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ONSOZz

“Viral Hemorajik Septisemi (VHS) Virilisliniin Trabzon, Yomra Koyunda Mezgit
(Merlangius merlangus euxinus) Popiilasyonunda Yayilimi, Mevsimselligi ve Kiiltiir
Balik¢iligina Etkisinin Belirlenmesi” adli bu c¢alisma, K.T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii,
Balik¢ilik Teknolojisi Miihendisligi Anabilim Dali’nda Yiksek Lisans tezi olarak
hazirlanmis ve K.T.U. Bilimsel Arastirma Fonu tarafindan 2005.117.001.4. numarali proje
ile desteklenmistir. Caligmanin yiiriitiilebilmesi i¢in gerekli malzemelerin temininde
gosterdigi desteklerden dolayr K.T.U. Bilimsel Arastirma Fonu’na tesekkiirlerimi sunarim.
Calismanin deneysel asamalar1 K.T.U. Siirmene Deniz Bilimleri Fakiiltesi Balik
Hastaliklar1 laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Yiiksek Lisans tez danigmanligimi iistlenerek konu sec¢iminde, ¢alismada kullanilan
baliklarin temin edilmesinde, su kalitesi Olglimlerinin yapilmasinda, Viral ekimler igin
gerekli laboratuvar altyapisinin hazirlanmasinda ve daha birgok konuda yardimlarini
esirgemeyen degerli hocam Dog. Dr. Hamdi OGUT e sonsuz tesekkiirlerimi sunmay1 bir
borg bilirim.

Calisma boyunca kullanilan gokkusagi alabaliklarinin temininde her tiirli imkan

saglayan ve yardimlarim1 esirgemeyen Karadeniz Kiiltiir Balik¢iligi A. S. (KARSUSAN)
ve Dogu Karadeniz Kiiltir Balik¢iligt A. S. (DOKABAS) isletmeleri sahipleri ve
calisanlarina, mezgit baliklarinin temininde yardimlarini esirgemeyen Yomra limani
balikgilarina, 6zellikle Omer DOGAN ve Osman Kurt’a tesekkiir ederim.
Laboratuvar caligmalarim sirasinda yardimci olan Siirmene Deniz Bilimleri Fakiiltesi
Laboratuvar teknisyenleri Sener AKTAS ve Turgut TATLI, Yiiksek Lisans 6grencisi
Temel DOGAN ve Ars. Gor. Bekir TUFAN’a tesekkiir ederim.

Ayrica dogdugum giinden bu yasima kadar gerek maddi gerek manevi destegini

esirgemeyen aileme sonsuz tesekkiir ederim.

Cemil ALTUNTAS
Trabzon 2008
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OZET

Bu calisma, 2007-2008 yillar1 arasinda Trabzon ili Yomra koyunda Viral Hemorajik
Septisemi (VHS) virlisiiniin mezgit (Merlangius merlangus euxinus) popiilasyonunda
yayilimini, mevsimselligini ve kiiltiir balik¢iligina herhangi bir etkisinin olup olmadigini
belirlemek amaciyla yapilmistir. Calisma boyunca Yomra koyunda kurulmus iki farkli
isletmeden toplam 439 adet gokkusagi alabaligi (Onchornychus mykiss), ortalama 7 balik 1
grup olacak sekilde, toplam 69 grupta incelenmistir. Bu isletmelerin etrafindan toplam 864
adet mezgit dip aglar ile yakalanarak, 5-7 balik 1 grup olacak sekilde, toplam 71 grupta
incelenmistir. Baliklarin karaciger, bobrek ve dalaklarindan 6rnekler alinarak CHSE-214
hiicre kiiltiiriine ekim yapilmis ve 15°C’de inkiibe edilmistir. Ekim yapildiktan sonraki
liciincii glinden itibaren 14 giin boyunca inverted mikroskop ile sitopatik etki (CPE)
olusumu izlenmistir.

Gokkusagi alabaliklarindan alinan 6rneklerde CHSE-214 hiicre kiiltiiriinde herhangi bir
CPE goriilmezken mezgit baliklarinda Mart-Nisan 2007 ve Subat-Mart 2008 aylarinda
alman Orneklerde VHS wviriisii i¢in karakteristik olan CPE benzeri bir CPE olusumu
goriilmiistiir. Calismanin yapildig1r bolgede, VHS viriisiiniin Ocak-Nisan aylar1 arasinda
mezgit stoklarinda yayilim gosterdigi belirlenmistir. Mezgit baliklart ile kiiltlirii yapilan
gokkusagi alabaliklar1 arasinda VHS viriisiiniin transferine rastlanmamistir. Bu ¢alisma ile

Tiirkiye’de mezgit baliklarindan VHS viriisii ilk kez rapor edilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Karadeniz, Viral Hemorajik Septisemi, Mezgit, Gokkusagi Alabaligi



SUMMARY

Determining Occurence of Viral Hemorrhagic Septicemia Virus (VHSV) in Whiting
(Merlangius merlangus euxinus) Population and Its Impacts on Farmed Fish in

Yomra Bay

This study was aimed to determine the seasonal occurrence of Viral Hemorrhagic
Septicemia Virus (VHSV) in whiting (Merlangius merlangus euxinus) stocks and its
impacts on aguaculture in Y omra coast of Trabzon in The Eastern Black Sea. Totally 439
rainbow trout (Onchornychus mykiss) (69 pools) were sampled from two commercial
marine fish farms located off the Yomra bay. At the same period, around the cage site
totally 864 whiting (M. merlangus euxinus) (71 pools) were captured with deep nets.
Pooled samples of internal organs (kidney, spleen and liver) from trout and whiting were
examined for the presence of VHSV by inoculation on CHSE-214 cells and incubated at
15°C. After third day of inoculation, inoculated cell cultures were examined daily with
inverted microscobe for the development of a cytopathic effect (CPE). VHSV related CPE
was not observed in any of the samples taken from rainbow trout. However, whiting
sampled March through April 2007 and February through March 2008 showed
characteristic CPE for VHS virus on the CHSE-214 cells. No evidence of virus transfer
between whiting and cultured rainbow trout was observed during the study. Thisis the first

study reporting VHS virus from whiting in Turkey.

Key Words: Black Sea, Viral Hemorrhagic Septicemia (VHS), Whiting, Rainbow trout
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Viral Hemorajik Septisemi Viriisii

Viral Hemorajik Septisemi hastaligina sebep olan Viral Hemorajik Septisemi Virlisii
deniz baliklarindan ilk kez 1979 yilinda Yeni Zelanda’nin giiney kiy1 sularinda Atlantik
morinasi (Atlantic cod, Gadus morhua) (Jensen ve ark., 1979; Jorgensen ve Olesen, 1987),
daha sonra 1993 ve 1995 yillarinda iskogya’nin bati kiy1 sularinda morina (Melanogramus
aeglefinus) baliklarindan izole edildi (Smail, 1995,2000). 1988 yilinda Amerika’da coho
salmon (Oncorhnychus kisutch) baliklarinin ovaryum sivilarinda bulunmasiyla bu viriis
Avrupa disinda ilk kez rapor edildi (Brunson ve ark., 1989; Hopper, 1989). Bu durum
aragtirmacilarda bu virilisiin daha genis bir cografik alana yayilim gostermis olabilecegi
fikrini uyandirdi. Nitekim son yillarda yapilan g¢alismalarda, VHS wviriisiiniin ABD,
Kanada, Japonya, Kore ve Avrupa’yr da i¢ine alan kuzey yarim kiirede en az 48 farklh
balik tiirlinde mevcut oldugu ortaya ¢cikmistir (Skall ve ark., 2005). Tiirkiye’de ilk kez
2004 yilinda Karadeniz’den Trabzon Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii (SUMAE)
tarafindan tretilen kalkan (Psetta maxima) baliklarindan izole edilmistir (Kalayc1 ve ark.,
2006). VHS viriisiit Kuzey Amerika Pasifik bolgesinden 18, Kuzey Amerika Atlantik
bolgesinden 3, Japonya’dan 2 ve Kuzey Avrupa’dan 15 balik tiirlinden izole edilmistir.
Ayrica, yetistiriciligi yapilan 5 deniz balig1 ve 7 tatli su balig1 tlirlinden izole edilmistir.
Yapilan deneysel caligmalarda 11 balik tiiriiniin de bu virlise karsi dayaniksiz oldugu
goriilmiistiir (Lopez- vazques ve ark., 2003). Ek-1’de Viral Hemorajik Septisemi viriisiiniin
izole edildigi ve deneysel olarak enfekte ettigi balik tiirleri verilmistir.

Viral Hemorajik Septisemi hastaligr ilk kez 1938 yilinda “Bobrek Sigkinligi” adi ile
tarif edilmistir (Schéperclaus, 1938). 1946 yilinda Polonya’nin giineyinde ve 1950’li
yillarin basinda Danimarka’da goriilen bu hastalik “Egtved Hastalig1” (Schéperclaus, 1954;
Rasmussen, 1965), Fransa’da ise “Bulasic1 Anemi” (Besse, 1955) olarak isimlendirilmistir.
1963 yilinda Jensen tarafindan bu viriisiin alabalik hiicre kiiltiiriinde ilk kez izolasyonunun
yapilmasiyla viral etiyolojisi hakkinda bilgi edinilmeye baslanmistir. Ayni yil yapilan
uluslararas1 balik patologlar1 toplantisinda bu hastaliga “Viral Hemorajik Septisemi

Hastalig1 (VHS)” ad1 verilmistir.



