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VIRAL HEMORAJIK SEPTIiSEMIi VIRUSUNUN (VHSV) DOGU KARADENIZ’DE
YASAYAN DOGAL BALIK TURLERINDE YAYILIMI, EPIDEMIiYOLOJISI ve
KULTUR BALIKLARI UZERINE VIRULENSI

Cemil ALTUNTAS

Karadeniz Teknik Universitesi
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Balikeilik Teknolojisi Mithendisligi Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Hamdi OGUT
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Viral Hemorajik Septisemi Viriisii’niin (VHSV) Dogu Karadeniz’de bulunan dogal balik
tirlerinde yayilimini ve prevalensini belirlemek amaciyla; 2009-2011 yillar1 arasinda 5 farkl
istasyondan avlanan 18 farkli tiirden toplam 5025 adet balik, hiicre kiiltiirii kullanilarak viral
taramadan gegirildi. Hiicre kiiltiiriinde goriilen sitopatik etkilerin viral aktivite olup olmadiklar1 RT-
PCR ile belirlendi. Tirsi (Alosa immaculata), barbunya (Mullus barbatus), gelincik (Gaidropsarus
vulgaris), iskorpit (Scorpeane porcus), istavrit (Trachurus mediterraneus), mezgit (Merlangius
merlangus euxinus), kurbaga baligi (Uranoscopus scaber), sardalya (Sardina pilchardus), zargana
(Belone belone), kum kayabaligi (Neogobius melanostomus), dikenli vatoz (Raja clavata) ve hamsi
(Engraulis encrasicolus) tiirlerinden VHSV izole edildi. VHSV izole edilen tiirlerden mezgit, sardalya
ve kum kayabaligi disindaki tlirlerde VHSV ilk kez bu ¢alisma ile rapor edildi. Sekans analizleri
sonucunda tiim izolatlarmm VHSV genotip-le’ye dahil oldugu belirlendi. Karadeniz alabaligi,
gokkusagi alabaligi kaynak alabaligi, ¢ipura ve levrek baliklarinin VHSV-le’ye kars1 duyarliliklarinin
belirlenmesi amaciyla banyo ydntemi uygulanarak deneysel enfeksiyon calismalarn yapildi.
Deneylerde kullanilan tiim baliklarin larval/juvenil donemde VHSV Ie’ye duyarli oldugu ve baliklarda
%12-34 arasinda Oliimlere neden oldugu belirlendi. Karadeniz alabaligi %34 6liim orani ile VHSV-
Ie’ye en duyarl tiir iken bunu sirasiyla levrek %25, cipura %15, gokkusagi alabaligi ve kaynak
alabaliklar1 %12 ile takip etti (x2=16,7; P<0,05). Tiim bu bulgular VHSV-Ie’nin Dogu Karadeniz’de
yasayan dogal balik tiirlerinde olduk¢a yaygin oldugunu ve kiiltiir balikgiligr i¢in kontrol edilmez ise
siirlayici bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Dogu Karadeniz’de stok yonetimi ve tiirlerin yok

olmasinda VHSV-Ie’nin etkisini belirlemede daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: VHSV, Karadeniz, balik, viriilens, alabalik, ¢ipura, levrek
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PhD. Thesis
SUMMARY

SURVEY OF VIRAL HAEMORRHAGIC SEPTICEMIA VIRUS (VHSV) IN THE SOUTH-
EASTERN BLACKSEA AND THE DETERMINATION OF ITS VIRULENCE ON CULTURED
FISH

Cemil ALTUNTAS

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Fisheries Technology Engineering Graduate Program
Supervisor: Prof. Hamdi OGUT
2015, 85 Pages, 8 Pages Appendix

A field survey was carried out to determine the distribution and prevalence of viral
haemorrhagic septicaemia virus (VHSV) in various wild fish species in the South-Eastern Black
Sea region in 2009, 2010, and 2011. The pooled or individual samples of kidney, liver, and spleen
of 5025 specimens belonging to 18 fish species, were examined using cell culture. The cells
showing cytopathic effects (CPE) were subjected to RT-PCR. Twelve species of fish (Pontic shad
Alosa immaculata, red mullet Mullus barbatus, three-bearded rockling Gaidropsarus vulgaris,
black scorpionfish Scorpeane porcus, Mediterranean horse mackerel Trachurus mediterraneus,
whiting Merlangius merlangus euxinus, stargazer Uranoscopus scaber, pilchard Sardina
pilchardus, garfish Belone belone, round goby Neogobius melanostomus, thornback ray Raja
clavata and anchovy Engraulis encrasicolus) tested positive for VHSV. Except whiting, pilchard
and round goby, the rest are new host records for VHSV. Sequence analysis showed that all isolates
belong to VHSV genotype le. Fry of three trout species (Black Sea trout (Salmo trutta labrax),
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and brook trout (Salvelinus fontinalis), sea bass
(Dicentrarchus labrax) and sea bream (Sparus aurata) were challenged by immersion with VHSV-
le, originally isolated from whiting (M. merlangus euxinus) in the Black Sea. VHSV-le caused
mortality levels between 12 to 34% among the species tested. The most susceptible species was
blacksea trout (cumulative mortality, CM = 34%), followed by sea bass (%25), sea bream (%15),
rainbow trout (12%) and brook trout (12%) (x2=16.7; P<0.05), respectively. These results support
the hypothesis that VHSV-le genotype is highly prevalent among the fish species in the Black Sea,

and should be considered in fisheries management.

Key Words: VHSV, black sea, wild fish, virulence, salmonids, sea bass, sea bream
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1.GENEL BILGILER

1.1. Viral Hemorajik Septisemi (VHS)

Viral Hemorajik Septisemi (VHS) ilk kez 1938 yilinda “Bobrek Siskinligi” adi ile
tarif edildi (Schéperclaus, 1938). 1946 yilinda Polonya’nin gilineyinde ve 1950’1 yillarin
basinda Danimarka’da bu hastalik “Egtved Hastali§i” (Schéperclaus, 1954; Rasmussen,
1965), Fransa’da ise “Bulasict Anemi” (Besse, 1955) olarak isimlendirildi. Jensen (1963)
tarafindan bu virilisiin alabalik hiicre kiiltiirtinde ilk kez izolasyonunun yapilmasiyla viral
etiyolojisi hakkinda bilgi edinilmeye baslandi. Ayni yil yapilan uluslararasi balik
patologlar1 toplantisinda bu hastaliga “Viral Hemorajik Septisemi Hastaligi (VHSH)” adi
verildi.

