. Calismanin (2011) sonunda, baliklarda asilamadan 7 giin sonra
betanodavirusa spesifik antikorlarin olustugu ve TNF-a ile IL-1B ekspresyon
seviyelerinin de yiikseldigi ifade edilmistir. Ayrica bu yontem ile asilamada RPS %
69.5 bulunarak betanodavirusa karsi baliklarda yiiksek oranda koruma etkinliginin
bulundugu bildirilmistir (Chen ve ark 2011). Pakingking ve ark (2010), formalin ile
inaktive ettikleri betanodavirus (Philippine RGNNV susu)’u kahverengi orfoz
(Epinephelus fuscogutattus) baliklarina IM yolla uyguladiklari bir as1 ¢alismasi
yapmuglardir. Calisma sonunda as1 uygulanan gruptaki baliklarda, 15. giinde,
notralizan antikor titrelerinde onemli bir artis gozlediklerini bildirmislerdir. Ayni
calismada (2010), betanodavirus ile deneysel olarak enfekte edilen baliklara bu as1
uygulanmis, agilanan ve agilanmayan gruplardaki baliklarda kiimiilatif hayatta kalma
oranlar1 karsilagtirilmistir. Asilanan grupta, asilanmayan gruplara gore RPS (% 86)’in
daha yiiksek oldugu ve asilanmayan gruplarda asilanan gruplara gére mortalite
oranmin (% 65-80) daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Takiben ayr1 ayr1 hazirlanan
avirulent aquabirnavirus ve inaktif betanodavirus asilari, baliklara ayni anda
uygulandiginda betanodavirusa kars1 gelisen bagisiklik diizeyinin koruyucu oldugu ve

hastaligin 6nlenmesinde etkili olabilecegi ifade edilmistir (Yamashita ve ark 2009).

Son yillarda betanodaviruslara kars1 virusun yiizey proteinlerini taklit eden
virus benzeri pargacik diye adlandirilan VLP temelli as1 ¢alismalarinin (Jeong ve ark
2020, Barsege ve ark 2021a, Barsee ve ark 2021b) yapildig1 bildirilmistir. Barsee ve
ark (2021a), hazirladiklar1 VLP temelli asilarla yaptiklar: bir galismada, tek doz VNN-
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VLP asis1 ile levreklerde yeterince bagisiklik yanitinin olustugunu, yaklasik 9 ay kadar
kanda nétralizan antikor varliginin belirlendigini ve RPS’yi ise en az % 87 olarak tespit

ettiklerini ifade etmislerdir.

1.7. Tedavi

Viruslari neden oldugu enfeksiyonlardan korunmada, terapotiklerin yetersiz
kalmasindan dolay1r alternatif tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyuldugu ifade
edilmektedir (Yanuhar ve ark 2020). Betanodavirus ile enfekte baliklarin tedavisi
konusunda mikroalgler, probiyotikler ve sentetik peptitler ile yapilan bir¢ok arastirma
(Majewska ve ark 2015, Zhu ve ark 2019, Yanuhar ve ark 2020, Simoén ve ark 2021,
Moreno ve ark 2023) yapilmistir.

Mikroalglerin, baliklarin larval donemlerinde vitamin, mineral, karbonhidrat
ve protein ihtiyaglarimin karsilanmasinda onemli bir dogal besin kaynagi oldugu
bildirilmektedir (Tang ve Suter 2011, Padrés ve ark 2022). Ayrica Chlorella vulgaris
tiirii mikroalgin hiicre onarim potansiyeline sahip, dogal alternatif bir besin kaynagi
oldugu ifade edilmektedir (Yanuhar ve ark 2020). Yanuhar ve ark (2020) yaptiklar1 bir
calismada, betanodavirus ile enfekte orfozlarda bobrek, beyin ve géz gibi organlarda
Chlorella vulgaris ekstraktinin  hiicre onarimi  konusunda etkili oldugunu

bildirilmislerdir.

Probiyotikler, yeterli miktarlarda alindiginda konakgiya yarar saglayan canli
mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir (Simén ve ark 2021). Shewanella
putrefaciens’in, saglikli ¢ipuralarin derisinde bulunan dogal bir probiyotik oldugu
bildirilmistir (Chabrillon ve ark 2006). Shewanella putrefaciens’in, ¢ipura ve dil
baliklar {izerinde bu tiirleri ¢esitli bakteriyel patojenlere kars1 korudugu kanitlanmis
bir probiyotik oldugu ifade edilmistir (Moreno ve ark 2023). Moreno ve ark (2023)
yaptiklar1 bir ¢alismada, Shewanella putrefaciens ekstraktinin, levreklerde
betanodavirusa kars1 in vivo ve in vitro olarak antiviral etkinlik gosterdigini
bildirmislerdir. Calismada (2023), in vivo olarak ekstraktin oral yolla verildigi
gruptaki baliklarda, kontrol grubundaki baliklara kiyasla yemden yararlanma oram
(feed conversion ratio-FCR)’nin daha yiiksek tespit edildigi bildirilmistir. In vitro
olarak ise ekstraktin uygulandig: gruptaki E-11 hiicrelerinde, kontrol grubu hiicrelere

kiyasla virusun RNA2 kopya sayisinda azalma oldugu ifade edilmistir.
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Covid-19 pandemisi déneminde hastalarin tedavisi sirasinda da arastirilan
Izoprinosin’in, betanodaviruslar iizerinde in vivo ve in vitro ortamlarda etkili oldugu
ifade edilmistir (Zhu ve ark 2019). Izoprinosin (/nosine pranobex)’in, konakg¢inin
bagisiklik tepkilerini in vivo olarak artirarak immunomodulator etki gosterdigi ve
antiviral 6zelliklere sahip sentetik bir piirin tiirevi oldugu bildirilmistir. izoprinosin
(Inosine pranobex)’in, konak¢min bagisiklik tepkilerini in vivo olarak artirarak
immunomodulator etki gosterdigi belirtilmektedir (Milano ve ark 1991, Petrova ve ark
2010, Majewska ve ark 2015). Izoprinosin’in, T lenfositlerin sitotoksik ve yardime1 T
lenfositlere doniisiimiinii diizenledigi bildirilmistir (Majewska ve ark 2015). Ayrica bu
maddenin IL-1, IL-2, IFN-y ve IFN-a gibi ¢esitli sitokinlerin ekspresyonunu da
artirdigr ifade edilmektedir (Petrova ve ark 2010, Majewska ve ark 2015). Zhu ve ark
(2019) yaptiklar1 deneysel bir ¢alismada, Izoprinosin’in, betanodavirus ile enfekte
SSN-1 hiicrelerinde olusan CPE’lerde bir azalma gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica
Izoprinosin, zebra baliklarina uygulandiginda, bazi sitokin (IL-1b, IFN ve TNF-

a)'lerin ekspresyon seviyelerini artirdigi ifade edilmistir (Zhu ve ark 2019).
1.8. Ornekleme Yapilan Lagiinler ve Ozellikleri

Yaban hayat alanlari icerisinde zengin biyogesitliligi ile lagiinler, baliklarin
onemli yasam alanlar1 arasinda yer alir. Gog eden baliklar yasamlarinin bir kismini bu
alanlarda gegirebilirler (Uysal ve ark 2008). Lagiinler dalgalar tarafindan olusturulan
kiyt birikim sekilleri olarak nitelendirilen okyanus ve denizlerle dogrudan baglantili
halk arasinda ‘denizkulagi’ olarak da adlandirilan gollerdir (Isla 1995). Karasal ve
denizel etki altinda bulunan lagiinler, hem deniz suyu hem de tatl su kaynaklarindan
beslenirler ve birbirine karigsan bu sular sayesinde ‘aci su’ igerirler. Lagiinler,
denizlerle dogrudan baglantili olmalar1 nedeniyle belirli donemlerde ya da tiim
mevsim boyunca denizlerde yasayan birgok balik tiirline ev sahipligi yaparlar ve
kendine 6zgii habitati ile baliklar i¢in dogal bir yasam ortami olustururlar. Birgok balik
tirii (levrek, cipura, kefal, minekop, mirmir) deniz kiyisinda yer alan bu lagiinleri
yumurtlama alan1 olarak kullanmaktadir. Ayn1 zamanda lagiinler, yavru baliklar i¢in
olumsuz hava kosullarinda barinma ve beslenme agisindan 6nemli alanlardir (Katselis
ve ark 2007). Akdeniz bolgesinde bir¢ok lagiin yer alir. Bunlar arasinda Akyatan,
Akgol-Paradeniz ve Beymelek aktif olarak balik¢iligin yapildig: biiytik lagiinlerdir.

Adana Akyatan Lagiinii: Adana il merkezine 48 km, Karatas ilgesine 3 km
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uzaklikta yer alir ve 14700 hektar (ha) toplam alani olan lagiiniin su ile kapl alani
yaklagik 4900 ha’dir. Uzunlugu 17 km, genisligi 4 km olan Akyatan lagiliniiniin

derinligi ise 1 m civarindadir.

Mersin Akgol - Paradeniz Lagiinii: Mersin ili Silifke ilgesi sinirlari igerisinde
yer alan ve iki ayr1 (Akgol ve Paradeniz) gélden olusan lagiiniin toplam alan1 2100 ha

olup derinligi yaklasik 1,5 m civarindadir.

Antalya Beymelek Lagilinii: Antalya ili Demre il¢esi siirlarinda yer alir ve

toplam alan1 255 ha olup 6 km kiy1 uzunluguna ve yaklasik 3 m derinlige sahiptir.

Bu lagiinler levrek, ¢ipura ve kefal gibi bir¢ok balik tiirene ev sahipligi yaparlar
ve kefal baliklarinin tiim baliklar i¢inde baskin tiir oldugu ifade edilmektedir (Ergene
2000, Keser ve ark 2011, Tiirkmen ve ark 2012).

Akdeniz bolgesinde bulunan Akyatan, Akgol-Paradeniz ve Beymelek
lagiinlerinde levrek, ¢ipura ve kefal tiirii baliklarda VNNV'nin varligi daha 6nce hig
aragtirtlmamustir. Bu ¢alisma ile Akdeniz bolgesindeki lagiinlerde bulunan baliklarda
VNNV'nin varhigt ilk kez arastirildi. Bu galisma ile yetistiricilige alinacak anag
baliklarin temin edildigi lagilinlerde yetisen Levrek, Cipura ve Kefal baliklarinda
VNNV’nin mevcut durumunun ortaya konmasi amaglandi. Ayrica Akdeniz bolgesinde
bulunan Akyatan, Akgo6l-Paradeniz ve Beymelek lagiinlerinde yil igerisinde diisiik
(15-20 °C) ve yiiksek (25 °C ve iizeri) su sicakligia sahip mevsimlerde dogal sartlarda
yetisen deniz baliklarinda (Levrek, Cipura ve Kefal) VNNV nin genom varliginin RT-
gPCR metodu ile arastirilmasi, tespit edilecek virusun hiicre kiiltiiriinde izolasyonunun

yapilmasi ve filogenetik analizle virusun genotipinin belirlenmesi amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Gerec
2.1.1. Etik Kurul Raporu

Calismaya baglamadan 6nce Akdeniz Su Uriinleri Arastirma, Uretme ve Egitim
Enstitiisii Miidiirligii biinyesinde yer alan, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
13.04.2020 tarih ve 2020/04 sayili Etik Kurul raporu alindi (EK-A).

2.1.2. Orneklerin Temin Edildigi Lagiinler

Calisma kapsaminda Akdeniz bolgesinde bulunan Adana-Akyatan, Mersin-
Akgol Paradeniz ve Antalya- Beymelek olmak iizere 3 lagiin, 6rnekleme bolgesi olarak
belirlendi. Bu lagiinlerde dogal olarak bulunan Levrek (Dicentrarchus labrax), Cipura

(Sparus aurata) ve Kefal (Mugil spp. ) baliklar1 6rneklendi (Sekil 2.1 ve 2.2).

Sekil 2.1. Calismada 6rnekleme yapilan lagiinler.
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P . -
Sekil 2.2. 4. donem Adana Akyatan lagiiniinden yapilan 6rnekleme calismasi A. Lagiin girisinde
bulunan tuzak kafesler, B. Tuzak kafeslere giren baliklarin alinmasi, C. Orneklenen Kefal tiirii baliklarin

strafor kutulara konulmasi.

2.1.3. Ornekleme

Iki yil siiresince (2021-2022) alti aylik (Subat/Mart-Agustos/Eyliil)
periyotlarda 4 kez Ornekleme yapildi. WOAH (2015)’in akuatik hayvanlarda
sOrveyans tablosuna gore % 10 prevalans ve % 100 sensitivite-spesifite hesabi
yapilarak lagiinlerden alinacak orneklerin sayisi 30 adet olarak belirlendi. Boylece
ornekleme donemlerinde, her tiir i¢in lagiin agizlarinda bulunan tuzak kafesleri ve ag
germe yontemiyle 30’ar adet balik yakalandi. Caligmada her tiirden 360 adet balik
olmak tizere dort donem boyunca toplamda 1080 adet balik 6rneklendi. (Tablo 2.1).
Lagiin su sicakliklarinin en diisiik (15-20°C) ve en yiiksek (25°C ve {izeri) oldugu aylar
ornekleme zamani olarak belirlendi. Ayrica, 6rnekleme dénemlerinin belirlenmesinde,

lagiinlerdeki balik popiilasyonunun durumu da dikkate alindi.