1.1.1. Smiflandirmasi ve Morfolojisi

Viral Hemorajik Septisemi Viriisiit (VHSV) Mononegavirales takiminda Rhabdoviridae

ailesinin Novirhabdovirus genusuna ait olup zarli ve negatif sarmalli bir RNA viriistidiir

(ICTV, 2000). 180 nm uzunlugunda, 60 nm c¢apinda ve mermi seklindedir. Tek iplikgikli

RNA igerir (de Kinkelin ve Scherrer, 1970; McAllister, 1979).

RINA VIRUSLERI
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Arepaviridas

Sekil 1. RNA viriisleri

L ve P Proteinleri
(RMNA polimeraz)

Sekil 2. VHS Viriisiin Morfolojisi



VHSV genomu yaklagik olarak 11.200 niikleotid igerir ve 3’-N-P-M-G-Nv-L-5’
diizeninde kodlanmis besi yapisal olan (Niikleoprotein (N), Fosfoprotein (F), Matrixprotein
(M), Glikoprotein (G), RNA polimeraz (L)) ve biri heniiz fonksiyonu tam olarak

bilinmeyen yapisal olmayan (Nv Protein) alt1 proteinden olusur (Schutze ve ark., 1999).

1.1.2. Genotipleri

Niikleoprotein ve Glikoproteinin sekans analizine dayali olarak VHS virlisliniin 4
genotipi oldugu bildirilmistir (Snow ve ark., 1999). Genotiplerdeki farkliliklar viriisiin
izole edildigi y1l veya etkiledigi tiirden daha ziyade cografik bolgeyle alakalidir.

Genotip I: Avrupa tatli su izolatlar1 ve Baltik denizi izolatlarinin bir kismuini igerir ve 5
alt gruba ayrilir.

a) Avrupa tatli su baliklar1 izolatlar

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

c¢) Danimarka tatl su izolatlarinin bir kismi

d) Norveg ve Finlandiya izolatlari

e) Karadeniz izolatlar1

Genotip II: Baltik denizinde Gotland havzasi izolatlar

Genotip III: Kuzey denizi izolatlarinin bir kismu (ingiltere ve irlanda kiy1 sularindan,
Fransa’da yilan baliklarindan elde edilen izolatlar)

Genotip IV: Kuzey Amerika ve Asya (Kore ve Japonya) izolatlarmi igermektedir

(Einer-Jensen ve ark., 2004).

1.1.3. Epidemiyolojisi

VHS salginlar1 hem deniz hem de tatli su ortaminda goriilebilir. VHS salginlarinda su
sicakligi 6nemli bir cevresel faktordiir. Su sicakligima bagli olarak 7-15 giinliik bir
inkiibasyon stiresi vardir. Replikasyon i¢in optimum su sicakligi 14—15°C ve optimum pH
7,4-7,8 dir. Replikasyon 6°C de ¢ok azdir ve 20°C de hi¢ yoktur (de Kinkelin ve ark.,
1980; Bernard ve ark., 1983; McAllister, 1990). VHS salginlar1 her mevsim goriilebilir
fakat daha ¢ok su sicakliginin yiikselmeye basladigi ve dalgalanma gosterdigi ilkbahar

aylarinda goriliir.



Balik oliimleri 3-12°C arasinda goriilmektedir. 15°C {izerindeki su sicakliklarinda
Oliimler nadiren goriiliir (McAllister, 1990). VHS viriisiine dayaniklilik her balik tiiriinde
ayni degildir. Enfeksiyon her yas grubunda goriilebilir fakat geng baliklar yetiskin baliklara
gore enfeksiyona daha duyarlhidir. Cevre kosullarina bagli olarak balik 6liimleri %20’den
%80’lere kadar ¢ikabilir, hatta alabalik larvalarinda %100 o6liimler de goriilebilir (CFSPH,
2003).

VHS viriisii tiim yas gruplarina kolaylikla bulasabilir ve hayatta kalan baliklar dmiir
boyu tastyict hale gelerek tlireme sivisi ve idrar yoluyla viriisii ¢cevreye sacarlar. Viriis
ikinci solungac lamelleri ve viicuttaki yaralar vasitasiyla baliga bulasir. Yumurtlamadan 3—
4 saat sonra yumurtalardan viriis izole edilmesine ragmen bu viriisiin yumurta ile vertikal
bulagmasi heniiz kanitlanamamaistir (Jergensen, 1980; de Kinkelin ve Castric, 1982; Castric
ve de Kinkelin, 1984).

Hem tathi su hem deniz ortaminda viriis tasiyicist olan dogal balik tiirleri tizerinde
yapilan calismalarda elde edilen bulgular viral popiilasyonlarin dogada kendi varliklarini
stirdlirebilecegi ve kiiltiir baliklar1 i¢in bir enfeksiyon kaynagi gibi hareket edebilecegi
konusunda gii¢lii bir kanit ortaya koymaktadir. Ayni sekilde, dogal balik tiirleri de enfekte
olmus kiiltiir baliklarindan yayilan virlislere karst hassastir. Dogal baliklar ile kiiltiir
baliklar1 arasindaki bu ¢ift yonlii viriis transferi viral popiilasyonlarin dogada kendi
varliklarin siirdiirebilmelerinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Enzmann ve Konrad, 1985;
Jorgensen, 1982; Meier ve ark., 1994).

VHS viriisiiniin Great-Lakes-st. Lawrence (ABD) nehir sistemine girisi ve yayilimi
lizerine yapilan calismalar bu viriislin, balast sular1 ya da gdo¢gmen baliklar vasitasiyla
(Elyasad ve ark., 2006), akuakiiltiir aktiviteleri (Skall ve ark., 2005; FRS, 2006), balik
yemleri (Goodwin ve ark., 2004) ve su kuslar1 vasitasiyla (Peters ve Neukirch, 1986) nehir
sistemine girmis ve yayilmis olabilecegini gostermektedir.

Olta balik¢iligr i¢in 6nemli miktarda dogadan elde edilmis yem amagli kullanilan
baliklar canli veya donmus olarak saglik durumlarina bakilmaksizin ticari amagla alinip
satilmakta ve uzun mesafedeki yeni bolgelere tasinmaktadir. Bu yemler viriisiin endemik
oldugu bir bolgeden yeni bir bolgeye tasinmasinda bir potansiyele sahiptir (Goodwin ve
ark., 2004). Dondurulmus Pasifik ringa (Clupea harengus pallasi) baliklarindan (yem
olarak kullanilan) izole edilmig VHS viriisiiniin Kuzey Amerika hatti, baliklar iki kez
dondurulup ¢oziindiiriildiikten sonra bile hiicre kiiltiiriinde izole edilebilmistir (Meyers ve

ark., 1994).



Kuluckahane atik sularmin desarj edildigi yerlerdeki cansiz objelerden VHS virlisiiniin
izole edilmesi ve hatta bu wvirlisiin su icerisinde birka¢ giin canli kalabilmesi
kuluckahanelerin virlisiin yayilmasinda 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir (de
Kinkelin ve Scherrer, 1970).

Stres, birgok hastalikta oldugu gibi VHS hastaliginin epizootiginde de Onemli rol
oynamaktadir. Ozellikle yiiksek stok yogunlugu, kotii beslenme, yetistiricilik faaliyetleri,
balik transferi vs. gibi durumlara maruz kalan baliklarda VHS viriisiiniin yogunlugu ve
hastaligin derecesi artabilir ve bunun sonucunda da Oonemli miktarda balik Gliimleri
meydana gelebilir. Optimum yetistiricilik sartlarinda, stres olusuncaya kadar ¢ok az balik

hastaligin belirtilerini gosterir (Jorgensen, 1974; Hershberger ve ark., 1999).

1.1.4. Klinik Belirtileri

Viral Hemorajik Septisemi hastaliginda, hastaligin siddetine gore akut, kronik ve
latent (tasiyici) olmak tizere 3 durumdan herhangi birisi goriilebilir ve her bir hastalik
tipinde farkli klinik belirtiler goriilebilir (Yasutake, 1970; Wolf, 1988). Akut tipte, tipik
olarak ani ve yogun dliimler goriiliir. Baliklarda uyusukluk, renkte koyulasma, ekzoftalmus
ve kansizlik goriilebilir. Gozlerde, deride, solungaclarda ve ylizgeg¢ kaidelerinde kanamalar
goriilebilir. Internal olarak, gdz cevresinde, iskelet kaslarinda ve i¢ organlarda nokta
seklinde kanamalar goriilebilir. Karacigerde yer yer renk farklilasmalar1 ile birlikte
sigskinlik ve kan toplanmasi vardir. Bobrekler kirmizi renkte ve incelmistir. Kronik olarak
enfekte olmus baliklarda 6nemli derecede yogun Oliimler goriiliir fakat 6liimler akut tipe
gbre daha uzun zamana yayilmistir. Baliklarda uyusukluk, renkte koyulagma, ekzoftalmus
ve siddetli kanisizlik goriilebilir. Hemoraj (kanama) da goriilebilir fakat siddetli degildir.
Karaciger, dalak ve bobregin 6demine bagl olarak karin siskindir. Karaciger soluk ve
petek seklinde kizarikliklar vardir. Latent enfeksiyonda 6liim diisiiktiir ve balik normal
goriintimliidiir fakat hiperaktif olabilir (McAllister, 1990).