Viral Hemorajik Septisemi Diinya Hayvan Sagligi Orgiitii tarafindan en tehlikeli
viral balik hastaliklar1 arasinda listelenmektedir (OIE, 2010). Ulkemizde ise Gida, Tarim
ve Hayvancilik Bakanlig1 Koruma Kontrol Genel Miidiirliigii’niin 1 Nisan 2004 tarihli ve
2004/14 say1l1 tebliginde ihbar1 mecburi hayvan hastaliklar1 arasinda yer almaktadir.

Viral Hemorajik Septisemi’nin (VHS) Avrupa’da kiiltiir balik¢iligina zarari 1991
yilindaki bir calismaya gore yaklasik 40 milyon Pound seviyesindedir (Hill, 1992).
Danimarka’da 2000 yilinda gergeklestirilen bir calismada ise gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) iiretimi yapan iki isletmede goriilen VHS salginlarinin sebep
oldugu maddi kayiplarin yaklasik 211.000 Avro oldugu tahmin edilmektedir (Skall vd.,
2005D).

Viral Hemorajik Septisemi hastaligina sebep olan Viral Hemorajik Septisemi Viriisii
(VHSV) deniz baliklarindan ilk kez 1979 yilinda Yeni Zelanda’nin giiney kiy1 sularinda
Atlantik morinas1 (Atlantic cod, Gadus morhua) (Jensen vd., 1979; Jorgensen ve Olesen,
1987), daha sonra 1993 ve 1995 yillarinda Iskogya’nin bati kiyr sularinda morina
(Melanogramus aeglefinus) baliklarindan izole edildi (Smail, 2000). 1988 yilinda
Amerika’da coho salmon (Oncorhnychus kisutch) baliklarinin ovaryum sivilarinda
bulunmasiyla VHSV Avrupa disinda ilk kez rapor edildi (Brunson vd., 1989; Hopper,
1989). Bu durum arastirmacilarda VHSV’nin daha genis bir cografik alanda



yayilim gostermis olabilecegi fikrini uyandirdi. Nitekim son yillarda yapilan ¢alismalarda,
VHSV Kuzey Amerika, Asya ve Avrupa’yt da icine alan kuzey yarim kiirede 82 farkli
balik tiiriinden izole edildi ve 17 balik tiiriiniin de deneysel olarak bu virlise duyarli oldugu
goriildii (Ek tablo 1) (OIE, 2012). Tiirkiye’de ise ilk kez 2004 yilinda Trabzon Su Uriinleri
Merkez Arastirma Enstitisii (SUMAE) tarafindan iretilen kalkan (Psetta maxima)
baliklarindan izole edildi (Kalayc1 vd., 2006).

Viral Hemorajik Septisemi Viriisi (VHSV) Mononegavirales takiminda
Rhabdoviridae ailesinin Novirhabdovirus genusuna ait olup zarfli ve negatif iplikli bir
RNA viriistidiir (ICTV, 2000). 180 nm uzunlugunda, 60 nm ¢apinda ve mermi seklindedir.
Tek iplikli RNA igerir (de Kinkelin ve Scherrer, 1970; McAllister, 1979). VHSV genomu
yaklasik olarak 11.200 niikleotid icerir ve 3°-N-P-M-G-Nv-L-5" diizeninde kodlanmis besi
yapisal olan (Nukleoprotein (N), Fosfoprotein (P), Matrixprotein (M), Glikoprotein (G),
RNA polimeraz (L)) ve biri heniiz fonksiyonu tam olarak bilinmeyen ve yapisal olmayan
(Nv Protein) alt1 proteinden olusutugu bildirilmektedir (Schutze vd., 1999).

VHSV’niin tiirlinii belirlemede en ayrimci yol; niikleikasit sekansidir. Bir ¢ok
laboratuar tarafindan yapilan sekans karsilastirmalari; genetik farkliliklarin viriisiin izole
edildigi y1l veya etkiledigi tiirden ziyade cografik bdlgeyle ilgili oldugunu ortaya
koymaktadir (Skall vd., 2005b). Niikleoprotein ve Glikoproteinin sekans analizine dayali
olarak VHSV’niin dort genotipi oldugu bildirilmektedir (Snow vd., 1999). Bunlar;

Genotip I: Avrupa tath su izolatlar1 ve Baltik denizi izolatlarinin bir kismini igerir ve
bes alt gruba ayrilir. Genotip I-a; Avrupa tath su baliklarindan izole edilen suslari, genotip
I-b; Baltik denizi, Skagerrak, Kattegat, Ingiliz kanali ve Kuzey denizi suslarini, genotip I-C;
Danimarka tatli su suslarinin bazilarini, genotip I-d; Norve¢ ve Finlandiya suslarini ve
genotip I-e; Karadeniz suslarini igerir.

Genotip II: Baltik denizinde Gotland havzasi suslari

Genotip III: Kuzey denizi suslarinin bazilar1 (Ingiltere ve Irlanda kiy1 sularindan ve
Fransa’da yilan baliklarindan elde edilen suslar)

Genotip IV: Kuzey Amerika ve Asya (Kore ve Japonya) suslarini igermektedir
(genotip 1V-a; Deniz baliklarindan izole edilenler ve genotip IV-b; Tatli su baliklarindan
izole edilenler)

VHS salginlar1 hem deniz hem de tath su ortaminda goriilebilir ve tatli su ve deniz
izolatlarmin patojeniteleri arasinda 6nemli farkliliklar bulunmaktadir (Skall vd., 2005b).