Tablo 2.1. Orneklenen baliklarin tiir, lokasyon ve say1 bilgileri.

Ornekleme Ornekleme Yapilan Ornekleme Yapilan Balik Tiirleri ve Sayilari
Dénemi Lokasyonlar

Levrek Cipura Kefal

Antalya Beymelek Lagiinii 30 30 30

1 Adana Akyatan Lagiinii 30 30 30

Mersin Akgol-Paradeniz Lagiinii 30 30 30

Antalya Beymelek Lagiinii 30 30 30

) Adana Akyatan Lagiinii 30 30 30

Mersin Akgol-Paradeniz Lagiinii 30 30 30

Antalya Beymelek Lagiinii 30 30 30

3 Adana Akyatan Lagiinii 30 30 30

Mersin Akgol-Paradeniz Lagiinii 30 30 30

Antalya Beymelek Lagiinii 30 30 30

Adana Akyatan Lagiinii 30 30 30

4 Mersin Akgol-Paradeniz Lagiinii 30 30 30
360 360 360

Toplam 1080
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2.1.4. Hicre Kiiltira

Calismada, Diinya Hayvan Saglig1 Orgiitii (World Organization for Animal
Health-WOAH)’ niin Viral Nervoz Nekrozis Referans Laboratuvari (Istituto
Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Dipartimento di Ittiopatologia,
Italy)’ndan Izmir Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii tarafindan temin edilen ve
Viroloji Bolimii’nde stoklanan SSN-1 (Striped snakehead) hiicre hatti kullanildi.
Hiicre iiretme vasati olarak % 1’lik antibiyotik-antimikotik soliisyonu (Sigma Aldrich,
Amerika), % 1’lik HEPES (Sigma Aldrich, Almanya) ve % 10’luk FBS (Biowest,

Fransa) igeren L-15 (Gibco, Amerika) vasati kullanildi.
2.1.5. Referans Virus

Calismada, RT-qPCR testinde pozitif kontrol olarak kullanilacak olan
WOAH’in VNN Referans Laboratuvar1 (Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle
Venezie, Dipartimento di Ittiopatologia, Italy)’ndan Izmir Bornova Veteriner Kontrol

Enstitiisii tarafindan temin edilen referans betanodavirus (475/198) susu kullanilda.
2.1.6. Viral Niikleik Asit Ekstraksiyonu

Calismada 6rneklerden viral niikleik asit ekstraksiyonunda, ticari ekstraksiyon
kiti (MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit, Roche, Almanya) ve izmir
Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisi Viroloji Bolimii’nde bulunan otomatik
ekstraksiyon cihazi (Roche MagNA Pure LC System) kullanildu.

2.1.7. RT-qPCR

Calisma kapsaminda alinan Orneklerde betanodavirus genomunun tespit
edilebilmesi icin ticari kit (Real Time Ready Virus Master, Roche, Almanya) ve Izmir

Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Viroloji Boliimii’nde bulunan Real Time PCR

(Roche LightCycler®480 I1) cihazi kullanildu.
2.2. Yontem
2.2.1. Orneklerin Alinmasi

Calismada rastgele 6rnekleme metodu ile juvenil boy (6 cm >)’un {izerinde

olan yetiskin baliklar 6rneklendi. Bu galismada 6rnekleme yapilirken, her bir tiir igin
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avlanma boyutunun yasal sinirlar1 (Levrek > 25, Cipura > 20, Kefal > 20 cm olmali)
dikkate alinmadi ve buna gore ag ile avlanma materyalleri kullanildi. Orneklerin
alnmasi igin lagiinlerin bagli oldugu ildeki Tarim ve Orman Il Miidiirliigii personeli
ve lagiin calisanlar ile birlikte iki tekne arasina gerilen aga takilan ve lagiin girisindeki
tuzak kafeslere giren baliklar toplandi. Alinan baliklar strafor kutular igerisinde soguk

zincir sartlar1 korunarak en geg 24 saat icerisinde laboratuvara getirildi.
2.2.2. Laboratuvara Getirilen Orneklerin Kaydedilmesi

Orneklerin belli bir sistematik ile kaydedilmesinde lagiinlere ve baliklara,
ornekleme donemini de belirtecek sekilde say1 ve harflerden olusan kodlar verildi
(Tablo 2.2). Ornekler, alindig1 dénem igin 1,2,3 ve 4 rakamlari, lokasyon icin A
(Beymelek), B (Akgol-Paradeniz), C (Akyatan) harfleri, balik tiirleri i¢in ise L
(Levrek), C (Cipura), ve K (Kefal) harfleri kullanilarak kodlanda.

Tablo 2.2. Orneklenen baliklarin lokasyon, tiir, ddnem ve say1 bilgilerini gosteren kodlamalar

OrnYe;{:ieme Tiir 1. Déonem 2. Donem 3. Donem | 4. Donem Toplam
Levrek 1AL (30)* 2AL (30) 3AL (30) | 4AL (30) 120
Beymelek Cipura 1AC(30) 2AC(30) 3AC(30) 4AC(30) 120
Kefal 1AK(30) 2AK(30) 3AK(30) 4AK(30) 120
Akgdl- Levrek 1BL(30) 2BL(30) 3BL(30) 4BL(30) 120
Paradeniz Cipura 1BC(30) 2BC(30) 3BC(30) 4BC(30) 120
Kefal 1BK(30) 2BK(30) 3BK(30) 4BK(30) 120
Cipura 1CC(30) 2CC(30) 3CC(30) 4CC(30) 120
Akyatan Levrek 1CL(30) 2CL(30) 3CL(30) 4CL(30) 120
Kefal 1CK(30) 2CK(30) 3CK(30) 4CK(30) 120

* Alinan balik sayist

2.2.3. Ilstatistik Analiz

Her bir tiire ait baliklar bireysel olarak boy ve agirliklar: alinarak tek numune
olarak c¢aligildi. Calismada orneklenen baliklarin boylart 1 mm hassasiyetli 6l¢tim
tahtasiyla, agirliklart ise 0,01 gr hassasiyetli terazi ile tartilarak tiim bilgiler kaydedildi
(Sekil 2.3-6). Elde edilen boy ve agirlik degerleri SPSS 15.0 paket programi ile a=0,05
giiven araliginda istatistiksel olarak homojenlik testi ve varyans analizi (One-way

ANOVA)’ne tabi tutuldu.

38



z"ﬁﬂ'll

"’ml!

BEYAT AS —{1%. ©7 Ze3a

Sekil 2.4. Adana Akyatan lagiiniinden 4. donemde alinan ¢ipuralarin makroskobik muayene ve bilgi
kayitlart igin rastgele dizilimi.
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Sekil 2.5. Adana Akyatan lagiiniinden 4. donemde alinan levreklerin makroskobik muayene ve bilgi
kayitlar1 igin rastgele dizilimi.

39



Sekil 2.6. Mersin Akgol-Paradeniz lagiiniinden 4. donemde alinan kefallerin makroskobik muayene ve
bilgi kayitlar1 i¢in rastgele dizilimi.

2.2.4. Balklarin Makroskobik Muayenesi ve Orneklerin Alinmasi

Calismada oOrneklenen her balik bireysel olarak incelenerek herhangi bir
yaralanma ve lezyon varligi yoniinden makroskobik olarak muayene edildi (Sekil 2.3-
6). Laboratuvara getirilen baliklarin kafataslar1 usuliine uygun sekilde kesit atilarak
acildiktan sonra beyin ve gozleri, aseptik sartlarda pens ve makas yardimiyla alinarak

steril petrilere aktarild (Sekil 2.7).

40



Sekil 2.7. Dordiincli donem 6rneklerinden (A-B) beyin ve gozlerin alinarak siispansiyon olugturmak
icin steril petrilere aktarilmasi (C-D).

2.2.5. Orneklerin Hazirlanmasi

ESCO Class IlI-A biyogiivenlik kabini (ESCO Lifesciences Group,
Singapur)’nde, her bir petriye bireysel olarak alinan baliklarin géz ve beyinleri, % 2
Fotal Dana Serumu-FBS (Bl-Biological Industries, Israil), %1 antibiyotik-antimikotik
soliisyon (Sigma Aldrich, Almanya)’u igeren glutaminli L-15 (Leibovitz with
glutamine, Sigma Aldrich, Amerika) vasati ile 1/10 (organ/vasat) oraninda sulandirildi
ve steril kum (Sigma Aldrich, Almanya) ile pargalandi. Elde edilen siispansiyonlar
otomatik pipetor (Onilab Levo Plus Biolab, Singapur) yardimiyla 15 ml’lik santrifiij
tiplerine (Isolab GmbH, Almanya) aktarildi. Daha sonra doku siispansiyonlari
santrifiij cihazinda (Hettich Micro 22-R, Almanya) 3500 rpm’de (Revolutions Per
Minute-dakikadaki devir sayis1) 4 °C’da 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
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tiipilin iist kisminda bulunan siipernatantlar 0.45 pum filtreden (Isolab GmbH, Almanya)
gecirildi (Sekil 2.8). Ardindan elde edilen siipernatantlar ilgili kod ve numaralarina
gore 2 ml hacimli cryovial tiiplere (Isolab GmbH, Almanya) alinarak ekstraksiyon

islemi yapilana kadar -80°C’da (Sanyo, Japonya) stoklandi.

Sekil 2.8. Alinan 6rneklerin biyogiivenlik kabininde hazirlanmasi.

2.2.6. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

RT-qPCR’da pozitif kontrol olarak kullanilacak referans betanodavirusun
(475/198) tretilmesinde SSN-1 (Striped snakehead) devamli hiicre hatt1 kullanildi.
Hiicre liretme vasati olarak % 1°lik antibiyotik-antimikotik soliisyonu, % 1’lik HEPES
ve % 10’luk FBS igeren L-15 vasati kullanildi. 75 cm?lik hiicre kiiltiirii flaskinda
hazirlanan ve ylizeyi % 80 oraninda kaplayan monolayer hiicrelerin lizerindeki vasat

dokiildii. Ardindan flask yiizeylerine 2 kez 2 ml Tripsin-EDTA (Sigma Aldrich,
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Almanya) ilave edildi ve her seferinde flask yatay konumda birka¢ kez sallanarak
sollisyonun yiizey ile tamamen temas etmesi saglandiktan sonra sollisyonun tamami
dokiildii. Ardindan tekrar 2 ml Tripsin-EDTA soliisyonu ilave edildi. Hiicreler, flask
yiizeyinden tamamen ayrildiginda %10’luk FBS igeren 5 ml L-15 vasat1 ilave edildi
ve oda sicakliginda 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Daha sonra altta kalan hiicre
peleti L-15 vasatina alinarak hiicre siispansiyonu elde edildi. Stispansiyondan 24 saatte
en az % 80 monolayer hiicre olacak sekilde 24 g6zl hiicre kiiltiirii pleytinde her bir
gbze 1000 ul konularak 25 °C’da karbondioksit (CO2)’li etiivde inkubasyona birakildi.

2.2.7. Referans Virusun Uretilmesi

Bu amagla 2.2.6°da belirtildigi sekilde hazirlanan 75 cm?lik hiicre kiiltiirii
flaskinda SSN-1 hiicreleri monolayer olarak tiretildi. Calismada, RT-gPCR testinde
pozitif kontrol olarak kullanilacak olan WOAH’in VNN Referans Laboratuvari
(Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Dipartimento di Ittiopatologia,
italya)’ndan Izmir Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii tarafindan temin edilen
referans betanodavirus (475/198) susu kullanildi. 75 cm?lik hiicre kiiltiirii flaskinda
iretilen hiicrelerin vasatlar1 dokiildii ve 3 ml virus ilave edilerek 25 °C’da 1 saat
inkubasyona birakildi. inkubasyonun ardindan % 10’luk 30 ml L-15 vasati ilave edildi.
CPE yoniinden giinliik olarak doku kiiltiirii mikroskop (Olympus, Japonya)’unda
kontrol yapilarak % 80 etki goriildiigiinde -80 °C’da 2 kez dondurulup 25 °C’da
¢ozdiiriilerek 4 °C’da 3500 rpm’de 20 dakika siireyle santrifiij edildi. Elde edilen

slipernatant porsiyonlanarak daha sonra kullanilmak iizere -80 °C’da stoklandi.
2.2.8. Referans Virusun Mikrotitrasyon Yontemiyle Titrasyonu

Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan referans betanodavirusun titresinin
belirlenmesi, Frey ve Liess (1971)’in bildirdikleri mikrotitrasyon metodunda gore
yapildi. Buna gore test edilecek virusun L-15 vasati igerisinde logaritma 10 tabanina
gore sulandirma (101 - 108y ’lar1 yapildi. Her sulandirma basamagindan,
mikrotitrasyon pleytlerinin her bir sirasinda bulunan 4 géze 0,1 ml aktarildi. Referans
betanodavirusun titrasyonunda kontrol i¢in ayrilan 4 géze 0,05 ml serumsuz L-15
vasatindan ve 0,05 ml referans betanodavirus konuldu. Hiicre kontrolii i¢in ayrilan 4
goze ise 0,1 ml serumsuz L-15 vasati konuldu. Ardindan referans betanodavirus

titrasyonu yapilan pleytin gozlerine 0,05 ml SSN-1 hiicre siispansiyonundan ilave

43



edilerek mikrotitrasyon pleytleri 25 °C’lik % 2.5 CO2’li etiivde inkubasyona birakildi.
Daha sonra pleytler doku kiiltiirii mikroskobunda 10 giin siireyle CPE ydniinden
kontrol edildi. Pleytler mikroskopta kontrol edildikten sonra kristal violet ile
boyanarak degerlendirmeler yapildi. Referans betanodavirusun titreleri (doku kiiltiirii
infektif doz 50-DKIDs), Spearman (1908) ve Karber (1931)’in bildirdigi metoda gore
hesaplandi.