Histopatolojik degisiklikler genellikle karaciger, bobrek, dalak ve iskelet kaslarinda
goriiliir (Ghittino, 1965; Yasutake, 1970; Amlacher ve ark., 1980; Wolf, 1988). Akut
olarak etkilenen baliklarda karaciger siniizoitleri kan ile doludur, hepatositlerde odaksal
veya yaygin nekrobiyotik degisiklikler, sitoplazmik vokueller, piknozis, karyolizis,
lenfositik invazyon goriilebilir. Benzer degisiklikler bobrek ve dalakta da goriilebilir.

Iskelet kaslarinda, kaslarda ve liflerde eritrosit y1gi1lmalarina rastlanir fakat dokularda ¢ok



az hasar meydana gelir. Kronik olarak enfekte olmus baliklarda karaciger siniizoitler
genislemistir ve pihtilasmis plazma igerir. Bobrek ve dalak hematopoietik dokular ve
mononiikleer lenf hiicreleri hiperplastiktir. Tastyict olan baliklarda higbir belirti
goriilmedigi gibi histopatolojik degisiklikler de saptanamayabilir (McAllister, 1990).

1.1.5. Teshisi

VHS viriisiiniin standart teshisi viriisiin hiicre kiiltliriinde izolasyonu ile yapilir. VHS
viriisii BF-2 (Bluegill Fry: Wolf ve ark., 1966), CHSE-214 (Chinook Salmon Embrio:
Lannan ve ark., 1984), RSBK-2 (Red Sea Bream Kidney: Kusuda ve Kawarasaki, 1993),
EPC (Epithelioma Populosum Cyprini: Tomasek ve Fijan, 1971), FHM (Fathead Minnow:
Gravell ve Malsburger, 1965), RTG-2 (Rainbow Trout Gonad : Wolf ve Quimby, 1962)
gibi cesitli balik hiicre hatlarinda ve levrek (Dicentrarchus labrax) ve sazangillerin
yumurtalarinda ¢ogaltilabilir (McAllister, 1979; de Kinkelin, 1983). Viriisiin hiicre
kiiltiirtinde replikasyonu i¢in optimum sicaklik 14-15°C’dir (de Kinkelin ve Scherrer,
1970). Hidrojen iyon konsantrasyonu replikasyonu oldukga etkiler ve pH 7,4-7,8 sartlari
teshis i¢in mutlaka saglanmalidir (Campbell ve Wolf, 1969; Wolf ve Quimby, 1973).

Diinya Hayvan Saglhg Orgiitii (OIE) ve Avrupa Toplulugu (2001/183/EC) VHS
viriisiiniin teshis ve teyidi i¢in drnekleme planlar1 ve teshis yontemleri hakkinda direktifler
yayimmlamustir (OIE,2006; EC, 2001). Buna gére, viral drneklemelerde, 2,5 cm boyunda
veya daha kiiciik baliklarda varsa yumurta kesesi ¢ikarilir ve baligin tamami kullanilir.
2,5-4 cm boyundaki baliklarda bas ve kuyruk cikarilir, 47 cm boyundaki baliklarda tiim
i¢ organlar kullanilir ve 7 cm den biiyiik baliklarda bobrek, dalak ve/veya beyin kullanilir.
Damuzlik disi baliklarda bobrek, dalak ve ovaryum sivist kullanilirken erkeklerde bobrek
ve dalagin kullanilma imkani olmadiginda sperm sivist kullanilabilir (NWFHS, 2001). Her
bir havuzdan 1-5 balik alinarak icerisinde tasima sivisi (Earl’s Minimal Essential Medium,
Earl’s Balanced Salt Solution, Tris-Buffer, NaHCO;, L-glutamin, Gentamicin) bulunan
steril plastik tiiplere konulur. Steril plastik tiiplerin {izerine 6rnek miktari, rnegin alindigi
yer, rnek tipi, tarih, balik tiirii vb. bilgiler yazilir. Ornekler, yalitilmis bir kutu (saklama
kabi, strafor gibi) igerisinde ve soguk muhafaza edilerek en kisa zamanda laboratuvara
ulastirilmalidir. Tagima sirasinda 6rneklerin donmamasina, 1stnmamasina (>10°C) ve giines
1is1gindan korunmasina dikkat edilmelidir. Ornekleme yapildiktan sonra en ge¢ 48 saat

icerisinde 6rnekler hiicre kiiltiirline ekilmelidir.



Laboratuvara ulastiktan sonra 6rnekler homojenize edilir ve 2000xg—20 dakika—4°C’de
santrifiij edilir. Santrifiij sonucu olusan siipernetant yeni bir mikrosantrifiij tiiptine aktarilir
ve buradan da inokulum hacmi ile hiicre kiiltiirii medyumu arasindaki oran 1:10 olacak
sekilde 24 saatte %90 kaplanmig hiicrelere virlis ekimi yapilir. Hiicre kiiltiiriine
inokiilasyondan sonra 7-10 giin boyunca her giin ya da iki giinde bir faz kontrast
mikroskobu ile 40—150 biiyiitmede sitopatik etki (CPE) olusumu gézlemlenir. Eger hiicre
kiiltiirinde CPE olusmussa identifikasyon asamasina gegilebilir, eger CPE olusmamissa
subkiiltivasyonla taze hiicre kiiltiirleri kullanilarak inokiilasyon iglemi tekrarlanir ve 7-10
giinliik inkiibasyon stiresi sonucunda hala CPE olugsmamissa sonug negatif denilebilir.

Sitopatik etki, viral enfeksiyona bagli olarak doku kiiltiirii hiicrelerinde metabolik ve
morfolojik degisiklikler olarak tanimlanir ve CHSE-214 hiicre hattinda iiziim salkim1 gibi
yuvarlak tanecikler seklindeki bir goriinlis VHS viriisii i¢in karakteristiktir.

VHS viriisinliin identifikasyonu i¢in Notralizasyon, Florasan Antikor, Komplement
Fiksasyon, Immun Presipitasyon, Counter Current immun Elektroforez, Immunblot,
ELISA, Elektron Mikroskobu ve Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR) gibi gesitli yontemler
kullanilabilir (Ahne, 1981; de Kinkelin, 1983; McAllister ve Schill, 1986; Way ve Dixon,
1988; Zwillenberg ve ark., 1965). Inokiile edilmis hiicre kiiltiirlerinde viral antijenin tespiti
Indirek Florasan Antikor (IFAT) ve Immun Peroksidaz (IP) boyama ydntemleriyle
yapilabilir (Meier ve Jorgensen, 1975; Faisal ve Ahne, 1980).

1.1.6. Kontrolii ve Tedavisi

Virtisler, konaklarmin hiicresel mekanizmalarmi kullanarak cogaldiklar1 i¢in konagi
6ldlirmeden onlar1 yok etmek heniiz miimkiin degildir. VHS hastaliginin heniiz bilinen bir
tedavisi yoktur ve hastaliktan kaginma (viriis ile konakg¢1 arasindaki temasin dnlenmesi)
hastaligin kontroliinde en etkili yontemdir (Ghittino, 1965). Hiicre ortami disinda eter,
gliserol, formaldehit, kloroform, sodyum hipoklorit, sodyum hidroksit, iyodofor gibi
dezenfektanlarla etkisiz hale getirilebilirler (McAllister, 1990).

Kulugkahane dezenfeksiyonu ve bununla birlikte patojen igermedigi bilinen yumurta
veya baliklarla yeniden stok olusturma hastaligin 6nlenmesinde basarili olmustur (Kehlet,
1973; Jorgensen, 1974a, 1980). Kulugkahane giris suyunun kontrolii hastalik etmeni olan
mikroorganizmalarin  kulugkahaneye girisini minimuma indirmede Onemli rol

oynamaktadir. Bu kontrolii saglamak i¢in bircok yontem kullanilabilir fakat kisa dalga



boylu ultraviyole 1siklar gerek tek basina gerekse diger dezenfektanlarla birlikte en ¢ok
kullanilan yontemdir. Ultraviyole 1siklar dalga boylarma gére UVA (320400 nm), UVB
(280-320 nm) ve UVC (200-280 nm) olmak {izere 3’e ayrilir ve bunlardan UVC en
antiseptik etkiye sahip olanidir. UVC kullaniminin simdiye kadar bilinen bir yan etkisi
yoktur ve bakteri ve viriislerin inaktivasyonunda oldukga etkili bir yontemdir (Kurth ve
ark., 1999). Temel olarak UVC, DNA ve RNA iizerinde biyolojik bir etkiye sahiptir.
Aralarinda VHS viriisiiniin de bulundugu baz1 RNA viriislerinde genomlarda kirilmalara ya
da mutasyona neden olarak urasil iinitelerinin dimerizasyonuna yol agarlar ve bdylece bu
viriislerin inaktivasyonu gerceklesir (Smirnov ve ark., 1991).

Su sicakliginda yapilan manipiilasyonlarla hastaligin etmeni olan VHS virlisii etkisiz
hale getirilebilir. Roberts (2001) tarafindan Avrupa tathi su suslart i¢in gesitli sicaklik
kosullarinda  hayatta kalma siireleri Tablo 1’de  gosterilmektedir.  Sicaklik
manipiilasyonlarinin yani sira pH nin <2,5 ve >12,2 degerlerinde VHS viriisii etkisiz hale
gelmektedir (CFSPH, 2003).