VHS salginlarinda su sicakligi 6nemli bir ¢evresel faktordiir. Hastalik daha ¢ok 4-14°C su



sicakliklarinda goriiliir. 15°C’nin iizerindeki sicakliklarin viriisiin ¢ogalmasi iizerine
olumsuz etkileri oldugu bildirilmektedir. Su sicakligina bagli olarak 7-15 giinliikk bir
inkiibasyon siiresi vardir. Replikasyon i¢in optimum su sicakligi 9-12°C ve optimum pH
7,4-7,8’dir. Replikasyon 6°C’de ¢ok azdir ve 20°C’de hi¢ yoktur (de Kinkelin vd., 1980;
Bernard vd., 1983; McAllister, 1990). VHS yilin her mevsiminde gozlenmekle beraber
salginlar genellikle su sicakliklarinda dalgalanmalarin oldugu ilkbahar dénemlerinde daha
¢ok gortliir (Acosta vd., 2005).

VHSV npartikiillerinin tath ve tuzlu su ortamlarinda 40 giine kadar enfektivitesini
kaybetmeden kalabildigi bildirilmistir (Snow vd.,2005). VHSV’niin konak disinda hayatta
kalmasi1 suyun fiziko-kimyasal yapisina ve su sicakligina baghidir (Ahne, 1982). 20°C ile
karsilastirildiginda 4°C su sicakliginda VHSV daha uzun siire varligini koruyabilir.
VHSV’niin tath su ortaminda 4°C’de 28-35 giin, filtre edilmis tath suda ise 1 y1l boyunca
enfektivitesini korudugu bildirilmistir (Parry ve Dixon, 1997). Ovaryum sivilari veya kan
tiriinleri (serum) gibi organik materyallerin suya eklenmesiyle viriis daha uzun siire
varligini siirdiirebilir. Yapilan bir ¢calismada 15°C su sicakliginda deniz suyunda 40 saat
sonunda viriistin varligini korudugu fakat viriis enfektivitesinin 10 saat sonra %50 oraninda
azaldig bildirilmektedir (Kocan vd., 2001).

VHSV’ne duyarlilik her balik tiiriinde ayni degildir. Enfeksiyon her yas grubunda
gortllebilir fakat geng baliklar yetiskin baliklara gore enfeksiyona daha duyarlidir. Cevre
kosullarina bagli olarak balik 6liimleri %20°den %80’lere kadar ¢ikabilir, hatta alabalik
larvalarinda %100 6liimler goriilebilir (CFSPH, 2003).

1.1.1. VHS’nin Yayilimi

Kiiltiir baliklar1, dogal baliklar ve/veya dogaya geri kagan/birakilan baliklardan viriis
tastyanlar ve klinik olarak enfekte baliklar VHSV rezervuarlarini olusturmaktadir (OIE,
2010). Virts ikincil solunga¢ lamelleri ve viicuttaki yaralar vasitasiyla baliga bulasir.
VHSV tiim yas gruplarina kolaylikla bulasabilir ve hayatta kalan baliklar 6miir boyu
tastyict hale gelerek tireme sivist ve idrar yoluyla viriisii ortama yayarlar. Yumurtlamadan
3-4 saat sonra yumurtalardan virlis izole edilmesine ragmen bu virlisiin yumurta ile
vertikal bulagmasi heniiz kanitlanamamistir (Jorgensen, 1980; de Kinkelin ve Castric,

1982; Castric ve de Kinkelin, 1984).



VHSV’niin Great-Lakes-st. Lawrence (ABD) nehir sistemine girisi ve yayilimi
izerine yapilan caligmalar bu virilisiin, balast sular1 ya da gé¢men baliklar vasitasiyla
(Elsayed vd., 2006), akuakiiltiir aktiviteleri (Skall vd., 2005b; FRS, 2006), balik yemleri
(Goodwin vd., 2004) ve su kuslar1 vasitasiyla (Peters ve Neukirch, 1986) nehir sistemine
girmis ve yayilmis olabilecegini gostermektedir.

Kulugkahane atik sularinin desarj edildigi yerlerdeki cansiz objelerden VHSV niin
izole edilmesi ve bu viriisiin su igerisinde birka¢ giin canli kalabilmesi enfekte
kulugkahanelerin virlisiin yayilmasinda onemli bir rol oynadigini gostermektedir (de
Kinkelin ve Scherrer, 1970).

Diger viral hastaliklarda oldugu gibi VHS hastaliginda da stres patojenite ve
epidemileri etkileyen 6nemli bir faktordiir. Enfeksiyonu atlatan baliklarda viriis gizli
kalabilir ve ileride gerceklesebilecek bir stres faktoriiyle birlikte viriis sagilimi s6z konusu
olabilir (Acosta vd., 2005; de las Heras, 2008; Knuessel vd., 2003; Skall vd., 2004b; Snow
vd., 2005). Ozellikle yiiksek stok yogunlugu, kétii beslenme, yetistiricilik faaliyetleri, balik
tasima islemleri vb. durumlara maruz kalan baliklarda artan strese bagl olarak VHSV’niin
dozaj1 ve hastaligin derecesi artabilir ve bunun sonucunda da 6nemli miktarda balik
Olimleri meydana gelebilir. Optimum yetistiricilik sartlarinda, stres olusuncaya kadar ¢ok

az balik hastaligin belirtilerini gosterir (Jorgensen, 1974; Hershberger vd., 1999).