2.2.9. RNA Ekstraksiyonu

Ekstraksiyonda, igeriginde Wash Buffer (I, Il ve IlI), Lysis/Binding Buffer,
Proteinase K, Proteinase K Buffer Il, Magnetic Glass Particles (MGP) ve Elution
Buffer soliisyonlar1 bulunan total niikleik asit izolasyon kiti (MagNA Pure LC, Roche,
Almanya) kullanildi. RNA ekstraksiyonu, ticari ekstraksiyon Kkiti kullanilarak
otomatik ekstraksiyon cihaz (Roche MagNA Pure LC)’inda talimatlar dogrultusunda
yapildi (Sekil 2.9). Bu amagla 2.2.5’de belirtildigi gibi hazirlanan her bir 6rnekten 200
ul inokulum almarak 32 gozlii ekstraksiyon pleytlerine (MagNa Pure-Roche,
Almanya) konuldu. Ekstraksiyon isleminin dogrulugunun belirlenmesi ve drnekler
arasi olast bir kontaminasyonun 6nlenmesi amaciyla 32 gozli pleytte 30 goze saha
ornekleri, 31. goze pozitif kontrol, 32. gdze ise negatif kontrol konuldu. Pozitif kontrol
olarak referans betanodavirus (475/198) susu, negatif kontrol olarak ise materyal
hazirlamada kullanilan L-15 vasati kullanildi. Ekstraksiyon islemi tamamlanan
ornekler test edilene kadar kisa siirede kullanilacaksa 4 °C’da, daha uzun bir siire

kullanilmayacaksa -80 °C’da muhafaza edildi.

Sekil 2.9. Otomatik ekstraksiyon cihazinin (Roche MagNA Pure) hazirlanmasi (A) ve ireticinin
talimatlar1 dogrultusunda gerekli kimyasallarin cihaza yiiklenerek bilgisayar ekranindan kontrollerin
saglanmasi (B).
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2.2.10. Mastermix Hazirlama

RT-gPCR islemi igin, Tablo 2.4’de belirtilen primer ve prob setleri ve
kimyasallar, kit protokoliine uygun olarak Tablo 2.3’de belirtildigi gibi her bir 6rnek

igin reagent ve miktarlari belirlenerek hazirlandi.

Tablo 2.3. Real Time PCR mastermiksi hazirlamada kullanilan reagentlar ve miktarlari.

Kullanilan Reagent Her bir Ornek icin Miktar (ul)
H.0O 7,6

F Primer (10 PMol-Pikomol) 1
R Primer (10 PMol) 1
Prob (10 PMol) 1
Buffer (5x) 4
Enzim 04
RNA Miktari 5
Toplam Hacim 20

2.2.11. RT-qPCR

RNA amplifikasyonunda ticari kit (Real Time Ready Virus Master, Roche,
Almanya) ve Real Time PCR (Roche LightCycler® 480 Il) cihazi kullamld:. Real Time

PCR testinde, betanodavirusun RNA2 geninin T4 bolgesinin filogenetik analizine gore
dizayn edilen, WOAH (2019)’1n 6nerdigi, Panzarin ve ark (2010) tarafindan bildirilen
genetik dizilimdeki primer ve prob setleri kullanildi (Tablo 2.4).

Tablo 2.4. Calismada kullanilan primer ve prob dizileri.

Hedef Amplikon
Primer 5°- 3’ Sekans Boyutu Referans
Genom
(bp)
CAA-CTG-ACA-RCG-AHC-ACA-C
RNA2 FOR Panzarin ve
RNA2 REV RNA2 69
RNAZ Probe CCC-ACC-AYT-TGG-CVA-C ark 2010
TYC-ARG-CRA-CTC-GTG-GTG-CVG

Tablo 2.3’de belirtildigi gibi hazirlanan mastermiks, 96 gozlii PCR pleytlerine
(Roche LightCycler ® 480 Multiwell Plate 96) her bir kuyucuga 15’er ul konularak
tizerine 5 pl ornek ilave edildi. Daha sonra 6rneklerin haricinde belirlenen iki
kuyucuga da 15’er pul mastermiks, 5 ul pozitif kontrol ve 5 ul negatif kontrol konuldu.

Pleytin tizeri, Orneklerin birbirine karigmasini Onleyecek sekilde seffaf bant ile
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kapatildiktan sonra 1500 g (gravite)’de ve 4 °C’da 2 dakika siire ile santrifiij edilerek
PCR cihazinin yuvasina yerlestirildi.

Amplifikasyon i¢in Tablo 2.5’de belirtildigi sekilde 1s1 ve siireyi gosteren
reaksiyon kosullar1 olusturularak RT-qPCR islemi yapildi. RT-qPCR isleminde her tiir
icin 30 numuneden olusan 6rnekler olasi bir karisikligi dnlemek adina ayri ayri test
edilerek sonuglar1 kayit altina alindi. PCR cihazina konulan o6rnekler ve pozitif
kontrollere ait cycle threshold (ct) degerleri bilgisayar programi yardimiyla

hesaplanarak sonuglar degerlendirildi.

Tablo 2.5. RT-gPCR reaksiyonu sicaklik, siire kosullar1 ve dongii sayilari.

RT (1 Dongii) 53°C 4 Dakika
Komplementer DNA’ya ¢evrilme 50°C 6 Dakika
RT Inhibisyonu 95°C 65 Saniye
PCR (45 Dongti) On Denaturasyon 95°C 10 Saniye
Baglanma ve Sentez 54°C 30 Saniye
Uzama 72°C 1 Saniye

46



3. BULGULAR
3.1. Ornekleme Béolgesi ve Orneklere Ait Bulgular
3.1.1. Baliklarin Boy ve Agirhik Bulgular

Elde edilen boy ve agirlik degerleri SPSS 15.0 paket programi ile a=0,05 giiven
araliginda istatistiksel olarak homojenlik testi ve varyans analizi (One-way
ANOVA)’ne tabi tutuldu. Tablo 3.3-14’de belirtildigi gibi orneklere ilgili kod
numaralar1 verilerek boy ve agirlik bilgileri 6l¢iilerek kaydedildi. Calismada kullanilan

baliklarin boylarina ve agirliklarina ait istatistiki veriler Tablo 3.1 ve 3.2°de belirtildi.

Lagiinlerden dénemlere goére balik tiirleri (Levrek, ¢ipura ve kefal) igin elde
edilen orneklerin boy verileri homojen dagilim gosterdi. Akyatan Lagiinii’nden elde
edilen boy verilerinin varyansi diger lagiinlerden (Akgol-Paradeniz ve Beymelek) elde
edilen boy verilerine ait varyanslardan farklilik gosterdi, ancak bu fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmad (p>0,05).

Levrek boy verileri lagiinlere (Akyatan, Akgol-Paradeniz ve Beymelek) gore
homojen dagilim gosterdi ve varyanslar arasinda fark goriilmedi (p>0,05). Beymelek
lagiinii’'nden donemsel olarak elde edilen levrek Orneklerinin boy verilerine ait

varyanslar istatistiksel olarak anlamli olmayan bir farklilik gosterdi (p>0,05).

Cipura boy verileri lagiinlere (Akyatan, Akgdl-Paradeniz ve Beymelek) gore

homojen dagilim gosterdi ve varyanslar arasinda fark goriilmedi (p>0,05).

Kefal boy verileri lagiinlere (Akyatan, Akgol-Paradeniz ve Beymelek) gore

homojen dagilim gosterdi ve varyanslar arasinda fark goriilmedi (p>0,05).

47



Tablo 3.1. Farkli donemlerde lagiinlerden 6rneklenen baliklarin boy degerleri (cm, Ortalama + S.H.,

min-max).
Lokasyon Dénem Le\irek Ci&ura Kifal
L *46,03 + 1,23 19,97 + 1,03 29,23+ 1,77
32-63 8-31 7-40
) 26,73 + 1,04 21,68 + 0,68 28,43+ 1,18
17-36 20-25 14-42
Beymelek 5 3233+0,75 2523+ 0.62 27.63 037
20-39 19-32 24-32
A 31,00 + 0,86 26,00 + 0,75 33,37+0,71
19-38 19-33 27-43
L 25,87+ 1,23 17,10 + 0,78 24,73 + 1,37
8-36 7-25 8-38
) 25,20 + 0,35 15,62 % 0,40 29,17 + 0,74
20-28 11-22 23-39
Akyatan 5 26,40 = 0,60 24,60 + 0,69 2343+ 1,02
23-37 18-32 18-37
A 26,13 + 0,54 17,83 + 0,38 39,07 + 1,10
22-31 10-21 11-46
N 19,87 + 1,06 16,47 + 0,65 19,30 + 0,90
6-28 7-21 12-33
) 26,73 + 1,04 22,00 + 0,50 21,23+ 0,32
) 10-36 18-34 18-24
Akgdl 3 31,28+ 0,82 25,97+0,18 2240+ 0,52
19-37 24-28 17-27
A 30,33 + 1,63 24,80 + 1,02 19,93 + 0,54
7-40 6-29 13-31
* cm, Ortalama; + Standart Hata (SH); min-max
Lagiinlerden (Akyatan, Akgol-Paradeniz  ve Beymelek) o6rnekleme

donemlerine gore elde edilen agirlik verileri incelendiginde; Akyatan lagiiniinden elde
edilen donemsel verilerin homojenliginde 6nemsiz (p>0,05) bir farklilik gozlendi.
Diger lagiinlere ait veriler ise tamamen homojen dagilim gosterdi. Akyatan
Lagiinii’nden elde edilen bireylere ait veriler igin varyanslarda goriilen istatistiksel
farklilik anlamli bulunmadi (p>0,05). Akgol-Paradeniz ve Beymelek lagiiniinden elde

edilen verilerin varyanslar1 arasinda 6nemli bir farklilik tespit edilmedi (p>0,05).

Levrek agirlik verileri laglinlere gére homojen bir dagilim gosterdi ve
varyanslar arasinda Akyatan Lagiinii verileri arasinda diger lagiinlere gore istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik (p>0,05) bulunmadi.

Cipura agirlik verileri lagiinlere gore homojen dagilim gosterdi ve varyanslar

arasinda fark goriilmedi (p>0,05).
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Kefal agirlik verilerinin homojenliginde Akyatan lagiiniinde 6nemsiz (p>0,05)

bir farklilik tespit edildi. Akgol-Paradeniz ve Beymelek lagiinlerinden elde edilen

veriler ise homojen dagilim gosterdi. Akgol lagiiniinden elde edilen Kefal agirlik

degerlerinin varyansi diger lagiinlerden (Akgol-Paradeniz ve Beymelek ) elde edilen

verilere gore 6nemli (p<0,05) olmayan bir farklilik gosterdi.

Tablo 3.2. Farkli donemlerde lagiinlerden drneklenen baliklarin agirlik degerleri (gr, Ortalama + S.H.,

min-max).
Lokasyon Dénem Le\irek Cip*ura Kifal
. *1051,93 + 97,61 148,70 = 19.62 313,80 £ 25.94
114-2102 45-495 60-677
) 812,13 114,95 172,63 = 3.97 28123 = 24.85
Bevmelek 90-2013 126-229 157-884
eymele 3 34770 £ 20,48 234,76 + 20,44 210.93 £ 938
171-540 84-486 111-341
A 364,57 + 2143 292.66 = 28.79 383.17 + 16,65
133-555 105-710 255-610
1 258.67 = 1827 78,06 + 5.66 22370 £ 23.50
85-506 38-207 65-568
) 167.70 = 18.27 65.10+ 2,57 27570 = 23.88
Avatan 85-506 39-95 150-576
y 3 209.63 + 16,87 228.66 = 20.13 135.40 = 22.86
143-577 84-486 57-462
A 190,00 = 12.67 04,83 + 3,74 606,00 £ 28.75
105-315 45-135 120-905
] 204,10 £ 54.50 72.20 £ 3.95 8037 = 11.41
58-1778 38-141 19-320
) 47220 = 18.61 168,93 = 6.10 70,60 + 2.84
- 302-882 103-230 45-99
3 369,27 £20.18 351,83 + 7.40 93,77 * 5.46
126-558 262-429 37-137
A 363,50 + 28,06 310,86 + 18.39 69.17=3.72
65-665 66-405 40-110

* c¢m, Ortalama; + Standart Hata (SH); min-max
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Tablo 3.3. Birinci donem Beymelek’ten alinan 6rneklere ait boy ve agirlik bilgileri.