Viriis belirlenen kaynaklardaki tiim yumurtalarin imha edilmesi, siipheli ve enfekte
kaynaklardan balik ve yumurta alinmamasi ve bu kaynaklarda yetistiricilik yapilmamasi,
yetistiricilikten kaynaklanan stresin azaltilmasi, siki kontrol politikalar1 ve hijyen

tedbirlerinin uygulanmasi viral hastaliklarla miicadelede 6nemlidir.

Tablo 1. Bazi sicakliklarda VHS viriisiiniin hayatta kalma stireleri

Sicakhik(°C) Siire

70 1 Dakika
50 10 Dakika
30 24 Saat
20 4 Hafta

14 (Suda) > 24 saat
4 Birkag ay

-20 Birkag yil




1.2. Cahismada Kullanilan Baliklar Hakkinda Genel Bilgiler

1.2.1. Mezgit (Merlangius merlangus euxinus, Nordmann, 1840)

Ulkemizde bulunan mezgit tiirii (Merlangius merlangus euxinus, Nordmann, 1840)
Gadidae familyasinin Merlangius cinsine dahildir (Slastenenko, 1956). Cok ¢esitli formlar1
ile 1lik denizlerden oldukca soguk denizlere kadar yayilabilen bu familya {iyeleri g¢esitli
formlarinin biyolojik isteklerine gore sahillerden 3—4 m derinligindeki en s1g ve hatta nehir
agizlarindaki acisu bolgelerinden kita sahanligi {izerinde genellikle 100 m derinliklere
kadar uzanan sazli, kumlu, ¢akilli, tagh ve diplerin yumusak ¢camurlu bolgelerine kadar dip
ve dibe yakin alanlarda yasamaktadirlar (Aksiray, 1987).

Mezgit baliklarinda viicut yanlardan hafifce basik ve fusiform seklindedir. Pullar kii¢tik
olup sikloid tipindedir. Sirttaki 3 dorsal yilizge¢ birbirinden ¢ok kiigiik araliklarla
ayrilmstir. Iki adet olan anal yiizgegler birbirlerinden ayrilmamis ve ventral yiizgeg pelvik
ylizgecten daha 6nde yer almaktadir. Yiizgec¢ i1sinlarinin tamami yumusak olup yiizgeg
formiili; D1 (14-17), D2 (16-19), D3(18-22), Al (28-32), A2 (19-22), P (19-20)
seklindedir ve omur sayisi 51-54 adet arasindadir (Whitehead ve ark., 1986). Mezgit
baligiin burun kismi uzun ve sivricedir. Ust ¢ene alt ¢eneden belirgin bir sekilde uzun
olup cenelerde ¢ok sayida kiiciik ve sivri digler mevcuttur. Bu alt tiir, pektoral yiizgecin
viicut boyuna oranla daha uzun olmas1 ve alt ¢ene altinda kiiclik bir sakal mevcudiyeti ile
Gadus merlangus alt tiirtinden ayrilir. Renk degisken olup kirli sar1 ve gri ile karigik
kursunidir. Karin beyaz olup pektoral ylizge¢ tabaninda siyah bir leke vardir. Maksimum
boy 50 cm olabilmektedir (Wheeler,1968).

Giindiizleri miimkiin oldugunca derin sularda ge¢irdikten sonra geceleri hamsi,
sardalya, uskumru, kolyoz gibi siiriiler halinde gezen baliklarla beslenmek {izere yiizeysel
sulara kadar c¢ikarlar. Sahillerin oldukc¢a si1g olan yosunlu, kumlu, tashh veya ¢amurlu
diplerindeki yenge¢, kurt vb. omurgasiz dip canlilarindan baska demersal balik
yumurtalari, kiiciik baliklar, karides gibi canlilarla beslenmektedirler (Aksiray, 1987).

Bu familya iiyeleri birinci yasinda cinsel olgunluga ulasirlar ve sonbahar aylarindan
itibaren, gonadlarinin olgunlasmaya baslamasi ile agik ve derin sulardan sahillere dogru
lireme gociine baslamaktadirlar (Aksiray, 1987; Sahin ve Akbulut, 1997). Uremeleri yil
boyu devam etmektedir fakat en yogun lireme yaz aylarinda goriiliir (Ciloglu ve ark.,

2001). Yumurta ve larvalar pelajiktir. {lk zamanlar yasamlarini pelajik olarak siirdiiren
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larvalar plankton ile beslenirler ve sonbahara dogru yiizey sularindan daha derin sulara
dogru ¢ekilmeye baglarlar (Aksiray, 1987).

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére 2006 yilinda, Tiirkiye’de toplam 662
000 ton su diirlinleri liretimi gergeklestirilmistir. Bunun 533 000 tonluk kismi avcilik
yoluyla, 129 000 tonluk kismi ise yetistiricilik yoluyla elde edilmistir. Denizlerden avcilik
yoluyla 409 945 ton balik iiretimi gergeklestirilmistir. Bu tiretimin 9 112 tonluk kismini
mezgit olusturmaktadir. Bunun yaklasik %66’lik kismi (6020 ton) Dogu Karadeniz
bolgesinden elde edilmistir (Tablo 2 ve Sekil 3).

Tablo 2. 2000-2006 yillar1 arasinda denizlerden avlanan toplam balik miktarlar1 ve
mezgidin bu tiretimdeki katkisi (ton/y1l)

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

Mezgit 18 000 10 000 8 808 8000 8205 8309 9112
Toplam 441690 465180 493446 416126 456752 334248 409 945

Akdeniz; 295

Ege; 366N
Marmara; 654

Bati Karadeniz;
1777

Dogu Karadeniz;
6020

‘EI Dogu Karadeniz B Bati Karadeniz O Marmara O Ege B Akdeniz‘

Sekil 3. 2000-2006 Yillar1 arasindaki mezgit iiretiminin bolgelere gore dagilimi
1.2.2. Gokkusagi Alabahig (Onchornychus mykiss)
Alabaliklar, baliklar aleminin Salmoniformes takimimin Salmonidae familyasina

mensuptur. Morfolojik olarak en 6nemli 6zellikleri, sirt yiizgeci ile kuyruk ylizgeci

arasinda 151ns1z bir yag ylizgeci (adipoz yiizge¢) denilen bir ¢ikintinin bulunmasi ve
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yasamis olduklar1 sularin 6zelliklerine gore degisebilen cesitli renk ve beneklerle kapli
olmasidir (Giiner ve ark., 2007).

Gokkusagi alabaligr ilk defa 1836 yilinda Richardson tarafindan Kolombiya irmaginda
saptanmis ve celikbas alabalik (Salmo gairdneri) olarak isimlendirilmistir. 1988 yilinda
“Amerikan Balik¢ilar Dernegi Balik isimleri Komitesi” tarafindan Pasifik kokenli alabalik
ve salmonlar1 Atlantik kokenli alabalik ve salmonlardan ayirt etmek i¢in “Onchornychus”
cins isminin kullanilmasina karar verilmistir. Ayrica, gokkusagi alabaliginin (Salmo
gairdneri) Kamchatka alabaligi (Salmo mykiss) ile ayni biyolojik tiir oldugunun
belirlenmesiyle birlikte gairdneri tir adi yerine mykiss tiir adinin kullanilmasi
benimsenmistir. Bu degisiklikler tiim uluslararast bilim cevrelerinde kabul edilmis ve
boylece gokkusagi alabaligi ve onun tim formlart Onchornychus mykiss olarak
adlandirilmistir (Kendall, 1988; Gall ve de Groot, 1990; USFWS, 1994).

Dogada 5 ya da 6 yil yasarlar, fakat 18 yildan daha fazla da yasadiklar1 goriilmiistiir.
Genellikle 1-2 kg arasinda olup maksimum 24 kg agirlik ve 120 cm boya ulastiklar
bildirilmektedir. Yetistiricilik i¢in larva ve yavru doneminde ideal su sicakligi 8-13 °C,
biiylitme evresinde ise 12—18 °C dir (Bristow, 1992; Celikkale, 1994).

Dogal ortamlarda akuatik boceklerin larvalari, zooplankton, yumusakc¢a ve kiiciik
baliklarla beslenirler (Bristow, 1992). Kiiltiir sartlarinda dogal ortamdan aldiklari
besinlerin yaninda farkli icerik ve 6zelliklere sahip yapay yemlerle beslenirler.

2006 yilinda yetistiricilik yoluyla i¢ sularda 56 026 ton ve denizlerde ise 1633 ton
alabalik iiretimi gerceklestirilmistir. Trabzon’un bu tiretimdeki pay1 i¢ sularda 1861 ton ve

denizlerde 602 ton olmak iizere toplam 2463 tondur (TUIK, 2006) (Tablo 3).