1.1.2. VHS’nin Klinik Belirtileri

VHS hastaliginda, hastaligin siddetine gore akut, kronik ve latent (tasiyici) olmak
tizere li¢ durumdan herhangi birisi goriilebilir ve her bir hastalik tipinde farkli klinik
belirtiler goriilebilir (Yasutake, 1970; Wolf, 1988). Akut tipte, tipik olarak ani ve yogun
Olimler goriilir. Baliklarda uyusukluk, renkte koyulasma, ekzoftalmus ve kansizlik
goriilebilir. Gozlerde, deride, solungaclarda ve ylizgeg kaidelerinde hemoraji (kanamalar)
gortlebilir. Goz ¢evresinde, iskelet kaslarinda ve i¢ organlarda nokta seklinde kanamalar
gortlebilir. Karacigerde yer yer renk farklilagsmalari ile birlikte siskinlik ve kan toplanmast
vardir. Bobrekler kirmizi renkte ve incelmistir. Kronik olarak enfekte olmus baliklarda
onemli derecede yogun Oliimler goriiliir fakat Sliimler akut tipe gore daha uzun zamana
yayilmistir. Baliklarda uyusukluk, renkte koyulasma, ekzoftalmus ve siddetli kansizlik
goriilebilir. Hemoraji de goriilebilir fakat siddetli degildir. Karaciger, dalak ve bobregin

O0demine bagli olarak karin siskindir. Karaciger soluktur ve petek seklinde kizarikliklar



vardir. Latent enfeksiyonda ise 6liim orani diisiiktiir ve balik normal goriinimliidiir fakat

hiperaktif olabilir (McAllister, 1990).

1.1.3. VHS’nin Teshisi ve Viral Ornekleme Yoéntemi

Diinya Hayvan Saghg Orgiiti (O.1.E.) ve Avrupa Toplulugu (2001/183/EC)
VHS’nin teshis ve teyidi i¢in drnekleme planlar1 ve teshis yontemleri hakkinda direktifler
yaymmlamistir (OIE, 2006; EC, 2001). Buna gére, viral drmeklemelerde 2,5 cm boyunda
veya daha kiiclik baliklarda varsa besin kesesi ¢ikarilir ve baligin tamami kullanilir. 2,54
cm boyundaki baliklarda bas ve kuyruk c¢ikarilir, 47 cm boyundaki baliklarda tiim i¢
organlar kullanilir ve 7 cm den biiyiik baliklarda bdbrek, dalak ve/veya beyin kullanilir.
Damuzlik disi baliklarda bobrek, dalak ve ovaryum sivisi kullanilirken erkeklerde bobrek
ve dalagin kullanilma imkéan1 olmadiginda sperm sivis1 kullanilabilir (NWFHS, 2001). Her
bir havuzdan 1-5 balik alinarak igerisinde tasima sivisi (Earl’s Minimal Essential Medium,
Earl’s Balanced Salt Solution, Tris-Buffer, NaHCO3, L-glutamin, Gentamicin) bulunan
steril plastik tiiplere konulur. Steril plastik tiiplerin tizerine 6rnek miktari, 6rnegin alindig1
yer, drnek tipi, tarih, balik tiirii vb. bilgiler yazilir. Ornekler, yalitilmis bir kutu (saklama
kabi, strafor gibi) icerisinde ve soguk muhafaza edilerek en kisa zamanda laboratuara
ulastirilmalidir. Tagsima sirasinda 6rneklerin donmamasina, 1sinmamasina (10°C den daha
soguk olmali) ve giines 1s131ndan korunmasina dikkat edilmelidir. Ornekleme yapildiktan
sonra en ge¢ 48 saat icerisinde 6rnekler hiicre kiiltiirline inokiile edilmelidir.

VHS’nin standart teshisi viriisiin hiicre kiiltiiriinde izolasyonu ile yapilir. VHSV; BF-
2 (Bluegill Fry: Wolf vd., 1966), CHSE-214 (Chinook Salmon Embrio: Lannan vd., 1984),
RSBK-2 (Red Sea Bream Kidney: Kusuda ve Kawarasaki, 1993), EPC (Epithelioma
Populosum Cyprini: Tomasec ve Fijan, 1971), FHM (Fathead Minnow: Gravell ve
Malsberger, 1965), RTG-2 (Rainbow Trout Gonad : Wolf ve Quimby, 1962), AS (Atlantic
salmon: Nicholson ve Byrne, 1973), SSN-1 (Striped snakehead: Frerichs vd., 1991) ve FSP
(Flounder Spleen: Kang vd., 2003) gibi gesitli hiicre hatlarinda ve levrek (Dicentrarchus
labrax) ve sazangillerin yumurtalarinda g¢ogaltilabilir (McAllister, 1979; de Kinkelin,
1983). Bunlar arasindan VHSV izolasyonu i¢in en duyarli olan1 BF-2 hiicre hattidir
(Olesen ve Jorgensen, 1992). Viriisiin hiicre kiiltiirtinde replikasyonu i¢in optimum sicaklik

14-15°C’dir (de Kinkelin ve Scherrer, 1970). Hidrojen iyon konsantrasyonu (pH) viral



replikasyonu oldukca etkiler ve pH 7,4-7,8 sartlar1 teshis i¢cin mutlaka saglanmalidir
(Campbell ve Wolf, 1969; Wolf ve Quimby, 1973).

Laboratuara ulastiktan sonra baliklardan alinan organ homojenatlar1 2000-3000 x g -
4°C - 20 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonucu elde edilen silipernetant yeni bir santrifiij
tiipline aktarilir ve buradan da inokulum hacmi ile hiicre kiiltlirii medyumu arasindaki oran
1:10 ve 1:100 olacak sekilde 24 saatte %90 kaplanmis hiicrelere viriis inokiile edilir. Hiicre
kiltliriine inokiilasyondan sonra 7—14 giin boyunca her giin ya da iki giinde bir ters 151k
mikroskobu ile sitopatik etki (CPE) olusumu gézlemlenir. Sitopatik etki, viral enfeksiyona
bagl olarak doku kiiltiirii hiicrelerinde metabolik ve morfolojik degisiklikler olarak
tanimlanir ve hiicre kiiltiiriinde liziim salkimi gibi yuvarlak tanecikler seklindeki bir
goriinlis VHSV i¢in karakteristiktir. Eger hiicre kiiltiirinde CPE olusmus ise tanimlama
asamasina gegilebilir. CPE olusmamis ise subkiiltivasyonla taze hiicre kiiltiirleri
kullanilarak inokiilasyon islemi tekrarlanir ve 7—14 giinliikk inkiibasyon siiresi sonucunda
hala CPE olusmamissa sonug negatiftir denilebilir (O.1.E., 2006; E.C., 2001).