Birinci Donem Beymelek Orneklerin Boy ve Agirhk Bilgileri
No Levrek Cipura Kefal
Boy (cm) Agirlik (gr) Boy (cm) | Agirhik (gr) | Boy(cm) | Agirlik (gr)
1 51 1520 29 331 31 297
2 38 750 30 284 32 348
3 50 1865 28 201 34 356
4 42 1294 29 344 38 550
5 47 1299 18 85 29 236
6 41 950 17 128 33 302
7 47 1232 18 80 35 364
8 58 2013 18 80 33 222
9 61 1800 27 281 28 219
10 63 2102 31 495 32 300
11 43 924 19 95 30 241
12 50 1372 26 241 36 408
13 52 1650 28 321 30 262
14 43 1323 18 98 39 510
15 44 1058 20 150 34 385
16 43 893 19 100 32 273
17 47 1455 19 86 33 324
18 49 1188 21 108 40 677
19 52 1777 18 77 34 378
20 43 1061 19 92 36 410
21 47 114 19 114 34 432
22 44 848 18 94 38 568
23 32 438 20 118 35 393
24 41 776 18 85 32 338
25 40 618 19 97 34 370
26 44 1172 18 89 37 424
21 48 1187 17 84 35 390
28 39 540 18 84 26 198
29 43 980 19 90 33 350
30 39 653 18 87 34 355
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Tablo 3.4. Birinci donem Akyatan’dan alinan 6rneklere ait boy ve agirlik bilgileri.

Birinci Dénem Akyatan Orneklerin Boy ve Agirlik Bilgileri
No Levrek Cipura Kefal
Boy (cm) | Agirhik (gr) | Boy (cm) | Agwirhik (gr) | Boy (cm) Agirhk (gr)

1 28 236 20 76 29 248
2 31 325 20 113 25 135
3 31 375 19 90 39 749
4 30 322 20 86 30 271
5 27 260 20 92 31 310
6 36 506 19 89 34 366
7 31 279 19 93 25 175
8 28 311 19 76 25 148
9 28 290 20 106 24 140
10 29 323 18 54 37 558
11 27 281 21 94 25 164
12 26 186 18 86 30 253
13 23 163 17 59 26 173
14 21 151 20 106 29 245
15 28 225 17 68 24 158
16 28 290 17 72 25 171
17 29 323 17 64 23 132
18 27 281 20 100 38 568
19 26 186 17 84 23 186
20 23 163 25 207 24 174
21 21 151 16 62 23 130
22 28 225 24 105 24 130
23 31 375 19 85 24 168
24 30 322 17 65 34 366
25 27 260 16 60 24 169
26 36 506 19 86 35 442
27 31 279 16 61 29 248
28 28 311 16 66 23 148
29 28 290 19 65 27 163
30 29 323 16 51 33 337
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Tablo 3.5. Birinci donem Akg6l-Paradeniz’den alinan 6rneklere ait boy ve agirlik bilgileri

Birinci Donem Akgol-Paradeniz Orneklerin Boy ve Agirhk Bilgileri
No Levrek Cipura Kefal
Boy (cm) Agirhik (gr) | Boy (cm) | Agirhk (gr) Boy (cm) | Agirlik (gr)
1 26 150 20 108 21 89
2 27 172 19 90 17 59
3 27 166 18 66 33 320
4 27 173 19 90 22 19
5 25 156 20 108 21 96
6 25 130 18 77 23 116
7 22 122 17 72 23 110
8 20 145 16 53 15 34
9 14 140 15 45 21 100
10 6 153 21 141 30 228
11 18 165 18 86 17 38
12 21 175 18 96 23 151
13 21 170 19 75 13 22
14 21 172 17 59 24 116
15 23 158 17 68 20 78
16 11 132 16 60 20 65
17 14 148 18 83 21 66
18 28 180 16 58 14 27
19 25 168 16 51 22 88
20 15 150 18 77 20 70
21 15 145 16 58 21 81
22 15 155 17 77 14 30
23 16 145 18 69 21 90
24 22 170 19 86 12 19
25 22 165 17 67 15 35
26 25 170 17 72 16 44
27 24 172 18 77 17 37
28 19 160 17 69 23 118
29 28 1778 17 79 21 88
30 22 171 17 68 21 75
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Tablo 3.6. ikinci dsnem Beymelek’ten alinan 6rneklere ait boy ve agirlik bilgileri

ikinci Donem Beymelek Orneklerin Boy ve Agirhk Bilgileri
No Levrek Cipura Kefal
Boy (cm) Agirlik (gr) Boy (cm) | Agirhik (gr) | Boy(cm) | Agirhk (gr)

1 33 469 23 180 30 224
2 28 230 22 172 33 348
3 30 247 21 138 33 333
4 29 215 23 194 31 276
5 27 186 23 162 30 177
6 35 559 22 161 31 249
/ 17 151 23 174 32 208
8 28 220 25 229 32 329
9 27 180 23 199 28 188
10 18 165 22 168 29 211
. 10 90 21 126 28 263
12 28 245 22 155 18 158
13 35 510 23 171 31 181
14 17 145 23 165 32 313
15 30 250 21 154 28 214
16 0 950 22 166 30 258
17 31 1230 23 212 36 413
18 28 2013 23 170 36 384
19 28 1710 22 177 38 448
20 29 2002 21 161 42 884
21 27 924 24 220 28 260
22 26 1372 23 179 23 251
23 23 1550 22 163 25 265
24 21 1328 21 161 22 240
25 28 1058 21 162 25 255
26 28 893 22 159 21 215
27 29 1455 25 101 17 185
28 27 1188 23 171 14 160
29 26 1778 22 174 18 157
30 23 1051 22 165 32 300
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Tablo 3.7. Ikinci dsnem Akyatan’dan alinan &rneklere ait boy ve agirlik bilgileri

ikinci Donem Akyatan Orneklerin Boy ve Agirlik Bilgileri
No Levrek Cipura Kefal
Boy (cm) | Agirhik (gr) | Boy (cm) | Agirhk (gr) | Boy (cm) Agirhik (gr)
1 25 157 15 66 29 189
2 24 136 17 74 36 427
8 28 202 16 66 32 361
4 28 194 17 68 27 202
5 26 181 17 84 39 576
6 25 148 17 72 29 255
7 25 156 16 67 26 216
8 26 155 16 87 39 563
9 25 139 16 63 30 253
10 27 197 13 66 34 426
1 27 188 15 56 30 360
12 26 175 16 58 25 182
13 25 161 16 65 35 427
14 25 167 15 55 30 231
15 26 167 15 56 27 166
16 26 138 15 63 27 161
17 25 177 15 60 32 314
18 25 166 16 68 28 195
19 24 148 14 51 29 253
20 22 141 14 50 26 208
21 20 183 12 42 30 507
22 26 170 18 88 27 443
23 28 200 18 85 27 164
24 21 160 22 95 25 151
25 24 154 11 39 27 191
26 27 196 16 66 26 161
21 26 183 17 70 26 159
28 24 132 18 80 28 202
29 27 190 14 51 26 178
30 23 170 11 42 23 150




Tablo 3.8. ikinci dsnem Akgdl-Paradeniz’den alinan drneklere ait boy ve agirhik bilgileri

ikinci Donem Akgol-Paradeniz Orneklerin Boy ve Agirhk Bilgileri
No Levrek Cipura Kefal
Boy (cm) | Agirhik (gr) | Boy(cm) | Agirhk (gr) | Boy (cm) Agirhik (gr)

1 36 555 21 130 22 82
2 38 581 21 114 21 70
3 37 396 23 187 21 71
4 34 445 22 217 21 55
5 31 353 19 104 24 98
6 29 302 22 191 23 82
/ 33 427 24 221 21 65
8 32 353 22 184 23 94
9 34 444 23 230 19 54
10 34 463 22 185 22 73
11 33 449 24 192 21 59
12 35 465 22 197 19 45
13 35 519 21 162 23 97
14 37 496 24 156 24 99
15 34 449 22 185 22 83
16 34 466 22 178 24 71
17 35 529 22 189 22 76
18 34 463 18 103 21 62
19 30 478 21 205 21 65
20 29 443 21 132 22 88
21 39 501 22 189 21 63
22 38 478 34 171 20 66
23 34 495 19 121 23 86
24 40 603 22 168 21 75
25 31 389 23 160 18 47
26 32 406 22 186 18 52
21 33 440 20 155 18 51
28 35 486 22 156 19 52
29 32 405 21 160 22 73
30 36 887 18 140 21 64
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Tablo 3.9. Ugiincii donem Beymelek’ten alinan rneklere ait boy ve agirlik bilgileri

Ugiincii Donem Beymelek Orneklerin Boy ve Agirhk Bilgileri

Z
o

Levrek Cipura Kefal
Boy (cm) Agirlik (gr) Boy (cm) | Agirlik (gr) Boy (cm) | Agirlik (gr)
1 31 286 27 275 28 287
2 35 483 24 210 28 227
3 32 333 24 165 27 199
4 30 282 23 170 32 341
5 33 380 24 183 27 189
6 38 535 25 193 27 179
! 31 272 25 201 28 198
8 34 433 25 216 31 258
9 39 291 23 164 26 166
10 39 540 24 173 26 214
11 37 519 23 157 27 198
12 37 531 22 156 27 213
13 29 240 31 418 29 239
14 37 484 24 187 28 242
15 29 258 26 233 31 279
16 30 254 25 220 28 220
17 36 462 23 157 26 171
18 30 357 19 84 26 167
19 31 264 24 191 26 182
20 29 241 23 152 26 188
21 37 510 31 467 28 185
22 34 354 19 89 26 199
23 34 391 25 204 27 185
24 30 288 31 441 26 183
25 29 255 32 460 24 111
26 30 264 29 365 32 318
21 31 250 32 486 29 236
28 30 270 25 209 26 133
29 28 233 24 195 31 263
30 20 171 25 222 26 158

56




Tablo 3.10. Ugiincii dsnem Akyatan’dan alinan drneklere ait boy ve agirhik bilgileri

Ugiincii Donem Akyatan Orneklerin Boy ve Agirlik Bilgileri
No Levrek Cipura Kefal
Boy (cm) Agirhk (gr) Boy (cm) | Agirhik (gr) Boy (cm) | Agirlik (gr)
1 25 166 18 187 37 462
2 26 186 22 200 23 94
8 26 183 24 165 20 65
4 25 169 23 170 22 83
5 36 439 23 180 23 95
6 27 191 25 193 23 102
7 26 200 25 222 34 320
8 25 205 25 216 21 88
9 37 577 23 164 22 92
10 25 181 24 153 23 94
11 26 181 23 157 20 81
12 28 216 20 136 21 77
13 26 192 31 418 22 76
14 24 170 24 187 34 389
15 24 148 26 233 22 95
16 23 147 25 220 36 439
17 30 323 22 147 36 420
18 25 181 19 84 20 69
19 25 143 24 191 21 75
20 25 175 23 150 22 81
21 26 187 31 467 22 83
22 25 192 19 89 21 89
23 32 319 24 224 20 77
24 25 163 31 431 19 57
25 26 213 31 420 20 81
26 25 185 29 365 20 80
27 24 156 32 486 21 75
28 24 155 27 229 19 77
29 25 174 23 175 21 87
30 26 172 22 201 18 59
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Tablo 3.11. Ugiincii dsnem Akgol-Paradeniz’den alinan &rneklere ait boy ve agirlik bilgileri

Uciincii Donem Akgol-Paradeniz Orneklerin Boy ve Agirhk Bilgileri
No Levrek Cipura Kefal
Boy (cm) Agirhk (gr) Boy (cm) | Agirhik (gr) Boy (cm) Agirhik (gr)
1 34 441 28 393 27 135
2 34 426 25 320 23 103
3 30 319 26 396 25 105
4 33 381 26 345 20 77
5 37 558 28 429 26 133
6 35 453 26 391 26 137
7 32 346 25 347 24 119
8 34 437 27 389 20 58
9 32 380 26 355 22 95
10 30 316 26 377 23 107
11 34 419 25 295 24 102
12 31 333 26 377 23 112
13 31 321 25 359 24 102
14 32 352 25 327 24 118
15 33 355 25 286 26 133
16 37 555 27 311 27 132
17 33 410 26 352 20 72
18 36 554 28 393 21 64
19 35 541 26 262 23 96
20 33 377 25 326 17 37
21 23 126 26 381 22 104
22 31 340 26 356 25 123
23 35 475 26 316 21 67
24 31 354 24 295 24 118
25 32 384 25 325 17 49
26 21 280 26 371 20 63
21 25 235 27 399 18 48
28 20 175 26 338 18 61
29 19 170 26 335 20 61
30 28 265 26 409 22 82
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Tablo 3.12. Dordiincii donem Beymelek’ten alinan 6rneklere ait boy ve agirlik bilgileri

Dérdiincii Donem Beymelek Orneklerin Boy ve Agirlik Bilgileri
No Levrek Cipura Kefal
Boy (cm) Agirhk (gr) Boy (cm) Agirhik (gr) | Boy (cm) Agirhik (gr)