Tablo 3. 2000-2006 yillar1 Tiirkiye’de yetistiricilik yoluyla iiretilen alabalik miktarlari

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006
I¢ su 42 572 36 827 33707 39674 43 432 48 033 56 026

Deniz 1961 1240 846 1 194 1 650 1249 1 633
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1.3. Calismanin Amaci

VHS viriisii Tiirkiye’de ve bdlgemizde ilk kez 2005 yilinda Tarim ve Koy Isleri
Bakanlhig1 Trabzon Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii (SUMAE) tarafindan kiiltiirii
yapilan ve dogadan yakalanan kalkan baliklarinda tespit edilmistir (Kalayci, 2006;
Nishizawa ve ark., 2006). Bu viriisiin dogal kalkan stoklarinda mevcut olmasi kalkan
baliklarinin dogal besinlerinden biri olan ve ayni derinliklerde yasayan mezgit baliklarinda
da mevcut olabilecegi fikrini uyandirmigtir. Bu ¢aligma Karadeniz ekosistemi i¢in anahtar
bir tiir olan mezgit baliklarinda VHS virlisiniin var olup olmadigi, eger varsa hangi
donemlerde ortaya ciktiginin belirlenmesi ve bolgede deniz kafeslerinde yetistiriciligi
yapilan gokkusag alabaliklari ile mezgit baliklar1 arasinda viriis transferi olup olmadiginin

belirlemesi hedeflenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Calismanin Yapildig:1 Yer

Yomra koyu (40° 57' 58" ve 40° 57' 49" Kuzey, 39° 51' 37" ve 39° 53' 44" Dogu),
Trabzon’da denizde kafeslerde kiiltiir balik¢iliginin en yaygin olarak yapildig: bir koydur.
Bu koyda uzun bir zamandan beri kafeslerde alabalik yetistiriciligi yapan 1000 ton/y1l’lik
bir isletme (A isletmesi), 2004 yilinda kurulmus 1000 ton/y1l’lik bir igletme (B isletmesi)
ve 2007 yilinda kurulmus 1200 ton/y1l’lik bir isletme mevcut bulunmaktadir. Bu isletmeler
her gecen yil kapasitelerini artirmaktadirlar ve bunlarin yaninda ayni bdlgede yeni
isletmeler kurulma asamasindadir. Ayrica bdlgede gokkusagi alabaliginin yaninda levrek
(Dicentrarchus labrax) yetistiriciligine baslanmis ve farkli tiirlerin yetistiriciligi icin

deneme caligmalar1 yapilmaktadir.
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2.2. Su Kalitesi Kriterleri

Ocak-Aralik 2007 tarihleri arasinda, aylik olarak YSI 556 Multiprobe System cihazi ile

kafeslerin etrafindaki yiizey suyundan sicaklik, oksijen ve pH 6l¢timleri yapildi.

2.3. Materyal

Viral Hemorajik Septisemi viriisiiniin yetistiriciligi yapilan gokkusag: alabaliklarinda
mevsimsel dagilimini ve prevalensini belirlemek amaciyla, Trabzon ilinin Yomra ilgesinde
kurulmus kafeslerde alabalik yetistiriciligi yapan iki farkli isletmeden toplam 439 adet
gokkusagi alabaligi (Oncorhnychus mykiss) temin edildi. Bu iki isletmeden birincisinden
(A isletmesi) Ocak-Mayis 2007 tarihleri arasinda yapilan 5 ayr1 6rnekleme sonucunda
boylar1 12-57,5 cm ve agirliklar1 70-2470 gr arasinda degisen toplam 178 adet (28 grup),
ikinci isletmeden (B isletmesi) ise Subat, Mart, Nisan, Mayis, Aralik 2007 ve Ocak, Subat,
Mart 2008 tarihleri arasinda 8 ayr1 Ornekleme sonucunda boylar1 15,7-43,5 cm ve
agirliklart 38,74-1382,36 gr arasinda degisen toplam 261 adet (41 grup) gokkusag:
alabalig1 temin edildi. Bu isletmelerden temin edilen baliklar rastgele segilen kafeslerin her
birinden ortalama 7 balik kepce ile yakalanarak ayr1 ayr1 kovalarda ya da posetlerde karaya
cikarildi. Karaya cikarilan baliklar, icerisine buz konulmus straforlar ile soguk muhafaza
edilerek laboratuvara ulastirildi. Gokkusag: alabaliklarina ait 6rnekleme bilgileri Tablo 4
ve Tablo 5’te gosterilmistir.

Bu isletmelerin etrafinda her mevsim bulunabilen ve go¢ etmeyen bir balik tiiri olan
mezgit (Merlangius merlangus euxinus) ile gokkusagi alabaligi arasinda VHS viriisiiniin
herhangi bir transferi olup olmadigim tespit etmek amaciyla kafeslerin etrafindan Mart,
Nisan, Mayzis, Eyliil, Aralik 2007 ve Ocak, Subat, Mart 2008 tarihleri arasinda yapilan 11
ayr1 Ornekleme sonucunda, boylari 11,0-19,6 cm ve agirliklar1 8,55-54,13 gr arasinda
degisen toplam 864 adet (71 grup) mezgit, 16-18 mm ag gozii agikligina sahip dip
aglanyla ile avlanarak viral yonden incelendi.

Mezgit orneklemeleri Mart 2007, Nisan 2007 ve Subat 2008 aylarinda 15 giinliik
periyotlarla ayda 2 kez yapilmis ve toplam 6rneklenen grup sayisi ile bu gruplardan VHS
pozitif olan grup sayis1 Sekil 6’da ve mezgit baliklarina ait 6rnekleme bilgileri Tablo 6°da
gosterilmistir. Kondisyon faktorii K= (W/L?) x 100 formiilii ile hesaplanmistir (Ricker,
1975).
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Tablo 1. A Isletmesinden alinan alabaliklarin adet, boy, agirlik ve kondisyon faktorii

degerleri

AYLAR N(adet) BOY(cm) AGIRLIK(gr)  Kondisyon Faktorii
7 21,7+2,3 — —
7 21,9422 — —

OCAK 2007 7 15,9+2,1 — —
7 23,242,0 — —
8 28,3+2,0 — —
7 25,1+1,7 184,3+34,9 1,17
7 24,4+1,8 180,0+40,9 1,22

SUBAT 2007 4 18,8+0,7 81,3+10,3 1,22
7 26,3+1,7 210,7+£51,8 1,14
7 24,6+2,4 178,6+£66,8 1,16
7 27,5+1,7 232,5+34.9 1,12
7 24,1+1,6 158,2+30,7 1,12

MART 2007 7 27,3+4,4 270,9+112,5 1,26
7 25,8+1,3 190,4+35,3 1,10
7 32,5+1,6 433,5+56,0 1,25
7 30,8+1,7 372,9+114,9 1,26
7 29,3+2,1 333,6+52,8 1,32

NISAN 2007 7 26,5+1,4 215,0+£53,2 1,14
6 38,8+2,1 531,7+93,3 1,23
5 29,9+4.4 3442+151,4 1,24
5 53,5+3,0 2020,0+338,5 1,31
5 33,3+2,4 449,0+123,0 1,19
5 32,323 406,0+£125,0 1,17
6 35,5+1,1 555,0+82,4 1,24

MAYIS 2007 5 30,0=1,6 310,0+£55,1 1,14
4 37,6+2,0 792,5+194,5 1,47
6 36,4+1,8 735,0+174,3 1,25
6 34,6+1,6 571,0+£79,3 1,14
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Tablo 2. B Isletmesinden alinan alabaliklarin adet, boy, agirlik ve kondisyon faktdrii

degerleri
AYLAR N (adet) BOY(cm) AGIRLIK (gr) Kondisyon Faktorii
6 34,4+1,7 602,6+64,3 1,49
5 35,5+0,8 729,0+62,7 1,49
SUBAT 2007 7 32,9+1,4 547,0+67,7 1,72
2 32,521 610,0+261,6 1,54
3 16,3+0,9 50,5+13.9 1,15
7 37,3+£2,2 863,7+243.4 1,63
8 31,0£2,5 425,1+117,9 1,40
MART 2007 7 31,5+3,3 423,8+169,7 1,30
6 32,0+£2,9 517,9+128,3 1,55
7 20,9+1,3 112,3+20,6 1,18
7 30,8+1,5 378,4+79,3 1,28
7 37,5+1,1 770,8+74,5 1,46
NISAN 2007 7 24,5+2,1 213,1+47,5 1,37
7 22,9+1,9 154,9+37,7 1,28
7 22,5+1,9 153,2439,1 1,32
6 40,4+3,7 1084,8+258,7 1,62
5 36,4134 815,44253,2 1,64
MAYIS 2007 6 353+2.4 714,0+£190,0 1,59
6 37,6+5,0 1102,4+265,2 2,20
8 27,4+3,6 307,6+155,8 1,43
7 20,1£2,5 110,4+44,1 1,29
5 22.9+1,7 167,0+41,8 1,37
ARALIK 2007 6 23342,9 170,0+59,5 1,30
6 22,7£2,5 172,8+47.,4 1,45
7 31,7£2,3 550,2+144,2 1,69
7 29,3+1,1 378,1+20,4 1,52
OCAK 2008 7 31,1+£2,6 461,5+139,4 1,50
7 29,5+4,7 394,1+119,8 1,53
7 27,5+1,8 335,6+80,1 1,59
8 28,1+£3,9 356,0+158,8 1,50
4 29,3+1,0 382,4+83,7 1,51
SUBAT 2008 7 26,8+1,5 282,7+48.3 1,47
8 26,9+£2,3 316,1+113,8 1,56
4 29,5+2,2 381,5+110,4 1,47
7 26,4+1,2 260,0+28.9 1,41
7 28,6+2,0 401,8+124,1 1,69
7 32,2+1,7 499,9+85,3 1,49
MART 2008 4 29,9+1,9 395,3+159,7 1,45
8 25,244 .4 211,8+100,3 1,24
7 32,4+2.5 531,3+123,5 1,54
7 30,7+2.8 434,0+148,9 1,46
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Tablo 3. Mezgit baliklarina ait 6rnekleme bilgileri