VHS’nin tanimlanmasi i¢in Notralizasyon, Florasan Antikor, Komplement
Fiksasyon, Immun Presipitasyon, Counter Current Immun Elektroforez, Immunblot,
ELISA, Elektron Mikroskobu ve Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR) gibi cesitli yontemler
kullanilabilir (Ahne, 1981; de Kinkelin, 1983; McAllister ve Schill, 1986; Way ve Dixon,
1988; Zwillenberg vd., 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).

1.1.4. Tedavi

VHS’nin heniiz bilinen bir tedavisi yoktur ve hastaliktan kagmma (viriis ile konak
arasindaki temasin 6nlenmesi) hastaligin kontroliinde en etkili yontemdir (Ghittino, 1965).
VHSV hiicre ortami disinda eter, gliserol, formaldehit, kloroform, sodyum hipoklorit,
sodyum hidroksit, iyodofor gibi dezenfektanlarla etkisiz hale getirilebilir (McAllister,
1990).

Kulugkahane dezenfeksiyonu ve bununla birlikte patojen icermedigi bilinen yumurta
veya baliklarla yeniden stok olusturma hastaligin 6nlenmesinde basarili olmustur (Kehlet,
1973; Jorgensen, 1974; 1980). Kuluckahane giris suyunun kontrolii hastalik etmeni olan

mikroorganizmalarin  kulugkahaneye girisini minimuma indirmede Onemli rol



oynamaktadir. Bu kontrolii saglamak i¢in bir¢ok yontem kullanilabilir fakat kisa dalga
boylu ultraviyole 1siklar gerek tek basina gerekse diger dezenfektanlarla birlikte en ¢ok
kullanilan yontemdir. Ultraviyole 1siklar dalga boylarina gére UVA (320-400 nm), UVB
(280-320 nm) ve UVC (200-280 nm) olmak {iizere 3’c¢ ayrilir ve bunlardan UVC en
antiseptik etkiye sahip olanidir. UVC kullaniminin simdiye kadar bilinen bir yan etkisi
yoktur ve bakteri ve viriislerin inaktivasyonunda oldukca etkili bir yontemdir (Kurth vd.,
1999). Temel olarak UVC, DNA ve RNA iizerinde biyolojik bir etkiye sahiptir. Aralarinda
VHSV’niinde bulundugu bazi RNA viriislerinde genomlarda kirilmalara ya da mutasyona
neden olarak urasil iinitelerinin dimerizasyonuna yol acarlar ve bdylece bu viriislerin
inaktivasyonu gerceklesir (Smirnov vd., 1991). Su sicakliginda yapilan manipiilasyonlarla
hastaligin etmeni olan VHS viriisii etkisiz hale getirilebilir. Sicaklik manipiilasyonlarinin
yani sira pH’nin <2,5 ve >12,2 degerlerinde VHSV etkisiz hale gelmektedir (CFSPH,
2003).

1.2. Onceki Yapilan Cahsmalar

VHSV Karadeniz’de ilk kez Giircistan’da gokkusagi alabaliklarinda rapor edilmis ve
Genotip Ie igerisine yerlestirilmistir (Einer-Jensen vd., 2005).

VHSV, Tiirkiye’de ilk kez Trabzon Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii
(SUMAE) tarafindan iiretilen ve dogadan yakalanan kalkan (Psetta maxima) baliklarindan
izole edildi (Kalayci vd., 2006; Nishizawa vd., 2006). Bu baliklardan izole edilen
VHSV’niin Giircistan’da alabaliklardan izole edilen GE-1.2 izolatina % 98 benzerlik
gosterdigi ve ayni genogrupta (Genotip I-e) yer aldigi belirlendi. Bu izolatlarla yapilan
deneysel bir ¢alismada, 15 giinliik (5 cm boyunda) kalkan balig1 larvalar1 ve 146 giinliik (4
cm boyunda) gokkusagi alabaligi yavrulari, VHSV’ne banyo ve enjeksiyon yontemleriyle
maruz birakildi. Calisma sonucunda VHSV izolatlarinin kalkan baliklar1 icin diisiik
patojenite goOsterdigi, gokkusagi alabaliklar1 i¢in ise patojenik olmadigi belirtildi
(Nishizawa vd., 2006).

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde yapilan diger bir ¢aligmada, 2007 ve 2008 yillarinda
VHSV’niin deniz kafeslerinde kiiltlirii yapilan gokkusagi alabaliklarinda (O. mykiss) ve
dogadan avlanan mezgit (M. merlangus euxinus) baliklarinda yayilimi ve mevsimselligi
izlendi. Bu ¢alismada, alabaliklarda VHSV’ne rastlanmazken, mezgit baliklarindan Ocak-
Nisan aylar1 arasinda VHSV izole edildi (Altuntas, 2007; Altuntas ve Ogiit, 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Einer-Jensen%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15105533

Bolgede yapilan diger bir calismada ise Karadeniz’de yasayan dogal balik
tirlerinden VHSV izolasyonu ve izole edilen viriislerin patojenitelerinin belirlenmesi
amaciyla 12 farkli balik tiirlinde (3378 adet) ve tathh sularda yetistiricili§i yapilan
alabaliklarda VHSV taramasi yapildi ve sadece kalkan baliklarindan bu viriisiin izole
edildigi bildirildi (Isidan, 2010). Bu g¢alismadaki ornekleme istasyonlart ve orneklenen
tiirler hakkinda ayritili bilgi Tablo 1°de sunulmaktadar.

Tablo 1. Ornekleme istasyonlari ve 6rneklenen balik tiirleri (Isidan, 2010).