1 36 550 33 685 33 340
2 34 455 30 455 34 400
3 32 346 29 370 35 385
4 33 437 29 405 42 610
5 32 380 30 380 37 480
6 31 316 33 710 31 310
/ 34 440 26 290 43 475
8 35 420 25 240 30 345
9 30 325 29 360 32 365
10 33 365 25 245 28 255
% 38 555 21 120 32 300
12 33 378 22 155 34 375
13 23 133 29 350 29 265
14 32 340 26 240 31 285
15 36 475 26 220 37 510
- 3 354 26 260 39 480
17 82 384 31 435 40 570
18 26 280 26 250 29 260
19 25 230 32 480 33 335
20 21 170 26 225 27 260
21 19 170 27 360 32 395
22 28 245 30 420 35 385
23 34 550 23 155 34 420
24 36 545 22 150 30 290
25 33 375 22 160 31 360
26 23 166 19 105 33 490
27 31 340 20 125 32 385
28 35 475 21 155 35 400
29 32 354 21 145 32 395
30 32 384 21 130 31 370
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Tablo 3.13. Dordiincii donem Akyatan’dan alinan drneklere ait boy ve agirlik bilgileri

Dérdiincii Donem Akyatan Orneklerin Boy ve Agirlik Bilgileri
No Levrek Cipura Kefal
Boy (cm) Agirhik (gr) Boy (cm) Agirhik (gr) Boy (cm) Agirhik (gr)
1 28 235 18 90 39 590
2 29 285 18 90 42 780
3 28 255 20 115 39 635
4 29 255 18 95 43 745
5 30 270 19 110 35 485
6 31 315 17 90 42 625
7 30 285 19 115 39 595
8 29 290 20 115 38 505
9 29 230 19 105 44 875
10 28 260 21 135 46 905
. 31 305 21 130 42 800
12 23 140 18 105 38 500
13 29 240 17 90 36 420
14 24 135 17 75 39 585
15 22 110 18 85 43 715
16 21 175 17 80 41 625
17 24 135 15 65 42 645
18 26 165 17 90 42 735
19 22 105 18 120 40 635
20 26 175 19 95 35 420
21 24 135 18 90 11 120
22 24 140 19 105 43 640
23 25 135 17 85 35 445
24 24 140 21 130 35 410
25 23 125 16 70 40 560
26 2 165 17 85 43 765
27 22 120 17 75 40 615
28 24 135 10 45 42 635
29 23 120 17 85 40 600
30 23 120 17 80 38 570
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Tablo 3.14. Dérdiincii donem Akgol-Paradeniz’den alinan 6rneklere ait boy ve agirlik bilgileri

Dérdiincii Donem Akgol-Paradeniz Orneklerin Boy ve Agirlik Bilgileri
No Levrek Cipura Kefal
Boy (cm) Agirlik (gr) Boy (cm) Agirlik (gr) Boy (cm) Agirlik (gr)
1 29 225 27 395 31 100
2 39 660 27 325 23 110
3 34 415 26 345 19 55
4 7 65 26 320 24 105
S 34 345 26 320 17 45
6 33 425 25 330 21 85
/ 30 365 29 405 19 65
8 8 80 28 360 23 110
9 37 575 27 380 20 65
0 32 310 27 305 22 95
. 40 665 26 315 21 85
12 11 110 27 355 13 40
13 37 455 25 45 19 60
14 37 570 9 95 22 90
15 37 475 27 365 21 80
16 e 360 26 360 20 65
17 30 240 26 315 19 55
18 33 415 27 355 21 80
19 32 390 26 350 19 60
20 33 390 26 335 19 65
21 34 425 11 105 18 50
22 10 85 27 330 19 60
23 33 385 27 320 18 50
24 33 410 27 36 18 50
25 36 385 27 400 19 60
26 31 270 26 335 18 45
27 30 305 26 330 20 80
28 31 280 27 390 19 55
29 33 350 26 315 18 55
30 34 475 26 300 18 55
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3.1.2. Ornekleme Dénemlerine Gore Lagiinlerin Su Sicakhiklar

Ormekleme, 2021 ve 2022 yillarinda kis ve yaz olmak iizere dért donem halinde
gerceklestirildi. Lagiinlerin (Beymelek, Akyatan ve Akgol-Paradeniz) ortalama su
sicakliklari, birinci 6rnekleme doneminde (Mart, 2021) 17 °C, ikinci 6rnekleme (Eyliil,
2021) doneminde 26.3 °C, tgiincii 6rnekleme (Subat, 2022) déneminde 16.3 °C,
dordiincii 6rnekleme (Eyliil, 2022) doneminde ise 27.3 °C olarak 6lgiildi (Tablo 3.15).

Tablo 3.15. Donemlere gore lagtinlerin su sicakliklari.

Dénem Lokasyon Lagiin Su Sicakhgi
°O)
1 Antalya Beymelek Lagiinii 17
Adana Akyatan Lagiinii 18
Mersin Akgol-Paradeniz Lagiinii 16
2 Antalya Beymelek Lagiinii 27
Adana Akyatan Lagiinii 27
Mersin Akgol-Paradeniz Lagiini 25
3 Antalya Beymelek Lagiinii 16
Adana Akyatan Lagiinii 16
Mersin Akgol-Paradeniz Lagiinii 17
4 Antalya Beymelek Lagiinii 26
Adana Akyatan Lagiinii 28
Mersin Akgdl-Paradeniz Lagiinii 28

3.1.3. Makroskobik Muayene Bulgulari

Laboratuvara getirilen baliklarin deri, ylizge¢ ve solungaglar1 dis baki ile
kontrol edildi. Herhangi bir yaralanma, nekroz ve hemorajik bir goriintii tespit

edilmedi. Inceleme sonunda herhangi bir patolojik bulgu tespit edilemeyen drneklerin
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beyin ve gozleri alinarak, incelenmek tizere steril petri kutularina aktarildi. (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Kefal baligina ait beyin (A-B) ve gozde (B) yapilan makroskobik muayene.

3.2. Hiicre Kiiltiirii

2.2.6’da belirtildigi gibi 75 cm?lik hiicre kiiltiirii flaskinda SSN-1 hiicreleri
monolayer olarak iretildi. Caligmada, RT-gPCR testinde pozitif kontrol olarak

kullanilacak olan referans betanodavirus (475/198) susu kullanildi.
3.3. Referans Betanodavirusun Uretilmesi

Hiicre kiiltiirii tabletlerinde, inokulasyonu takip eden 5. giinde vakuolizasyon
ve lizis ile seyreden CPE olusumu tespit edildi. Yedinci giiniin sonunda hiicrelerde %
80 oraninda CPE belirlendi (Sekil 3.3). Hiicre kontrol olarak ise SSN-1 hiicreleri
kullanild1 (Sekil 3.2). Elde edilen hiicre virus siispansiyonunun santrifiijiinii takiben,
stipernatant 1 ml’lik cryoviallere porsiyonland: ve titresi belirlenerek kullanilincaya

kadar -80 °C’da stoklandi.
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Sekil 3.3. Referans betanodavirusun (475/198) SSN-1 hiicresine inokulasyonunu takiben 7.

olusan CPE goriintiisi.




3.3.1. Referans Betanodavirusun Titresi

Calismada RT-qPCR testinde pozitif kontrol olarak kullanilan referans
betanodavirusun titresi; Spearman-Karber yontemiyle yapilan degerlendirme
sonucunda DKIDso 10 olarak belirlendi. Titresi belirlenen stok virus-hiicre

stispansiyonu RT-gPCR testlerinde kullanilmak tizere -20 °C’da ve -80°C’da stokland.
3.4. Saha Orneklerinde Betanodavirus Varhg
3.4.1. RT-qPCR Sonuclar

Bu amagla 3.4.1°de belirtildigi gibi ekstraksiyon islemi tamamlanan
ekstraktlara, RT-qPCR uygulandi. Orneklerin karismasini ve olas1 bir kontaminasyonu
engellemek i¢in 30 Ornekten olusan her bir gruba ayri1 ayri RT-qPCR yapild1 ve
sonuglar degerlendirildi (Sekil 3.3, 3.4 ve 3.5).

Her bir test grubu igin ekstraksiyon pleytine konulan pozitif kontrolerin ct
degerleri 23.85-30.65 arasinda bulunurken, RT-gPCR islemi i¢in konulan pozitif
kontrollerin ct degerleri ise 24.90-31.10 arasinda bulundu. RT-qPCR ile incelemesi
yapilan her i¢ tiire (Levrek, Cipura ve Kefal) ait toplam 1080 adet balikta

betanodavirus genomu tespit edilmedi (Tablo 3.16).

Amplification Curves

— A1l: Sample 1 — A2: Sample2 — A3: Sample3 -— A4:Sample4 — AS: SampleS AB: Sample 6

— AT: Sample 7 A8: Sample 8 — B1: Sample 13 — B2: Sample 14 — B3: Sample 15 — B4: Sample 16
— BS5: Sample 17 B6: Sample 18 — B7: Sample 19 B8: Sample 20 — C1: Sample 25 — C2: Sample 26
— C3: Sample 27 — C4: Sample 28 — C5: Sample 29 C6: Sample 30 — C7: Sample 31 C8: Sample 32
— D1: Sample 37 — D2: Sample 38 — D3: Sample 39 — D4: Sample 40 — DS: Sample 41 DS: Sample 42
—D7:nc D38: pc — E1: pc
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Sekil 3.3. RT- gPCR testi sonucunda birinci dénem levrek 6rnekleri (A1-D6), negatif kontrol (D7) ve
pozitif kontrollere (D8-ekstraksiyon pozitif kontrol ve E1-PCR pozitif kontrol) ait amplifikasyon
egrileri (Pozitif Kontrol Ct Degerleri: D8: 23.85, E1: 25.03).
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Amplification Curves

—— A1:Sample 1 — A2: Sample 2 - A3: Sample 3 —— A4: Sample 4 AS: Sample 5 AB: Sample 6
— AT: Sample 7 A8: Sample 8 — B1: Sample 13 — B2: Sample 14 — B3: Sample 15 — B4: Sample 16
— BS: Sample 17 B6: Sample 18 — B7: Sample 19 B8: Sample 20 — C1: Sample 25 — C2: Sample 26
~—— C3: Sample 27 — C4: Sample 28 — C5: Sample 29 C6: Sample 30 — C7: Sample 31 C8: Sample 32
—— D1: Sample 37 — D2: Sample 38 — D3: Sample 39 — D4: Sample 40 — DS: Sample 41 D6: Sample 42
—D7:nc D8: pc — E1:nc — E2:pc
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Sekil 3.4. RT- qPCR testi sonucunda ikinci donem levrek ornekleri (A1-D6), negatif kontrol (D7 ve
E1) ve pozitif kontrollere (D8-ekstraksiyon pozitif kontrol ve E2-PCR pozitif kontrol) ait amplifikasyon
egrileri (Pozitif Kontrol Ct Degerleri: D8: 24.25, E2: 25.40).

Amplification Curves

—— A1: Sample 1 — A2: Sample 2 A3: Sample 3 ~— A4: Sampie 4 AS: Sample S AB: Sample 6
— AT7: Sample 7 AB: Sample 8 — B1: Sample 13 — B2: Sample 14 — B3: Sample 15 — B4: Sample 16
—— BS: Sample 17 B6: Sample 18 — B7: Sample 19 B8: Sample 20 — C1: Sample 25 — C2: Sample 26
—— C3: Sample 27 — C4: Sample 28 — CS5: Sample 29 C8: Sampie 30 — C7: Sample 31 C8: Sample 32
— D1: Sample 37 — D2: Sample 38 — D3: Sample 39 — D4: Sample 40 — DS: Sample 41 D&: Sample 42
—D7:nc D8: pc — E1:nc — E2:pc — E3:nc
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Fluorescence (465-510)

Cycles

Sekil 3.5. RT- qPCR testi sonucunda iiglincii donem levrek 6rnekleri (A1-D6), negatif kontrol (D7, E1
ve E3) ve pozitif kontrollere (D8-ekstraksiyon pozitif kontrol ve E2-PCR pozitif kontrol) ait
amplifikasyon egrileri (Pozitif Kontrol Ct Degerleri: DS: 27.60, E2: 28.17).
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Tablo 3.16. Ornekleme yapilan lagiinler, balik tiirleri, say1, tarih ve RT- gPCR sonuglar1.