Aylar N* Boy (cm) Agirlik (gr) Kondisyon faktorii
Mart 2007 7x12 14,58+0,84 23.82+3,9 0,76+0,02
Mart 2007 7x12 14,56+0,91 24,51+4,14 0,79+0,05
Nisan 2007 5x14 14,64+0,78 24,07+3,65 0,76+0,03
Nisan 2007 5x15 13,85+1,02 19,67+4 45 0,73+0,04
May1s 2007 5x15 14,86+1,09 22,58+4,34 0,69+0,03
Eyliil 2007 7x10 15,35+1,00 25,65+4,74 0,72+0,04
Aralik 2007 7x12 14,84+1,29 26,26+6,52 0,79+0,04
Ocak 2008 7x10 15,53+1,11 30,39+6,85 0,80+0,03
Subat 2008 7x12 14,59+0,81 24,61+4,17 0,79+0,02
Subat 2008 7x12 14,59+1,27 21,53+4,67 0,69+0,04
Mart 2008 7x12 14,49+0,96 21,4843,10 0,71+0,06

*; grup sayis1 x gruptaki balik sayisi

2.4. Metot

2.4.1. Viral Ornekleme

Viral drneklemede “Diinya Hayvan Saghig Orgiitii’niin (OIE)” tavsiye ettigi viral
ornekleme yontemi kullanildi (OIE, 2006). Bu ydnteme gore; her bir balig boy (1 mm
hassasiyette) ve agirlik (0,001 g hassasiyette) degerleri Olgiildiikten sonra dis yiizeyi %
70°’1ik alkolle temizlendi. Viicut boslugu acilarak karaciger, bobrek ve dalaktan kiiciik
pargalar alindi. 5-7 baligin organlar1 1 grup olacak sekilde, antibiyotiklerle (1000 IU/ml
Penisilin, 500 pg/ml Gentamycin, 1000 pg/ml Streptomycin ve Amphotericine B)
desteklenmis 10 ml Earl’s Minimal Essential Medium (EMEM; Sigma co.) iceren plastik
posetlere konuldu. Homojenize edildikten sonra 2000 x g—20 dakika—4°C’de santrifiij
edildi. Sipernetant 107 seyreltildikten sonra 24 saatlik monolayer CHSE-214 hiicre
kiiltliriine viral ekim yapild1 ve 15°C’de inkiibasyona birakildi. Takip eden 14 giin boyunca
inverted mikroskop ile herhangi bir sitopatik etki (CPE) olusup olusmadigi gézlendi. CPE
olusan Ornekler, olusan CPE’nin toksisiteden kaynaklanip kaynaklanmadigindan emin
olmak amaciyla inokiilasyon islemi tekrarlandi. Bu siire¢ sonucunda pozitif ¢ikan drnekler

-80°C’de muhafaza edildi.
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VHS pozitif oldugu tespit edilen 6rnekler, hiicre hattinda sergiledigi sitopatik etkileri
gostermek amaciyla, gimsa boyama (Pritchard ve Kruse, 1982) yontemiyle boyanarak
CHSE-214 ve BF-2 hiicre hatlarinda fotograflar ¢ekildi. Bu yonteme gore; gimsa (1 g),
gliserol (40 ml) ve metil alkolden (65 ml) olusan gimsa stok ¢ozeltisi ve Na,HPO4 (0,6 g),
KH,PO4 (0,5 g)ve distile sudan olusan 100 ml buffer ¢ozeltisi hazirlandi. Gimsa stok
¢oOzeltisi filtre ile sliziildiikten sonra 3:97 oraninda buffer ¢ozeltisi ile karistirilarak ¢alisma
soliisyonu hazirlandi. VHS pozitif oldugu goriilen hiicrelere 0,5 ml metanol eklenerek 1
dakika boyunca fiksedildi. Uzerine gimsa ¢alisma soliisyonundan 0,5 ml eklendi ve 10
dakika bekletildikten sonra suyla yikandi. Bir siire kurutulduktan sonra immersiyon yagi

ilave edilerek inverted mikroskopta fotograflar1 ¢ekildi.



3. BULGULAR

3.1. Mezgit (Merlangius. merlangus euxinus) Ornekleme Sonuclari

2007 yilinin Mart, Nisan, Mayis, Eyliil, Aralik ve 2008 yilinin Ocak, Subat ve Mart
aylarinda mezgit baliklarindan alinan doku 6rnekleri viral 6rneklenmis ve bu 6rneklerin
CHSE-214 hiicre hattina inokiilasyonu sonucunda, 2007 yilinin Mart ve Nisan aylarinda
ve 2008 yilinin Subat ve Mart aylarinda VHSV CPE’si benzeri CPE tespit edilmistir.

VHS viriisiinlin CHSE-214 ve BF-2 hiicre hatlarinda, inokulasyondan sonraki besinci
giinde sergiledigi sitopatik etkiler Sekil 5’te gosterilmektedir. Sekilde A ve C ile gosterilen
CHSE-214 ve BF-2 hiicre hatlarina inokulasyon yapilmamistir ve bu hiicre hatlarina

gimsa boyama uygulanmamustir.

Sekil 5. VHS viriisliniin inokulasyondan sonraki besinci giinde sergiledigi sitopatik
etkiler A) CHSE-214 hiicre hatti, B) VHS pozitif CHSE-214 hiicre hatti, C)
BF-2 hiicre hatti, D) VHS pozitif BF-2 hiicre hatti
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Sekil 6. Aylara gore, orneklenen mezgitlerin toplam grup sayisi ile VHS pozitif olan
grup sayisl

Arastirmada kullanilan mezgit baliklarinda ait aylik ortalama kondisyon faktorii
degerleri ve bu baliklardan VHS pozitif olan gruplarin ortalama kondiisyon faktorlerinin

karsilastirilmast Sekil 7°de gosterilmistir.

09
= 0,85 1
:S
< 08 -
= i
e 0,75 J.'\
5 I BN
2 07 YA
4 N

0,65

0,6 T T T T T T T 1

Mart 07 Nisan 07 Mayis 07 Eylil 07 Aralk 07 Ocak 08 Subat 08 Mart 08
Tarih
\ —e—Pozitif Om. Kond. Fak. ---m--- Ortalama Kond. Fak.

Sekil 7. Mezgit baliklarinin aylik ortalama kondisyon faktorii degerleri
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3.2. Gokkusag Alabalig (O. mykiss) Ornekleme Sonuclar

Calisma boyunca gerek A isletmesinden ve gerekse B isletmesinden temin edilen
toplam 439 adet gokkusagi alabaliginin, karaciger, dalak ve bobreklerinden hiicre
kiiltiiriine yapilan viral ekimler sonucunda VHSV kaynakli herhangi bir CPE olusumu
goriilmemistir.

Iki isletme kondisyon faktorleri agisindan karsilastirildiginda, A isletmesinin B
isletmesine gore tiim aylarda ve tiim balik gruplarinda daha diisiik kondisyon faktorii

degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir.

3.3. Su Kalitesi Kriterleri

Yiizey sularindan aylik olarak yapilan sicaklik, ¢oziinmiis oksijen miktar1 ve pH
Ol¢timleri sonucunda, en yiiksek sicaklik 27,4°C ile Agustos ayinda olgiillirken, en diisiik
sicaklik 9,05°C olarak Mart ayinda 6l¢iilmiistiir. Cozlinmiis oksijen miktar1 sicaklik ile ters
orantilt bir sekilde en yiiksek 13,35 mg/l ile Mart ayinda, en diisiik 6,13 mg/l olarak
Agustos ayinda ol¢iilmiistiir. PH ise en yiiksek 8,96 ile Aralik ayinda, en diisiik 8,19 olarak

Temmuz ayinda Sl¢iilmiistiir (Sekil 8).
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Sekil 8. Yiizey sularindan 6lgiilen sicaklik, ¢6ziinmiis oksijen ve pH degerleri



4. TARTISMA VE SONUC

Bu caligma, Yomra koyunda Viral Hemorajik Septisemi viriisiiniin mezgit stoklarinda
yayitlimi ve kiiltiir balik¢iligina etkisinin belirlemesi amaciyla yapilmistir. Calisma
boyunca kafeslerde gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapan iki farkli isletmeden toplam
439 adet alabalik 69 grupta incelenirken, kafeslerin etrafinda ve bolgede her mevsim
bulunabilen mezgit baliklarindan toplam 864 adet mezgit 71 grupta incelenmistir.
Baliklardan alinan dalak, bobrek ve karaciger orneklerinin CHSE-214 hiicre kiiltiiriinde
inokiilasyonu sonucunda, mezgit baliklarinda 71 grubun 9’unda VHS viriisii igin
karakteristik olan CPE olusumu goriiliirken gokkusagi alabaliklarinda VHS viriisii ile
iligkili herhangi bir CPE olusumu goriilmemistir.