"Tir  Hopa Pazar Trabzon Giresun Ordu Samsun Sinop Inebolu Eregli
Palamut - - 37 10 - - - - -
Hamsi* 112 143 350 95 89 34 75 47
Cipura - - - - 27 - - - -
Levrek - - - - 36 - - - -
[zmarit* - 201 160 20 17 - - -
Istavrit* - 110 260 34 30 37 76 30 25
Barbunya* - 165 70 32 65 43 59 33 25
Mezgit* 95 90 182 78 23 74 105 28 39
Vatoz* - - 58 - - - - - -
Trakonya - - 65 - - - - - -
Minekop - - 10 - - - - - -
Kalkan - - 24 - - - - - -

Toplam 207 709 1216 229 181 260 274 166 136

(*: Hem bu ¢alismada hemde Isidan (2010) tarafindan yapilan ¢alismada 6rneklenen balik
tiirleri)

Ulkemizde balik hastaliklari konusunda ulusal referans laboratuar olan Bornova
Veteriner Kontrol Enstitiisii’niin Viroloji Béliimii tarafindan, IPN (infeksiydz Pankreatik
Nekrozu) ve VHS hastaliklar1 yoniinden 2004-2011 yillar1 arasinda yapilan rutin teshis,
hastalik kaynagini arastirma amacl epidemiyolojik tarama, bolgelerin bu hastaliklar

acisindan durumlarimin belirlenmesi amacgli epidemiyolojik tarama ve hastalik sonrasi



izleme calismalari yapildi. Bu g¢alismalarda, gokkusagi alabaliklarindan (O. mykiss) 2006
ve 2007 yillarinda Bolu’da, kalkan baliklarindan (Psetta maxima) 2004 ve 2009 yillarinda
Trabzon ve Mugla illerinde, levrek (D. labrax) baliklarindan 2004 yilinda Antalya, Mugla
ve Izmir illerinde ve ¢ipura baliklarindan (S. aurata) 2004 yilinda Izmir’de VHSV
izolasyonlar1 gergeklestirildi. Gokkusagi alabaligi ve kalkan baliklarindan elde edilen
izolatlarin genotip-I olduklar1 belirlendi. (Kalayc1 vd., 2012)

King vd. (2001b) yaptig1 ¢alismada, Kuzey Denizi, Kuzey-Dogu Atlantik Okyanusu
ve Irlanda kiyr sularinda dogal balik stoklarinda VHSV’niin dagilimmi belirlemek
amaciyla yaptiklar1 6 6rnekleme gezisinde aralarinda mezgit (Merlangius merlangus), ¢aca
(Sprattus sprattus), istavrit (Trachurus trachurus) ve gelincik (Rhinonemus cimbrius)
baliklarminda bulundugu 23 farkli balik tiirtinden toplam 19 293 adet balik 6rneklendi ve
Cod (Gadus morhua), poor cod (Trisopterus minutus,), norway pout (Trisopterus esmarkii)
ve mezgit (Merlangius merlangus) baliklarindan VHSV izole edildi. Calismada, 1 grupta
10 adet mezgit olacak sekilde viral drnekleme yapildi ve toplam 3424 adet mezgit 350
grupta viral orneklendi. Bu gruplardan yalnizca 1 tanesinden VHSV tespit edildi. VHS
viriisii tespit edilen gruptaki mezgit baliklarinin ortalama boylar1 11,3+1,1 cm olarak
Olciildii. Aynmi galigmada, 1704 adet caca 176 grupta, 30 adet istavrit 3 grupta ve 121 adet
gelincik 68 grupta viral 6rneklendi ve bu 6rneklerde VHSV ne rastlanmadi.

Dixon vd. (2003), ingiltere’yi ¢evreleyen deniz sularindan &rnekledigi ve aralarinda
mezgit (Merlangius merlangus), ¢aga (Sprattus sprattus) ve istavrit (Trachurus trachurus)
baliklarininda bulundugu 11 farkli balik tiiriinde VHSV taramasi yaptilar ve bu baliklardan
sadece ringa (Clupea harengus) baliklarindan bu viriisii izole ettiler.

Mortensen vd. (1999), 1996-97 yillarinda Danimarka’y1 ¢evreleyen denizlerde
VHSV’niin yayilimini1 belirlemek amaciyla yaptiklari ¢alismada aralarinda mezgit
(Merlangius merlangus), istavrit (Trachurus trachurus), gelincik (Rhinonemus cimbrius),
caca (Sprattus sprattus) ve zargana (Belone belone) baliklarmin da bulundugu 29 farkli
balik tiiriinden toplam 7344 adet baligi 923 grupta viral 6rneklediler ve 8 farkli tiirden
toplam 31 adet VHSV izolasyonu gerceklestirdiler (herring (11 izolat), ¢aca (8 izolat), cod
(6 izolat), gelincik (1 izolat), Norway pout (1 izolat), Blue whiting (1 izolat), mezgit (2
izolat) ve Lesser argentina (1 izolat)). Bu tiirlerden cod ve herring baliklar1 disindaki tiirler
ilk kez bu ¢alisma sonucunda rapor edildi.

Brudesth ve Evensen (2002), Norve¢ kiyr sularinda yaptiklari bir g¢alismada,

aralarinda caca (Sprattus sprattus, 440 adet), mezgit (Meringius merlangus, 18 adet),



10

gelincik (Rhinonemus cimbrius, 25 adet), istavrit (Trachurus trachurus, 17 adet), Gobitler
(Gobiusculus flavescens, Pomatoschistus minutus, Gobius niger, Pomatoschistus pictus,
Aphya minuta, Crystallogobius linearis, toplam 1300 adet), dil (Solea vulgaris, 2 adet) ve
pisi (Platichthys flesus, 8 adet), baliklarininda oldugu 16 farkli familyadan toplam 40 farkli
balik tirti (8395 adet balik/954 grup) viral oOrneklendi ve sadece Blue Whiting
(Micromesistius poutassou, 2052 adet balik 6rneklendi, 1 grupta VHSV izole edildi) ve
Norway Pout (Trisopterus esmarkii, 420 adet 6rneklendi, 1 grupta VHSV izole edildi)
baliklarindan alinan organ homojenatlarindan VHSV izole edildi.

Hedrick vd. (2003) Kuzey Amerika’da yaptiklar1 bir ¢aligmada sardalya, uskumru,
Herring, Sablefish, ratfish, Shiner perch, Eulachon, Surf smelt baliklarinda VHS viriisii
taramasi yapildi ve ratfish hari¢ diger tiim baliklardan VHSV izole edildi.