Dénem Ornekleme Yeri Tiir Say1 Tarih RT-gPCR
Sonuglari
Levrek 30
Antalya Beymelek Lagiinii Cipura 30 16.03.2021 Negatif
Kefal 30
Levrek 30
1 Adana Akyatan Lagiinii Cipura 30 22.03.2021 Negatif
Kefal 30
. . . Levrek 30
Mersin ALkg‘?.l'?arade”'z Cipura | 30 | 22.03.2021 Negatif
agtnu Kefal | 30
Levrek 30
Antalya Beymelek Lagiinii Cipura 30 08.09.2021 Negatif
Kefal 30
Levrek 30
2 Adana Akyatan Lagiinii Cipura 30 13.09.2021 Negatif
Kefal 30
. . . Levrek 30
plersin ALkg‘.’.l".D.arade”'z Cipura | 30 | 13.09.2021 Negatif
e Kefal | 30
Levrek 30
Antalya Beymelek Lagiinii Cipura 30 01.02.2022 Negatif
Kefal 30
Levrek 30
3 Adana Akyatan Lagiinii Cipura 30 08.02.2022 Negatif
Kefal 30
. N . Levrek 30
Mersin Akgol-Paradeniz | "Ciour |30 | 08.02.2022 Negatif
' Kefal | 30
Levrek 30
Antalya Beymelek Lagiinii Cipura 30 15.09.2022 Negatif
Kefal 30
Levrek 30
4 Adana Akyatan Lagiinii Cipura 30 19.09.2022 Negatif
Kefal 30
. N . Levrek 30
Mersin ALkg‘?.l'f’arade”'z Cipura | 30 | 19.09.2022 Negatif
agtnu Kefal | 30

3.5. Saha Orneklerinden Hiicre Kiiltiiriinde Virus izolasyonu

Bu amagla 2.2.6’da belirtildigi gibi baliklarin beyin ve gozleri alinarak
inokulum olusturuldu. Boliim 3.4’te belirtildigi gibi elde edilen inokulumlara RNA
ekstraksiyonu ve ardindan viral genom varligini belirlemek i¢in RT-gPCR uygulandi.
Ancak incelemesi yapilan 1080 6rnegin higbirinde VNN virusunun genomu tespit
edilmedi. Bu sebeple saha 6rneklerinden hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu ¢aligmasi

yapilmadi.
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4. TARTISMA

Viral Nervoz Nekrozis Virus’u, 6zellikle deniz baliklari arasinda genis bir
konak¢1 yelpazesine sahip olan ve dogal hayatta yasayan bir¢ok balik tiirtinde
enfeksiyon olusturan énemli bir balik patojenidir (Sitar ve ark 2021, Sanchez ve ark
2022, Vazquez-Salgado ve ark 2023). Enfeksiyon, 6zellikle Asya ve Avrupa iilkeleri
basta olmak tizere diinyada su iirlinleri yetistiriciligi yapilan birgok ciftlikte biiytik bir
sorun haline gelmistir (Sanchez ve ark 2022, Zrn¢i¢ ve ark 2022). Betanodavirus
enfeksiyonlarindan deniz baliklar1 arasinda en ¢ok levrek, ¢ipura ve grouper tiirlerinin
etkilendigi bildirilmis olmasina ragmen, 120°den fazla balik tiirlinden de tespit
edilmesi, etkenin diinyada genis bir cografyada yayilim gdsterdigini ortaya
koymaktadir (Toffan ve ark 2017, Yang ve ark 2022). Betanodaviruslarin varligi
Akdeniz iilkelerinde sik sik rapor edilmekte ve sektorii giderek daha fazla tehdit eder
hale gelmektedir (Cherif ve ark 2021, Biasini ve ark 2022, Sanchez ve ark 2022,
Kaplan ve ark 2023, Valero ve Cuesta 2023). Betanodaviruslar soguk ve iliman iklim
sularinda yasayan bir¢ok balik tiiriinde enfeksiyona neden olabilmektedir (Costa ve
Thompson 2016, Bandin ve Souto 2020). Virus ozellikle larval ve juvenil dénem
baliklari etkilemekle birlikte, yetiskin baliklarda da enfeksiyona neden olur (Munday
ve ark 2002, Padrés ve ark 2022). Ote yandan virusun segmentli genoma sahip olmasi
nedeniyle, genotipler aras1 gen degisimleri sonucunda olusan reassortant genotipler
(RGNNV/SINNV, SINNV/RGNNYV) farkli su sicakliklarina adapte olarak bagka balik
tirlerini de etkileyebilmektedir (\Volpe ve ark 2020, Toffan ve ark 2021, Biasini ve ark
2022, Valero ve Cuesta 2023). Ayrica kemikli baliklarin yani sira yumusakgalar,
artemia, rotifer gibi larval donem beslenmesinde esansiyel olan canl yemlerin de virus
rezervuart olmasi, bulasma hizin1 artirmakta ve hastalikla miicadeleyi
zorlagtirmaktadir (Hick ve ark 2011, Vazquez-Salgado ve ark 2020, Vazquez-Salgado
ve ark 2022). Virusun norotropizm oOzelliginden dolayr baliklarda MSS en ¢ok
etkilenen bolgelerdir (Mori ve ark 1992, Zorriehzahra ve ark 2020, Johnstone ve ark
2022). Virus ile enfekte sinir hiicrelerinde vakuolizasyon odaklarinin olustugu ve
enfekte hiicrelerin gorevlerini yerine getiremez hale geldigi bildirilmektedir (Dalla
Valle ve ark 2000, Johnstone ve ark 2022, Fouzi ve Sakazamary 2023).

Diinya’da su iriinleri sektorii cok hizli gelisim gostermektedir (FAO 2022).
FAO (2022) yaymnladigi raporda, Tiirkiye’nin levrek ve ¢ipura iiretiminde oncii bir
tilke oldugunu ve balik ihracatinda 6énemli bir konumda bulundugunu belirtmistir.
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TUIK (2021), 2020 yilinda Tiirkiye’de levrek iiretiminin 149 bin ton, ¢ipura {iretiminin
ise 110 bin ton oldugunu bildirmistir. Yapilan birgok ¢alismada (Castric ve ark 2001,
Skliris ve ark 2001, Berzak ve ark 2019, Savoca ve ark 2021, Sitar ve ark 2021,
Vazquez-Salgado ve ark 2023) levrek ve gipuralarin betanodaviruslara duyarli oldugu
ve enfeksiyonun sektorde dnemli ekonomik kayiplara neden oldugu bildirilmektedir.
Sitar ve ark (2021) Slovenya’da denizde kiiltiir sartlarinda yetistiriciligi yapilan
anormal yiizme davranislar1 gosteren yetiskin (125-870 gr) levreklerde yaptiklar1 bir
arastirmada, orneklenen baliklarin beyin ve gozlerinde RT-gPCR ile betanodavirus
genom varligini tespit ettiklerini bildirmislerdir. Chérif ve ark (2021), Tunus’da deniz
kiyisinda levrek ve cipura yetistiriciligi yapilan bir tesiste 6liim vakalarinin artmasi
lizerine bir arastirma yapmuslardir. Calismada (2021), 6rnekledikleri 134 levrekten
55’inde ve 160 ¢ipuradan 63’iinde RT-qPCR ile betanodavirus genomunu tespit
etmislerdir. Tiirkiye’de levrek ve ¢ipura iiretimi yapilan kulugkahane ve ciftliklerde
betanodavirus varhigina yonelik birgok arastirma (Ozkan Ozyer ve ark 2014, Kalayci
ve ark 2016, Kaplan ve Karaoglu 2021, Kaplan ve ark 2021, Kaplan ve ark 2022a)
yapilmistir. Kaplan ve Karaoglu (2021), Tiirkiye’de faaliyet gosteren 16 kuluckahane
ve 20 yetistiricilik tesisinde, farkli yas (larva, fingerling, juvenil) gruplarindan
orneklenen levreklerde betanodavirus varligini arastirmislardir. Calismada (2021), 1
kulugkahane ve 1 yetistirme tesisinde bulunan fingerling boy levreklerde
betanodavirus genomunu tespit ettiklerini bildirmislerdir. Kaplan ve ark (2021),
Karadeniz bolgesindeki ciftliklerde, 2016-2019 yillar1 arasinda denizde kafeslerde
yetistirilen levreklerde betanodavirus genomunu RT-qPCR ile tespit etttiklerini ifade
etmislerdir. Kaplan ve ark (2022a) Ege bolgesinde yaptiklar: bir ¢alismada, klinik
belirti gostermeyen ¢ipuralarda RT-qPCR ile betanodavirus genom varligini tespit
etmigler ve yaptiklar1 filogenetik analiz sonucunda virusun RGNNV/SJNNV
reasortant genotipi oldugunu bildirmislerdir. Levrek ve c¢ipura’ya ilave olarak
tilkemizde tiiketimi yiiksek sayilan bir diger tiir de kefal baliklaridir. Yapilan
caligmalarda (Ucko ve ark 2004, Hassantabar ve ark 2021) kefal baliklarinin da
betanodavirusa duyarli oldugu ve virusun tastyicisi oldugu ifade edilmistir. Cha ve ark
(2007) Giiney Kore’de yaptiklari bir calismada, kiiltiirii yapilan kefal (Mugil cephalus)
baliklarinda betanodavirus tespit ettiklerini bildirmislerdir. Ucko ve ark (2004)
Israil’de hem Kizildeniz hem de Akdeniz sahil kiyisinda kafeslerde kiiltiirii yapilan
kefal baliklarinda yaptiklar bir arastirmada betanodavirus varligini tespit etmislerdir.

Kefal baliklarmin Tiirkiye’de her ne kadar akuakiiltiir ortaminda yetistiriciligi
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yapilmasa da potansiyel olarak hem denizlerimizde var olmasi hem de lagiinlerimizde
baskin olarak bulunan bir tiir olmasi nedeniyle virusun varlig1 agisindan arastirilmasi
Oonem arz etmektedir. Bu durum, ana¢ temini yapilan laglinlerden duyarli balik tiirleri
tizerinde daha fazla betanodavirus arastirmasi yapma ihtiyaci dogurmaktadir. Bu
sebeple tez calismasinda belirlenen lagiinlerde en ¢ok rastlanan balik tiirleri (levrek,

cipura ve kefal)’nde betanodavirus varligi arastirilda.

Kiiltiir sartlarinda yetistiriciligi yapilan baliklarin yanisira dogal hayatta
yasayan baliklarda (Ucko ve ark 2004, Moreno ve ark 2014, Kim ve ark 2018,
Johnstone ve ark 2022, Kaplan ve ark 2023, Vazquez-Salgado ve ark 2023) da virusun
tespit edildigi bildirilmistir. Moreno ve ark (2014), 2010-2011 yillarinda Ispanya'nin
Iber yarimadasinda bulunan Cadiz Korfezi'nden ornekledikleri ¢ipura (pagellus
acarne), mercan (pagellus erythrinus) ve barbun (mullus barbatus) tiirii baliklarda
betanodavirus genom varligini ortaya koymuslardir. Vazquez-Salgado ve ark (2023),
2019-2022 yillarinda Ispanya'da denizden ornekledikleri; levrek (Dicentrarchus
labrax) (2/67), sardalya (sardina pilchardus) (7/79), mezgit (Micromesistius
poutassou) (3/150), sargoz (diplodus sargus) (1/12) ve istavrit (trachurus trachurus)
(3/47) tirii baliklardan betanodavirus genomunun varhigmi tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Kaplan ve ark (2023), Hatay-Antalya arasinda Akdeniz kiy1 seridinden
27 farkli tiirden 400 balik 6rneginde betanodavirus varligina yonelik bir arastirma
yapmuslardir. Calismada (2023), zargana ve barbun tiirlerinde betanodavirus genom
varhigimi tespit ettiklerini ifade etmislerdir. Kaplan ve ark (2022b), 2016-2020 yillar
arasinda Kuzey Ege ve Marmara bolgesinde cift kabuklu yumusakgalarin dogal
yataklarindan ornekledikleri kum midyesi (Ruditapes decussatus) ve kara midye
(Mytilus galloprovincialis)’de betanodavirus genom varligini belirleyemediklerini
bildirmislerdir. Tiirkiye'de dogal balik tiirlerinde yapilan betanodavirus aragtirmalari
(Kaplan ve ark 2022b, Kaplan ve ark 2023) heniiz yeterli diizeyde olmadigi
diistiniilmektedir. Bu ¢alisma ile lagiinlerde bulunan levrek, cipura ve kefallerde
aragtirma yapilarak dogal balik popiilasyonlarinda betanodavirus varligina yonelik

mevcut durum ortaya konuldu.

Baliklarin yasadig1 en dogal ortamlar kuskusuz ki denizler, akarsular, gol ve
goletlerdir. Bu alanlara ilave olarak denizler ile baglantisi olan lagiinler de baliklar i¢in
dogal bir yagam alanidir. Zengin biyogesitliligi ile baliklarin 6nemli yasam alanlari
arasinda yer alan lagiinler, denizde yasayan bazi balik tiirleri (levrek, cipura, kefal,
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minekop, mirmir, yenge¢ vs)’ne ev sahipligi yapmaktadir (Uysal ve ark 2018).
Tiirkiye'de Akdeniz bolgesinde biiylik-kiiciik, aktif olan ve olmayan birgok lagiin
bulunmaktadir. Bunlar arasinda Adana’da Akyatan, Mersin’de Akgol-Paradeniz ve
Antalya’da Beymelek lagiinleri aktif olarak balik¢iligin yapildigi biiyiik lagiinlerdir.
Levrek, cipura ve kefal gibi balik tiirlerine bu laglinlerde siklikla rastlandig
bildirilmektedir (Keser ve ark 2011, Tirkmen ve ark 2012). Ayrica gerek 6zel sektor
gerckse kamu tarafindan kiiltiire alinan balik tiirleri (levrek ve ¢ipura)'nin damizlik
adaylar1, bu lagilinlerden 1slah projeleri kapsaminda saglanabilmektedir (TAGEM
2021). Bu sebeple bu galismada, Tiirkiye'nin Akdeniz bolgesinde yer alan bu
lagiinlerde (Akyatan, Akgol-Paradeniz ve Beymelek) en sik rastlanan balik tiirleri

(Levrek, Cipura ve Kefal)'nde VNN virusunun varlig1 arastirildi.