VHS salginlar1 her mevsim goriilebilir fakat genellikle sonbahar ve ilkbahar aylarinda
su sicakhiginin dalgalanmalar gosterdigi dénemlerde daha yogun olarak goriiliir (OIE,
2006). VHS viriistiniin optimum replikasyon sicakligi 14-15°C’dir. Replikasyon 6°C’den
daha disiik sicakliklarda ¢ok diisiiktiir ve 20°C’den yiiksek sicakliklarda hig
goriilmeyebilir (de Kinkelin ve ark., 1980; Bernard ve ark., 1983; McAllister, 1990). Bu
sicaklik degerleri calismamizin yapildigi Dogu Karadeniz Bolgesinde alabaliklarin deniz
kafeslerine tagindig1 ve yaz aylarina kadar biiyiitiildiigii donemde yiizey suyu sicakliklarina
tekabiil etmektedir. Bolgede yapilan bir c¢alismada mezgit baliklarinin  yasadigi
derinliklerde su sicakligi yil boyu izlenmis ve 7°C ile 17,5 °C arasinda oldugu goriilmiistiir
(Ogiit ve Palm, 2005). Bu sicaklik araligr VHS salgmi i¢in uygun degerlerdedir. Bu
calismaya gore mezgit baliklarinin avlandigi derinliklerdeki su sicakligi Subat ayinda
12°C, Mart ayinda 13,5°C ve Nisan ayinda 12 °C’dir. Bu sicaklik degerleri VHS viriisiiniin
replikasyonu i¢in optimal sicaklik degerlerine tekabiil etmektedir ve calismamizda bu
aylarda alinan mezgit 6rneklerinde VHS viriisiine rastlanmustir. Ogiit ve Palm’m (2005)
Ocak-Nisan aylar1 arasinda mezgit baliklarim1 12—13,5 °C sicakligindaki derinliklerdeki
sularda rapor etmislerdir. Ilging olarak, Nisan ayinda mezgit baliklarinin avlandig
derinliklerdeki su sicakligr 12,2°C iken Mayis ayinda 8,1°C’ye gerilemistir. Muhtemelen
mezgit baliklart bu donemlerde daha soguk sulara dogru gog etmislerdir.

Mezgit baliklarinin ergin bireyleri 5—-16°C sulan tercih ederler, fakat gen¢ bireyler
hayatlarinin ilk evrelerinde ve sicak mevsimlerde yiizeye yakin sularda yasarlar (Fischer,

1973). Denizlerde gokkusagi alabaliklarinin yetistirildigi kafeslerde genellikle 15 m
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derinlige sahip aglar kullanilmaktadir. Yani kafeslerde yetistirilen gokkusagi alabaliklari
ylzey sularindan 15 m derinlige kadar olan su kiitlesinde bulunurlar. Kasim-Mayis
aylarinda su sicakligi 9—15°C arasinda olciilmiistiir ve bu sicaklik araligit VHS viriisiiniin
gelismesi ve baliklar1 enfekte edebilmesi i¢in uygun degerlerdedir. Gerek su sicakligi ve
gerekse su kiitlesi bazi donemlerde her iki tiir i¢in ortaktir. Ayrica ¢alisma boyunca
orneklenen mezgit baliklarinin bir¢ogunun mide igeriginde gokkusagi alabaliklarinin
beslenmesinde kullanilan pelet yemlere rastlanmistir. Bu durum mezgit ile gokkusagi
alabaliklar arasindaki etkilesimin bariz bir gostergesidir.

Karadeniz sahillerinde kafeslerde alabalik yetistiricili§i yapan isletmelerde gokkusagi
alabaliklar1 genellikle Kasim-Aralik aylarinda denizlerdeki kafeslere tasinmakta, Mayis-
Haziran aylarina kadar satisa sunulmakta ve satistan geriye kalan baliklar ise tath sulardaki
yetistiricilik {initelerine tasinmaktadir. Haziran aymda su sicakligt 20°C’nin iizerine
cikmaktadir ve bu sicakliklar alabalik yetistiriciligini sinirlamaktadir. Caligma boyunca
orneklenen mezgit baliklarinin tamami kafeslere ¢ok yakin bolgelerden temin edilmistir.
Alabaliklarin transfer edildigi donemlerde ise mezgit baliklar1 6rneklenmemistir. Bu
ylizden mezgit baliklarinda VHS virlisiiniin - mevsimsel dagilimi  tam olarak
belirlenememistir. Fakat sadece 2007 yilinin Mart ve Nisan aylarinda ve 2008 yilinin Subat
ve Mart aylarinda mezgit baliklarindan alinan 6rneklerin VHS viriisii i¢in karakteristik
olan sitopatik etki gdstermesi, bu virilisiin Subat-Nisan aylar1 arasinda mezgit baliklarinda
yayilim gosterdigi ve su sicakliginin 15°C’nin altinda seyrettigi Kasim-Mayis aylari
arasinda da bu viriisiin bélgede bulunabilecegi diigtiniilmektedir.

Calisma boyunca gerek A isletmesinden (178 adet) alinan gerekse B isletmesinden
alman (261 adet) gokkusagi alabaliklarindan alinan dalak, bobrek ve karaciger 6rneklerinin
CHSE-214 hiicre kiiltiirline inokiilasyonu sonucunda VHS wviriisii ile iligkili bir CPE
goriilmemistir. Fakat deneysel olarak dere alas1 (Salmo trutta) ve gokkusagi alabaliklar
calisma boyunca mezgit baliklarindan izole edilen VHS viriisii ile enfekte edilmis ve bu
baliklar VHS hastaliginin  klinik  belirtilerini ~ sergilemistir  (Ogiit ve Altuntas,
yaymlanmamis veri).

Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii-Trabzon (Nishizawa ve ark., 2006) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, kiltlirii yapilan ve dogadan yakalanan kalkan baliklarindan VHS
viriisii izole edilmis ve bu viriis deneysel olarak gdkkusagi alabaliklarina enjekte edilmistir.
Deney sonucunda gokkusagi alabaliklarinda 6lim goriilmedigi gibi VHS virlisti de geri

elde edilememistir. Skall ve ark. (2004) tarafindan yapilan benzer bir caligmada, dogal
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deniz baliklarindan elde edilen VHS izolatlarinin bazilar1 enjeksiyon yontemiyle gokkusagi
alabaliklarina uygulandiginda, diisiik seviyede oliim goriiliirken daldirma yontemiyle
enfekte edilen baliklarda 6liim ger¢eklesmemistir. Tam aksine, tatli sulardan elde edilen
VHS izolatlar1 daldirma yontemiyle baliklara uygulandiginda énemli miktarda oliimler
goriilmiistiir. Bu ¢alismalar sonucunda arastiricilar, dogal deniz baliklarindan izole edilen
VHS izolatlar1 gokkusagi alabaliklarina karsi genellikle ya patojen degildirler ya da ¢ok
diisiik viriilentlik gosterirler sonucuna varmiglardir.

VHS viriisiine dayaniklilik her balik tiirlinde ayni degildir ve geng baliklar bu viriise
kars1 daha dayaniksizdir. VHS viriisii ile enfekte olmus gokkusagi alabaligi larvalarinda
%100’e varan Oliimler goriiliirken yetiskin bireylerde higbir hastalik  belirtisi
goriilemeyebilmektedir (CFSPH, 2003). Calismada kullanilan gokkusagi alabaliklar
Aralik-Mart aylar1 arasinda yumurtadan ¢ikmakta, Eyliil ayma kadar kulugkahanede
biiylitiildiikten sonra yaklasik 1 yasindayken deniz kafeslerine taginmaktadir. Ortamda
VHS virilisii mevcut olsa vede cevre sartlar1 da enfeksiyon i¢in uygun olsa bile bu
baliklarda VHS kaynakli bir enfeksiyon goriilmeyebilir veya viriis latent (gizli) olarak
bulunabilir. Bu baliklarin damizlik olarak kullanilmasi viriisiin kuluckahanelere taginma
riskini dogurabilecek ve hatta viriisiin akarsu sisteminde ve bdlgedeki diger su
kaynaklarinda yayilmasina neden olabilecektir.

A isletmesinin kondisyon faktorii degerleri hem aylik olarak hemde grup olarak
bakildiginda B isletmesine gore daha diisiiktiir. Bu farkin sebebinin beslenme kaynakli
oldugu disiiniilmektedir. A isletmesi ihtiyact olan balikk yemini kendisi iiretirken, B
isletmesi ticari yemler kullanmaktadir ve daha saglikli bir besleme politikas1 izlemektedir.
Kotli beslenme, A isletmesinin viral enfeksiyona maruz kalma ihtimalini artirmaktadir,
fakat bu isletmeden VHS viriisii izole edilememistir.

Sonug olarak, Karadeniz’de bir anahtar tiir olan mezgit baliginda VHS viriisliniin
mevsimselligi ilk kez aylik olarak belirlenmistir. Es zamanli olarak mezgit 6rneklerinin
avlandigr alanda kurulu olan iki isletmeden yapilan Orneklemeler sonucunda mezgit
baliklarindan gokkusagi alabaliklarina viriis transferinin gergeklesmedigi tespit edilmistir.
Gokkusagi alabaliklarina viriis transferinin gergeklesmemesine ragmen diger yetistiriciligi
yapilan baliklar ve dogal baliklarda da viriis transferinin gerceklesip gerceklesmediginin

belirlenmesi kafes balik¢iliginda stratejik kararlarin alinmasinda yararl olacaktir.



5. ONERILER

Tiirkiye’de bu giine kadar VHS viriisii deniz ortaminda sadece Yomra koyunda rapor
edilmistir. Dolayistyla Yomra koyu haricinde herhangi bir yerde dogal balik stoklarinda bu
virlistin mevcut olup olmadigi konusunda herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Diger
bolgelerde de bu yonde yapilacak caligmalar VHS viriisii hakkinda daha kesin bilgiler
sunacaktir.