Takano vd. (2000), dogadan avladiklar1 ve agirliklar1 500-1000 g arasinda degisen
113 adet pisi (Paralichthys olivaceus) baligi tizerinde viriis taramasi yaptilar ve 2 baliktan
VHSYV izolasyonu gergeklestirdiler. Bu iki baliktan birincisinde (661 g) VHS nin herhangi
bir belirtisine rastlanmazken diger baligin (1000 g) ise anemik (hematokrit degeri: %16,5)
oldugu goriildii. VHSV bu ¢aligma ile Asya kitasindan ilk kez rapor edildi.

Kim vd. (2009), Kore’nin giiney kiyilarinda 2005 yilinda kig-bahar aylar1 arasinda
(su sicaklign 9-15°C) i¢ farkli isletmede kiiltiirii yapilan pisi baliklarinda (Paralichthys
olivaceus) giinliik % 0,5-3 arasinda (kiimiilatif 6liimler %40-60) balik 6liimleri gériilmesi
lizerine yaptiklart bir ¢alismada, baliklarda her hangi bir parazit ya da bakteriye
rastlanmazken baliklardan alinan organ homojenatlarinin hiicre kiiltiiriine inokiilasyonlar
sonucunda VHSV’iin karakteristik sitopatik etkileri goriildii. Yapilan sekans analizleri
sonucunda VHSV oldugu ve Japonya’da pisi baliklarindan izole edilen VHSV ile %99,3-
%100 benzerlik gosterdigi belirlendi. Pisi baliklarindan izole edilen bu VHSV izolati ile
yine pisi baliklartyla yapilan deneysel enfeksiyon ¢alismalarinda 18 giin sonunda banyo
yontemi ile % 60, enjeksiyon yontemiyle ise %100 balik 6liimleri goriildi.

Meyers vd. (1999), Lisianski koyu (Pelican/Alaska) ve etrafindaki sularda yogun
balik oliimlerinin oldugu bir salgin goriilmesi {izerine yaptiklart bir ¢calismada, bolgeden
toplanan Olii baliklardan (Pasifik herring (Clupea pallasi), Pasifik hake (Merluccius
productus) ve Walleye pollock (Theragra chalcogramma)) aldiklart numuneleri viral
orneklediler. Orneklerin BF-2 ve EPC hiicre hatlarinda sitopatik etki gosterdigini, elektron

miksorkobu incelemesinde rhabdovirus oldugunu ve polimer zincir reaksiyonu (PCR)



11

islemi sonrasinda da Kuzey Amerika kokenli VHSV oldugunu belirlediler. Bu tiirlerden
pasifik hake ve wolleye pollock baliklaridan VHSV izolasyonu bolgede ilk kez yapildi.

2006 y1l1 Mayis ay1 baglarinda New York Cevre Koruma Departmani (NYSDEC) St.
Lawrence nehri ve Lake Ontorio bolgelerinde aralarinda binlerce kumkayasi baligininda
(N. melanostomus) bulundugu yogun balik &liimlerinin oldugunu rapor etti. Bélgeden
alman 0lii ve 6lmek iizere olan kumkayasi baliklarinda yapilan virolojik muayenelerde
organ homojenatlarinin FHM hiicre hattina inokiilasyonlar1 sonucu besinci gilinde sitopatik
etkilerin (CPE) belirmeye basladig1 goriildii. CPE goriilen flasklardan alinan sivilar ile ters
transkriptaz polimer zincir reaksiyonu (RT-PCR) yapildi ve bu 6rneklerde VHSV oldugu
tespit edildi. Sekans analizleri sonucunda izole edilen viriisiin genotip-1Vb’ye dahil oldugu
belirlendi (Groocock vd.,2007).

Skall vd. (2004a) yaptiklart bir ¢alismada, gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus
mykiss) (0,6-6,2 g) immersiyon (banyo) ve enjeksiyon yontemleriyle dogal deniz
baliklarindan izole edilen 139 adet (115 adet Avrupa denizlerindeki dogal baliklardan, 2
adet Iskogya ve Irlanda’da kiiltiirii yapilan kalkan baliklarindan, ve 22 adet kiiltiirii yapilan
gokkusagi alabaliklarindan) VHSV’ne kars1 duyarliliklart belirlendi. Calisma sonucunda,
dogal deniz baliklarindan izole edilen VHS suslari ile banyo yontemiyle yapilan deneysel
enfeksiyon caligmalarinda balik oliimleri goriilmezken enjeksiyon yontemiyle yapilan
deneysel enfeksiyon ¢alismalarinda ise bazi izolatlarin 6liimlere neden oldugu gorildi.
Kiiltiirii yapilan gokkusagi alabaliklarindan izole edilen tiim izolatlarin banyo yontemiyle
yapilan deneysel enfeksiyonlarda 6nemli derecede dliimlere neden oldugu goriildii. Kiiltiirti
yapilan kalkan baliklarindan elde edilen 2 izolat ile yapilan deneysel enfeksiyonlarda ise
balik 6liimleri goriilmedi.

Snow ve Smail (1999) yaptiklart bir ¢aligmada, kalkan baliklarindan izole edilen
VHSV (860/94-iskocya) susu kullanilarak yine kalkan baliklari ile (8 g) 10°C su
sicakliginda immersiyon, enjeksiyon ve kohabitasyon yOntemleri uygulanarak deneysel
enfeksiyon c¢aligmalar1 yapildi. Enjeksiyon yontemiyle yapilan deneysel enfeksiyon
calismasinda balik oliimleri 3. glinde basladi ve 13. giinde 6liim oran1 % 100’e ulast.
Kohabitasyon yontemi uygulanan baliklarda 6liimler 12. giinde baslad1 ve deney sonunda
6lim oranmin % 50-67 ye ulastig1 goriildii. Immersiyon yéntemi uygulanan baliklarda ise
balik oliimleri 9-13 giinler arasinda goriildii ve 6liim oran1 % 63-74 oldugu goriildii.