Virusun beyin, omurilik ve goze ait sinir dokulardan ziyade non-noral
dokulardan da (deri epiteli, solungag, bagirsak, karaciger, kalp, bobrek ve gonad) izole
edildigi bildirilmistir (Valero ve ark 2015, Souto ve ark 2018, Chen ve ark 2022). Taha
ve ark (2020), Misir’da kitlesel balik 6liimlerinin goriildiigi tilapya (Oreochromis
niloticus) yetistirme ¢iftliklerinde yaptiklar1 arastirmada 6len baliklarin beyin, géz ve
ovaryumlarinda betanodavirus viral genomunu tespit ettiklerini bildirmislerdir. Valero
ve ark (2015), SSN-1 hiicre kiiltiirtinde {irettikleri betanodavirusu (411/96 RGNNV
susu) levrek ve cipuralara IM olarak uygulayarak deneysel bir enfeksiyon
olusturmuslardir. Caligma (2015) sonunda, enfeksiyon olusturulan baliklarin gonadal
dokularindan alinan 6rneklerde betanodavirus genomunun tespit edildigi bildirilmistir.
Virusun bir¢ok balik tiirlinde beyin ve géz gibi organlarin haricinde farkli organ ve
dokulardan tespit edilmis olmasi, enfeksiyonun bir¢ok yolla bulagtigini ortaya
koymaktadir (Valero ve ark 2015, Taha ve ark 2020). Bu caligmada belirlenen
lagiinlerde bulunan levrek, ¢ipura ve kefal baliklarinda tiirler arasinda ya da su ve suda
bulununan bir¢ok biyolojik canli araciligiyla olasi bir bulas olabilecegi diisiiniilerek

betanodavirus varlig1 arastirildi.

Betanodaviruslarin konakgida etkili olmasinda su sicakliginin 6nemi biiyiiktiir

(Hata ve ark 2010, Souto ve ark 2019). Yapilan deneysel ¢alismalarda (lwamato ve
ark 2000, Maltese ve Bovo 2007, Toffan ve ark 2016) farkli genotiplere sahip
betanodaviruslarm, 15-30 °C su sicakligma sahip sulardaki baliklarda enfeksiyon
olusturdugu bildirilmistir (Maltese ve Bovo 2007, Toffan ve ark 2016, Bandin ve
Souto 2020). Soguk iklim sartlarindaki sularda yasayan baliklarda BFNNV, iliman ve
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sicak iklim sularinda yasayanlarda ise SINNV, RGNNV ve SJINNV/RGNNV
reassortant genotiplerinin enfeksiyona neden oldugu ifade edilmistir (Iwamato ve ark
2000, Souto ve ark 2015, Bandin ve Souto 2020). Bu ¢alismada Akdeniz bolgesinde
bulunan Akyatan, Akgol-Paradeniz ve Beymelek lagiinlerinde diisiik (15-20°C) ve
yiiksek (25°C ve iizeri) su sicakligmna sahip donemlerde levrek, cipura ve kefal
baliklarinda betanodavirus varlig1 ilk kez aragtirildi. Calismada lagiinlerden 6rnekleme
yapilirken virusun tiim genotiplerinin tespit edilebilecegi diisiik ve yiiksek su
sicakliklarmin oldugu kis ve yaz donemleri tercih edildi. Birinci (kis) ornekleme
doneminde 3 lagiiniin (Beymelek, Akyatan ve Akgol-Paradeniz) ortalama su sicakligi
17°C, ikinci (yaz) donemde 26°C, {igiincii (kis) donemde 16°C ve dordiincii (yaz)
donemde ise ayni lagiinlerin ortalama su sicakliklar1 27°C olarak odlgiildi. Kaplan ve
ark (2023) Akdeniz’de Antalya ve Hatay arasinda farkli lokasyonlarda bulunan dogal
tirlerden zargana (Belone belone) ve barbun (Mullus barbatus) baliklarinda RT-gPCR
ile betanodavirus genomunun varligini ortaya koymuslardir. Kaplan ve ark (2023)’nin
yaptigr calisma, Akdeniz’in Antalya ve Hatay arasinda bulunan farkh
lokasyonlarindan orneklenen baliklar ile yapilmistir. Dolayisiyla bu calismada
ornekleme yapilan lagiinler ile Kaplan ve ark (2023)’nin 6rnekleme yaptiklar: yer
arasinda bolgesel bir iligki bulunmaktadir. Ayrica Kaplan ve ark (2023), 6rnekleme
yaptiklari dénemlerde deniz su sicakliginin 17-30 °C arasinda oldugunu ve zargana ile
barbun baliklarinda virusun tespit edildigi dsnemdeki su sicakliginin ise sirastyla 25°C
ve 28°C oldugunu bildirmislerdir. Bu calismada da oOrneklemeler, lagiin su
sicakliklarinin 17-28°C arasinda oldugu dénemlerde yapilmistir. Daha 6nce lagiinlerde
bu tiir bir ¢aligma yapilmadigindan lagiinlere biyolojik ¢evre agisindan ve topografik
olarak en yakin olan denizde yapilan ¢aligma (Kaplan ve ark 2023) ile kiyaslama
yapilmustir. Lagiinler ile deniz baglantisini saglayan lagiin bogazlarindan baliklar her
iki tarafa dogru gog¢ edebilmektedirler (Katselis ve ark 2007). Bu lagiin bogazlarinda
insan yapimi kuzuluk diye adlandirilan ahsap ve demir malzemelerden yapilmis sabit
bariyer tuzaklar yer almaktadir. Projede yer alan lagiinler deniz seviyesinden daha
yiiksekte (0-1.5m) bulundugunda denize dogru bir su akisi sekillenir. Fakat 6zellikle
firtinal1 kis aylarinda deniz seviyesinin yiikselmesine bagli olarak denizden lagiinlere
dogru bir akint1 olusabilmektedir (Keser 2011). Hava kosullarindan ve bazi predator
baliklardan korunma amaciyla denizde bulunan baliklar lagiinlere giris yapmakta ve
ortama adaptasyon saglayarak lagiinlerde yasamlarina devam etmektedirler. Gerek

deniz seviyesinin yiikselmesi gerekse lagiinlerde insan yapimi sabit bariyer tuzaklarin

72



kurulmas1 sebebiyle lagiinlerin smirli bir alaninin olmasi ve mevsimin bazi
donemlerinde baliklara ev sahipligi yapmasi gibi nedenlerle tiir cesitliligi denizdeki
gibi fazla degildir (Katselis ve ark 2007). Bu bilgiler 1s18inda denizlerde dogal sartlarda
bulunan ve kafeslerde yetistiricilik yapilan baliklardan lagiinlere kiyasla virusun tespit
edilebilmesi ihtimali daha yiiksektir. Virusun bir¢ok balik tiiriinde tespit edilmis
olmasi, bulagsma yollarinin fazlalig1 ve lagiinlerin denizlere kiyasla daha az balik tiirti
barindirmasi nedeniyle bu ¢alismada betanodavirus pozitif balik tespit edilemedigi

distiniilmektedir.

Betanodaviruslarin daha ¢ok Asya ve Akdeniz iilkelerinde faaliyet gdsteren
deniz kafes balik yetistiriciligi yapilan baliklardan siklikla tespit edildigi
bildirilmektedir (Toffan ve ark 2017, Chérif ve ark 2021, Vazquez Salgado ve ark
2023, Kaplan ve ark 2023). Yapilan arastirmalara (Athanassopoulou ve ark 2003,
Giacopello ve ark 2013, Bitchava ve ark 2019, Kaplan ve ark 2022a, Kaplan ve ark
2023) gore betanodavirus enfeksiyonlari Akdeniz iilkelerinde siklikla tespit
edilmektedir. Gerek 6zel sektor gerekse kamu tarafindan 1slah amagli damizlik aday1
olarak kullanilan levrek ve ¢ipuralar Akdeniz bolgesinde bulunan lagiinlerden temin
edilebilmektedir. Bu dogrultuda TAGEM (2021) tarafindan yiiriitilen giidimli bir
1slah projesi (TAGEM/HAYSUD/G/21/AG/P2/2732) de bulunmaktadir. Bu durumda
yetistiricilige alinan baliklarin saglikli damizliklardan temin edilmesi i¢in lagiinlerde
varsa betanodavirus varliginin ortaya konmasi bilyiik 6nem arz etmektedir. Yapilan
arastirmalar (Souto ve ark 2015a, Moreno ve ark 2019, Toffan ve Panzarin 2020, Sitar
ve ark 2021, Padroés ve ark 2022) sonucunda, betanodavirus enfeksiyonlarindan en ¢ok
etkilenen balik tiirliniin levrek oldugu belirlenmistir. Bu c¢alismada 6rneklemeye
levreklere ilave olarak gipura ve kefal baliklarinin da dahil edilmesinin sebebi, daha
once yapilan caligmalar (Athanassopoulou ve ark 2003, Ucko ve ark 2004, Olveira ve
ark 2009, Toffan ve ark 2017, Hassantabar ve ark 2021, Savoca ve ark 2021, Kaplan
ve ark 2022a)’da bu tiirlerde de virusun tespit edilmis olmasidir. Ayrica Akdeniz
bolgesinde bulunan bu lagiinlerde hem ¢ipura hem de kefal tiirlerinin baskin olarak

bulunmasindan dolay1 bu tiirlerde de betanodavirus varliginin arastirilmasi amaglandi.

Akdeniz iilkelerinde hem c¢iftlik hem de denizde dogal sartlarda yasayan
baliklarda betanodavirus tespit edilmistir (Toffan ve ark 2017, Berzak ve ark 2019,
Volpe ve ark 2020, Hassantabar ve ark 2021, Cherif ve ark 2021, Savoca ve ark 2021,
Vazquez Salgado ve ark 2023, Kaplan ve ark 2023). Tiirkiye’de kuluckahaneler ve
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deniz kafes yetistiriciligi yapilan tesislerde betanodavirus varligina yonelik
aragtirmalar yiiriitiilmiistiir (Ozkan Ozyer ve ark 2014, Kalayc1 ve ark 2016, Kaplan
ve Karaoglu 2021, Kaplan ve ark 2021, Kaplan ve ark 2022a). Ancak kamu ve 6zel
sektor tarafindan damizlik anag¢ balik temini yapilan Akdeniz bolgesi lagiinlerinde
bulunan baliklarda betanodavirus varligi arastirilmamistir. Dolayisiyla bahsi gegen
lagiinlerde dogal kosullarda yetisen bu tiirlerde betanodavirus ile ilgili herhangi bir
veri bulunmamaktadir. Tiirkiye’nin Akdeniz bolgesinde bulunan lagiinlerdeki levrek,
cipura ve kefallerde RT-qPCR ile yapilan aragtirma sonucunda, betanodavirus genom
varlig1 belirlenmedi. Boylece kamu ve 6zel sektore damizlik ana¢ balik temin eden
bolge lagiinlerinin su an i¢in betanodavirusdan ari oldugu ortaya konarak literatiire

katki saglanmis oldu.

Betanodaviruslarin teshisinde 6rneklenecek en uygun materyal, baliklarin g6z
ve beyin organlaridir (WOAH 2019). Ayrica 6rneklenen baliklarin boy durumlari da
teshiste dnemli bir parametredir. Bir cm ve altinda boya sahip baliklar biitiin olarak
degerlendirilirken, 1-6 cm arasinda oldugu durumlarda tiim kafa bolgesi alinmakta, 6
cm’den daha biiyiik baliklarda ise sadece g6z ve beyin organlarinin alinmasi gereklidir
(WOAH 2019). WOAH (2019), klinik semptom gosteren baliklarin drneklemesinde
5-10 adet baliktan alinan materyallerin birlestirilerek tek ornek kabul edilecegini,
asemptomatik baliklarin orneklemesinde ise her bir baligin tek ornek olarak
degerlendirilmesi gerektigini bildirmistir. Bu tez ¢alismasinda alinan tiim baliklar, 6
cm ve lizerinde oldugu icin teshis materyali olarak baliklarin sadece goz ve beyinleri
orneklenmistir. Ayrica drnekleme esnasinda yapilan eksternal muayenede baliklarin
saglikli oldugu degerlendirilmis ve laboratuvara getirildikten sonra yapilan
makroskobik muayenede baliklarda herhangi bir makroskobik patolojik bulgu tespit

edilmemistir. Bu sebeple ¢alismada 6rneklenen her bir balik bireysel olarak incelendi.