Dogal balik stoklarinda VHS viriisiiniin prevalensinin Yomra koyundaki gibi yogun
yetistiricilik yapilan ve yapilmayan bolgelerde karsilagtirilmasi ile viriisiin kaynagi
hakkinda fikir yiiriitiilebilecektir.

Bolgede kafeslerde alabalik yetistiriciliginin yaninda levrek yetistiriciligi de baglamistir
ve bircok farkli balik tiirlinlin yetistiriciligi i¢in O6n g¢aligmalar yapilmaktadir. Deniz
kafeslerinde her hangi bir tiiriin yetistiriciliginde VHS viriisiiniin etkisinin belirlenmesi bu
yonde girisimde bulunacak olan iireticilere 151k tutacaktir.

Mezgit baliklarindan izole edilen bu VHSV susunun farkli balik tiirlerinde
viriilenslikleri ve tiirler arasindaki enfeksiyon transferlerinin belirlenmesi gerek dogal balik

popiilasyonlar1 ve gerekse kiiltiir balik¢ilig1 agisindan son derece 6nemlidir.
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Ek-1

Tablo 1. Viral Hemorajik Septisemi viriisiiniin izole edildigi ve deneysel olarak enfekte ettigi

balik turleri

Bahk Tiiri

Yil

Referans

Dogal Ortamlarindan Yakalanan Balik Tiirleri

Kuzey Amerika (Pasifik Bolgesi)

Chinook salmon, Oncorhynchus tshawytscha 1988 Hopper (1989)
Coho salmon, Oncorhnychus kisutch 1988 Brunson ve ark. (1989)
Steelhead trout, Oncorhynchus mykiss 1989 Brunson ve ark. (1989)
Pacific cod, Gadus macrocephalus tilesius 1990 Meyers ve ark. (1992)
Pacific herring, Clupea pallasii valencienses 1993 Meyers ve ark. (1994)
Tube-snout, Aulorhynchus flavidus gill — Traxler ve ark. (1995)
Shiner perch, Cymatogaster aggregata gibbons — Traxler ve ark. (1995)
Pacific sandlance, Ammodytes hexapterus pallasi 1997 Hershberger ve ark. (1999); Kocan ve ark. (2001)
Walleye pollock, Theregra chalcogramma 1998 Meyers ve ark. (1999)
Tomcod, Microgadus proximus 1998 Meyers ve ark. (1999)
Pilchard, Sardinops sagax 1998/99 Traxler ve ark. (1999)
Black cod, Anoplopoma fimbria 1998/99 Traxler ve ark. (1999)
English sole, Parophrys vetulus girard — Hershberger ve ark. (1999)
Eulachon, Thaleichthys pacificus 2001 Kaufman ve Holt(2001); Hedrick ve ark.(2003)
Pacific mackerel, Scomber japonicus houttuyn 2001 Cox ve Hedrick (2001); Hedrick ve ark.(2003)
Surf smelt, Hypomesus pretiosus — Batts veWinton (2002); Hedrick ve ark. (2003)
Pasific hake; Merliccius productus 1998 Meyers ve ark. (1999)
Stickleback; Gasterosteus aculeatus 1997 Kent ve ark. (1998)
Kuzey Amerika (Atlantik Bolgesi)
Greenland halibut, Reinhardtius hippoglossoides 1994 Bandin ve ark. (1999); Dopazo ve ark. (2002)
Three-spined stickleback, Gasterosteus aculeatus 2000 Anonim (2001b); Olivier (2002)
Mummichog, Fundulus heteroclitus 2000 Amos ve Olivier (2001); Anonim (2001b)
Japonya
Japanese flounder, Paralichthys olivaceus 1999 Takano ve ark. (2000)
Pacific sand eel, Ammodytes personatus 2001 Watanabe ve ark. (2002)
Avrupa
Cod, Gadus morhua 1979/93 Jensen ve ark. (1979); Smail (1995;2000)
Haddock, Melanogrammus aeglefinus 1995 Smail (2000)
Herring, Clupea harengus 1996 Dixon ve ark. (1997)
Sprat, Sprattus sprattus 1996 Mortensen ve ark. (1999a)
Four-beard rockling, Enchelyopus cimbrius 1996 Mortensen ve ark. (1999a)
Norway pout, Triseptorus esmarkii 1996 Mortensen ve ark. (1999a)
Whiting, Merlangius merlangus 1997 Mortensen ve ark. (1999a)
Blue whiting, Micromesistius poutassou 1997 Mortensen ve ark. (1999a)
Lesser argentine, Argentina sphyriaena 1997 Mortensen ve ark. (1999a)
Poor cod, Trisopterus minutus 1998 King et al. (2001b)
Plaice, Pleuronectes platessa 1998 Mortensen ve ark. (1999b); Skall ve ark. (2005)
Dab, Limanda limanda 1998 Mortensen ve ark. (1999b); Skall ve ark. (2005)
Flounder, Platichthys flesus 1998 Mortensen ve ark. (1999b); Skall ve ark. (2005)
Sand goby, Pomatoschistus minutus 2001 Skall ve ark. (2002;2005)
Sand eel, Ammodytes sp. 2002 Skall ve ark. (2005)
Kiiltiirii Yapilan Deniz Baliklari
Turbot, Scophthalmus maximus 1991 Schlotfeldt ve ark. (1991)
Atlantic salmon, Salmo salar 1986/95 Jimenez ve ark. (1988); Traxler ve ark. (1995)
Japanese flounder, Paralichthys olivaceus 1996 Isshiki ve ark. (2001); Kim ve ark. (2003)

Rockfish, Sebastes inermis cuvier
Pacific sand eel, A. personatus

Isshiki ve ark. (2003)
Isshiki ve ark. (2003)




Tablo 1’in devami

Balk Tiiri Yil Referans
Diger Balik Tiirleri

Rainbow trout, Oncorhynchus mykiss 1962 Jensen (1963)
Brown trout, Salmo trutta 1969 de Kinkelin ve le Bere(1977); Jorgensen(1980)
Pike, Esox lucius 1978 Meler ve Jorgensen (1979)
Grayling, Thymallus thymallus 1979 Wizigmann ve ark. (1980)
Whitefish, Coregonus sp. 1984 Ahne ve Thomsen(1985); Meier ve ark. (1986)
European eel, Anguilla anguilla 1987 Castric ve ark. (1992)
Largemouth bass, Micropterus salmoides 1998 de Kinkelin ve ark. (1999)

Deneysel Olarak Enfekte Olan Tiirler

Brook trout, Salvelinus fontinalis

Golden trout, Oncorhynchus aguabonita
Rainbow trout X Coho salmon

European sea bass, Dicentrarchus labrax
Lake trout, Salvelinus namaycush

Atlantic halibut, Hippoglossus hippoglossus
Black sea bream, Acanthopagrus schlegelii
Red spotted grouper, Epinephelus akaara
Schlegel’s black rockfish, Sebastes schlegelii
Red sea bream, Pagrus major

Yellowtail, Seriola quinqueradiata

Rasmussen (1965)

Ahne ve ark. (1976)

Ord ve ark. (1976)

Castric ve de Kinkelin (1984)
Dorson ve ark. (1991)

Snow ve ark. (1999a); Bowden (2003)
Isshiki ve ark. (2003)

Isshiki ve ark. (2003)

Isshiki ve ark. (2003)

Ito ve ark. (2004)

Ito ve ark. (2004)




OZGECMIS

1981 yilinda Trabzon’da dogdu. Ilk ve orta dgrenimini Trabzon’da tamamladi. 2000—
2001 egitim ogretim yilinda Karadeniz Teknik Universitesi Siirmene Deniz Bilimleri
Fakiiltesi Balik¢ilik Teknolojisi Miihendisligi bolimiinde lisans &grenimine basladi ve
2004 y1l1 Haziran ayinda mezun oldu.

2004-2005 egitim 6gretim yilinda KTU Fen Bilimleri Enstitiisii Balikgilik Teknolojisi
Miihendisligi Anabilim Dali’nda yiiksek lisans 6grenimine basladi. Kasim 2005 tarihinde
KTU Fen Bilimleri Enstitiisii 50/d kadrosuna arastirma gérevlisi olarak atand1 ve Siirmene
Deniz Bilimleri Fakiiltesi Balik¢ilik Teknolojisi Miihendisligi boliimiinde gorevlendirildi.

Halen bu fakiiltedeki gérevine devam etmektedir. Orta derecede Ingilizce bilmektedir.



	01- Dış Kapak (DÜZELT)
	 Enstitü Müdür Vekili: Doç. Dr. Salih TERZİOĞLU
	TEMMUZ 2008 
	TRABZON

	02- İç Kapak
	 Enstitü Müdür Vekili: Doç. Dr. Salih TERZİOĞLU
	Trabzon 2008 

	03- Önsöz
	04-İçindekiler
	05- Özet
	06- Summary
	07-Şekiller dizini
	08-çizelgeler dizini
	09- GENEL BİLGİLER
	10- YAPILAN ÇALIŞMALAR
	10,2 yapılan çalışmalar devam
	11- BULGULAR
	12- TARTIŞMA VE SONUÇLAR
	13- ÖNERİLER
	14- KAYNAKLAR
	15- EK TABLO
	16- ÖZGEÇMİŞ