Betanodavirus enfeksiyonlarindan korunmak igin etkenin dogru ve olabilecek
en hizli sekilde teshis edilebilmesi gereklidir. Etkenin ve olusturdugu enfeksiyonun
tanimlanmasinda; klinik gozlemlerden, virusun hiicre kiiltiirlerinde izolasyonuna,
histopatolojisine ve molekiiler tan1 yontemlerine kadar bir¢ok teshis metodunun
gelistirildigi bildirilmistir (lwamoto ve ark 2000, Dalla Valle ve ark 2005, Panzarin ve
ark 2010, Doan ve ark 2017, Yang ve ark 2022). Mori ve ark (1992), Japonya’da
kulugkahanede yetistirilen Kral balig (striped jack) larvalarindan aldiklar1 6rneklerde
betanodavirusu EM ile tespit ettiklerini ifade etmislerdir. Nishizawa ve ark (1995),
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Japonya’da klinik semptom gosteren kral baliklari (Striped jack)’ndan aldiklari
orneklerde RT-PCR ile betanodavirus genom varligini belirlediklerini bildirmislerdir.
Dalla Valle ve ark (2005) farkli betanodavirus suslari ile yaptiklar ¢alismada, RNAL
ve RNA2 geninin hedeflendigi RT-gPCR metodu gelistirdiklerini ifade etmislerdir.
Grove ve ark (2006) yaptiklart bir ¢alismada, atlantik halibut (Hippoglossus
hippoglossus) baliklarinda RT-gPCR ile betanodavirus genom varligini tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Panzarin ve ark (2010), Asya ve Avrupa iilkelerinde
betanodavirus tespit edilen farkli genotipe sahip izolatlarin kullanildig1 bir ¢alismada,
virusun RNA2 geninin hedeflendigi RT-gPCR metodu gelistirdiklerini bildirmiglerdir.
Ancak WOAH (2019), gelistirilen bazit RT-qPCR metotlar1 (Grove ve ark 2006, Hick
ve Whittington 2010)’nin tiim betanodavirus genotiplerinin tespiti igin uygun
olmadigini, Panzarin ve ark (2010)’nin gelistirdigi RT-gPCR metodunun ise daha
uygun oldugunu bildirmistir. Bu sebeple bu calismada elde edilen tiim 6rneklerde,
WOAH (2019) tarafindan 6nerilen Panzarin ve ark (2010)’nin gelistirdigi RT-gPCR
ile betanodavirus genom varligini arastirildi. WOAH (2019), VNNV nin teshisinde
farkli teshis yontemlerinin uygulanabilecegini ve bu yontemlerin her birinin kendi
i¢cinde avantaj ve dezavantajlarinin bulundugunu bildirmistir (B6liim 1.5.3 Tablo 1.4).
Molekiiler tekniklerin hizli ve az maliyetli olmasi, diisiik titrelerde hiicre kiiltiriinde
tiretilemeyen virusun tespit edilebilmesi, teshis caligmalarinda molekiiler teknikleri
tistiin kilmigtir (Panzarin ve ark 2010, Panzarin ve ark 2012, WOAH 2019, Yang ve
ark 2022). Tarihsel olarak bakildiginda ilk olarak hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu,
immunolojik teknikler ve son olarak da molekiiler tan1 yontemleri ile teshis ¢alismalari
giderek ivme kazanmistir. Molekiiler tekniklerin hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu ve
immunolojik metotlara kiyasla teshis siiresini kisaltmasi ve maliyetinin diigiikk olmasi
sebebiyle teshiste rutin kullanilan metot haline gelmistir. WOAH (2019), VNNV nin
teshisinde elektron mikroskobisinin kullanilabilecegini, histopatolojik yontemlerle
hiicrelerde meydana gelen patolojik degisikliklerin gosterilebilecegini, hiicre
kiiltiriinde izolasyon ¢aligmalarinin yapilabilecegini ve molekiiler olarak RT-gPCR ile
virusun genom varligmin tespit edilebilecegini bildirmistir. Ancak WOAH (2019),
teshis 6zgiilliigli, yontem, fayda ve uygunluk agisindan molekiiler olarak RT-qPCR’1n
diger yontemlere gore en uygun metot oldugunu bildirmistir. Bu dogrultuda WOAH
(2019), siipheli orneklerden virusun teshisinde ilk olarak RT-gPCR ile genom
varliginin ortaya konulmasini, ardindan pozitif bulunan 6rneklerden hiicre kiiltiiriinde

virus izolasyonu ¢aligsmalarinin yapilabilecegini 6nermektedir.
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VNNV nin izolasyonunda, sStriped snakehead baliklarindan koken alan SSN-1
hiicreleri ve SSN-1’den klonlanan E-11 hiicre hatlar1 kullanilmaktadir (Iwamoto ve
ark 2000, WOAH 2019, Zorriehzahra ve ark 2022). Ciulli ve ark (2014), betanodavirus
inokule ettikleri SSN-1 hiicrelerini farkli sicakliklarda (10-15-20-25 ve 30°C)
inkubasyona birakmislar ve CPE yoniinden giinlik mikroskobik olarak
incelemislerdir. Calisma (2014)’da, 25°C’da inkube edilen hiicrelerde 2 giin sonra,
20°C’da inkube edilen hiicrelerde 3 giin sonra, 10°C’da inkube edilen hiicrelerde ise
10 giin sonra CPE izlendigi bildirilmistir. Kaplan ve Karaoglu (2021), RT-gPCR ile
genom varligini tespit ettikleri drneklerden SSN-1 hiicresine yaptiklar1 inokulasyonun
ardindan, 25°C’da inkubasyon sonucunda 4. giinde vakuolizasyon ve lizisten olusan
CPE izlediklerini bildirmislerdir. Bu c¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilan
referans virusun iiretilmesinde SSN-1 hiicreleri kullanildi. Calismada, referans
betanodavirus (475/198) susu SSN-1 hiicresine inokule edilerek 24°C’da inkube edildi.
Hiicre kiiltiirti tabletlerinde, inokulasyonu takip eden 5. giinde vakuolizasyon ve lizis
ile seyreden CPE olusumu belirlendi. Yedinci giinde ise hiicrelerde % 80 oraninda
CPE nbelirlendi. Bu c¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilan referans
betanodavirusun SSN-1 hiicresinde iiretilmesi, literatiir (Iwamoto ve ark 2000, Ciulli

ve ark 2014, Kaplan ve Karaoglu 2021) ile de uyumlu bulundu.

Betanodaviruslarin, RT-qPCR ile teshis edildigi birgok ¢aligma (Dalla Valle ve
ark 2005, Grove ve ark 2006, Hick ve Whittington 2010, Panzarin ve ark 2010)
yapilmistir. Virusun genomik segmentlerini (RNA1 ve RNAZ2) hedefleyen, PCR
temelli cok sayida metot (Nishizawa ve ark 1994, Dalla Valle ve ark 2005, Grove ve
ark 2006, Hick ve Whittington 2010, Panzarin ve ark 2010) gelistirilmistir. Ancak
WOAH, yayinladig1 raporda (Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals -
2019), ulusal referans kuruluslarca yiiriitiilen rutin VNN teshis ¢alismalarinda, virusun
RNA2 geninin hedeflendigi RT-gPCR’mn daha uygun bir metot oldugunu bildirmistir
(Yang ve ark 2022). Ayrica WOAH (2019), Panzarin ve ark (2010)’nin gelistirdigi
RT-gPCR metodunun, uluslararast VNN referans laboratuvar1 standartlarina gore
valide edildigi ve bilinen dort betanodavirus genotipi (RGNNV, SINNV, BFNNV,
TPNNV)’ nin de tespiti i¢in uygun oldugu bildirilmistir. Tiirkiye’de Panzarin ve ark
(2010)’nin gelistirdigi RT-qPCR ile betanodaviruslarin genom varliginin arastirildigi
birgok caligma (Kaplan ve Karaoglu 2021, Kaplan ve ark 2021, Kaplan ve ark 2022a,
Kaplan ve ark 2022b, Oguz ve ark 2023, Kaplan ve ark 2023) yapilmistir. Bu tez
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calismasinda da lagiinlerden orneklenen tiim baliklarda betanodavirus genom
varliginin arastirilmasi, Panzarin ve ark (2010)’nin gelistirdigi, Kaplan ve Karaoglu
(2021) tarafindan validasyonu gergeklestirilen RT-gPCR ile yapilmistir. Bu metot
(2021), betanodaviruslarin teshisi icin viral balik hastaliklar1 konusunda ulusal
referans kurulus olan Izmir Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii tarafindan da halen
gecerli bir yontem olarak uygulanmaktadir. Bu calismada orneklerde VNNV ’nin
genom varhiginin RT-gPCR ile tespit edilebilmesinde pozitif kontrol olarak
kullanilmasi i¢in, SSN-1 hiicresinde iiretilen referans betanodavirusun titresi DKIDsg
10 olarak bulundu. Her bir PCR calismasinda titresi belirlenen pozitif kontrol
viruslarin Real Time PCR cihazindaki ct degerlerinin 23.85-30.65 arasinda oldugu
belirlendi. Boylece hem ekstraksiyon pleytine hem de Real Time PCR cihazina
konulan titresi belirlenen pozitif kontrol viruslarin ve buna bagli olarak Real Time
PCR cihazindan alinan ct degerleri ile virusun titresi, Kaplan (2019)’1n yaptig1 ¢alisma

ile uyumlu bulunmustur.

Tiirkiye’de kiiltiir balik¢ilig1 gelismekte ve tlilkemiz bu konuda diinyada giiclii
bir konumda bulunmaktadir. Bu sebeple kiiltiir sartlarinda yetistiricilik yapilan
tesislerde hastaliklar ile miicadele daha da Onem kazanmaktadir. Sektorii ciddi
anlamda tehdit eden betanodavirus enfeksiyonlarma karsi onlemlerin alinmasi
gerekmektedir. Tesislerde alinacak en 6nemli 6nlem ise saglikli bireylerden olusan
damizlik anaglarin devamliliginin saglanmasidir. Tiirkiye’de bulunan kulugkahane ve
yetistiricilik tesislerinde betanodavirus salginlarinin ortaya ¢ikmasi durumunda tesiste
itlaf, salgin durumunda alinacak aksiyonlardan bir tanesidir. Pek tabi ki
diisiiniildiiglinde bdyle bir senaryonun olmasi zor gibi goriinmektedir. Ancak
unutulmamalidir ki salginlar her an i¢in en hazirliksiz oldugumuz zamanlarda ortaya
cikabilmektedir. Boyle bir senaryonun olmasi durumunda, stirdiiriilebilir yetistiricilik
i¢in tesislerimize saglikli anaglarin tedariki gerekmektedir. Bu sebepten dolay1 dogal
stoklarimiz olan lagiinlerin 6neminin ne kadar biiyiik oldugu ortadadir. Diinya’da son
yillarda saglikli ¢evre, saglikli insan ve saglikli hayvan slogani ile tek saglik (One
Health) konsepti benimsenir hale gelmistir. Bu sebeple dogal yasam alanlarinda
bulunan hayvanlar iizerinde yapilacak arastirmalar 6nemli hale gelmektedir. Bunun
icin de betanodavirus enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinin daha iyi anlasilmasi igin
tiim lagiinler ve denizlerimizde daha fazla tiirde arastirma ¢aligmalar1 yapilmasinin

iilkemiz balikgiligina katki saglayacag: diisiiniilmektedir. Ulkemiz Akdeniz kiyisinda
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yer alan bu lagiinlerde yasayan farkli tlirlerde, etkene yonelik diizenli tarama
caligmalar ile kontrollerin yapilmas: siirdiiriilebilir bir balik¢ilik yonetimi agisindan

Oonem arz etmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Akdeniz’e kiyis1 olan iilkeler iginde Fransa, Portekiz, Ispanya, Italya,
Yunanistan, Fas, Tunus, Liibnan ve Israil gibi bir¢ok iilkede hem kuluckahane ve deniz
kafes yetistiriciligi yapilan tesislerde levrek ve ¢ipuralarda betanodavirus varligi
acisindan pek cok arastirma yiriitiilmiistiir. Ayrica iilkemizde levrek ve c¢ipura
kuluckahaneleri ile denizde kafes yetistiriciligi yapilan tesislerde betanodaviruslarin
varligina yonelik ¢alismalar da yapilmistir. Ancak lagiinlerde dogal sartlarda yetisen
levrek, ¢ipura ve kefal baliklarinda herhangi bir betanodavirus arastirmasi
yaptlmamistir. Tirkiye’de Akdeniz bolgesinde bulunan lagiinlerde dogal olarak
bulunan levrek, ¢ipura ve kefal baliklarinda betanodavirus varligimin arastirtldigi bir

calisma bulunmamasi bu ¢alismay1 6zgiin kilmaktadir.

Bu calisma ile Akdeniz bolgesi lagiinleri (Akyatan, Akgol-Paradeniz ve
Beymelek)’nde bulunan Levrek, Cipura ve Kefal tiirlerinde betanodavirus varligi ilk
kez arastirildi. Sonu¢ olarak RT-qPCR ile incelemesi yapilan 1080 adet balik
orneklerinde VNNV genomu tespit edilmedi. Bu calisma ile Akdeniz lagiinlerinde
Levrek, Cipura ve Kefal baliklarinda betanodavirus tespit edilmemis olmasi, dogal
damizlik anag stoklarimizin su an igin virus tasimadigini ortaya koymaktadir. Fakat
tilkemizin de i¢inde bulundugu Akdeniz havzasi iilkelerinde virusun hem kiiltiirii
yapilan baliklarda hem de dogada bulunan baliklarda tespit edildigi unutulmamalidir.
Epidemiyolojik aragtirmalara katki bakimindan, duyarli ve duyarsiz balik tiirlerini de
icinde bulunduran daha fazla 6rnek ile betanodaviruslarin arastirilmasi siirdiirtilebilir

saglikl bir yetistiricilik agisindan 6nerilmektedir.
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8. TURNITIN RAPORU

Akdeniz Bélgesinde Bulunan LagUnlerdeki (Akyatan, Akgol-
Paradeniz ve Beymelek) Levrek (Dicentrarchus labrax), Cipura
(Sparus aurata) ve Bazi Kefal Turlerinde (Mugil spp.) Viral
Nervoz Nekrozis (VNN) V
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