Goodwin ve Merry (2011) tarafindan yapilan bir ¢caligmada, mavi solungac baliklar

(Lepomis macrochirus) 10-30°C arasinda degisen 6 farkli sicaklikta VHSV genotip-1Vb
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kullanilarak intraperitonal enjeksiyon yontemiyle deneysel enfeksiyon g¢alismasi yapildi.
Calisma sonucunda, 10°C su sicakliginda yapilan deneyde baliklarin % 90, 14°C de % 35,
18°C de % 10 oranlarinda 6ldiigli ve 22-30°C de yapilan deneysel caligmalarda ise balik
Oliimlerinin olmadig1 goriildii.

Schiitze vd. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada, VHSV Fil3 (Almanya’da
gokkusagi alabaligindan izole edilen F1 straini) susunun tiim genom analizi yapildi. 3’-N-
P-M-G-Nv-L-5" seklinde dizilen genomun niikleotid biiyiikliiklerini belirlendi. Buna gore
proteinlerin baslangi¢ ve bitis noktalarinin; Niikleoprotein (N) 168-1382, Fosfoprotein (P)
1481-2149, Matrixprotein (M) 2268-2873, Glikoprotein (G) 2926-4482, Nv Protein 4557-
4925 ve RNA polimeraz (L) 5053-11007 oldugu belirlendi.

Lorenzen vd. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 11 farkli referans laboratuar
tarafindan izole edilen 3 farkli patojenik balik viriisiiniin (VHSV; genotip-1 ve genotip-IIl,
IPNV; serotip Sp ve IHNV) 5 farkli hiicre hattinda (BF-2, EPC, CHSE-214, FHM ve RTG-
2) duyarliliklar1 karsilagtirildi. Sonug olarak; VHSV izolasyonu i¢in BF-2 ve RTG-2 hiicre
hatlarinin ayn1 duyarhilikta oldugu ve diger hiicre hatlarindan ¢ok daha fazla duyarlilik
gosterdigi, IHNV niin izolasyonu i¢in EPC ve FHM hiicre hatlarinin ve IPNV viriisiiniin
izolasyonu i¢in BF-2 ve CHSE-214 hiicre hatlarinin en iyi sonucu verdigi belirlendi.

Olesen ve Jorgensen (1992), BF-2, EPC ve CHSE-214 balik kokenli hiicre hatlarinin
Danimarka’da tath suda yetistiriciligi yapilan alabaliklarindan izole edilen VHSV’ne kars1
duyarhiliklar ile ilgili yaptiklar1 bir calismada, bu virlise en duyarli hiicre hattinin BF-2
oldugu ve bu hiicre hattinin CHSE-214 hiicre hattindan 10 kat ve EPC hiicre hattindan 20
kat daha duyarl oldugu belirlendi.

Isshiki vd. (2001), 1996 yilinin bahar aylarinda (su sicakligi 8-15°C) Japonya’da pisi
(Paralichthys olivaceus) balig1 yetistiriciligi yapan iki isletmede % 50-70’lere kadar varan
balik dliimleri goriilmesi iizerine bir calisma yaptilar. Olmek iizere olan baliklardan 11 adet
(295-575 g) alarak Olim sebeplerini belirlemeye c¢alistilar. Yaptiklari incelemeler
sonucunda oOliim sebebinin VHSV (KRRV-9601) oldugunu belirlediler. Baliklarin
dalaklarindan aldiklar1 organ parcaciklarimi 6 farkli hiicre hattina inokiile ettiler ve 10-20°C
sicaklikta inkiibe ettiler. 20°C de 14 giin inkiibe edilen inokulumlarda en yiiksek viriis
titresi RSBK-2 (8,80) hiicre hattinda goriiliirken bunu sirasiyla FHM (8,05), BF-2 (7,55),
CHSE-214 (4,55), RTG-2 (3,80) ve EPC (1,80) hiicre hatlarinin takip ettigi belirlendi.
Ayni ¢alismada, 3 farkli biiytikliikteki (kiiglik (14 g), orta (124 g) ve biiyiik (1059 g)) pisi
baliklarin1 10£1°C su sicakliginda 15-60 giin siireyle KRRV-9601 izolatina maruz
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birakarak bir deneysel enfeksiyon c¢aligmasi yaptilar. 60 giin boyunca kontrol tanklarinda
balik 6liimii goriillmezken kii¢iik baliklarin oldugu grupta (15. giin sonunda) ve orta boy
baliklarda (24. gilin sonunda) % 100 balik Oliimleri goriildi. Biiyiik baliklarin oldugu

grupta ise kiimiilatif balik 6liimlerinin % 60 oldugu goriildii.

1.3. Calismanin Amaci/Amaclari

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde VHSV sadece Yomra koyundan avlanan kalkan ve
mezgit baliklarindan rapor edildi. Dolayisiyla Yomra koyu ve bu iki tiir haricinde herhangi
bir bolgede dogal balik stoklarinda bu viriisiin mevcut olup olmadigi konusunda hentiiz bir
bilgi bulunmamaktadir.

Kalkan ve mezgit baliklar1 ile yapilan ¢aligmalarda incelenen baliklarda VHS’ nin
herhangi bir klinik belirtisine rastlanilmadi. Bu durum her iki tiiriin VHSV niin tasiyicisi
olduklar1 diisiincesini giiglendirmektedir. VHS nin ger¢ek konak tiirlerinin belirlenmesi
amaciyla daha fazla tiiriin 6rneklenmesi gerekmektedir. Viriisiin ger¢ek konak tiirlerinin
belirlenmesi ile de denizlerimizde bu virlisiin yayilimi hakkinda fikir sahibi
olunabilecektir.

Karadeniz’de alabalik (GE1.2), mezgit (MM1207) ve kalkan (TR-SW13G ve TR-
Bs13/15H) VHSV izolatlarinin genotip-Ie’ye dahil oldugu bildirilmektedir ve bu durum
Karadeniz’de tek bir VHSV genotipi oldugu izlenimini vermektedir. Bir¢ok balik tiiriinde
VHSYV taramasi yapilarak farkli suslarin varligi/yoklugu arastirilabilecektir.

VHSV’niin tatli su ve deniz izolatlarinin patojeniteleri arasinda 6nemli farkliliklar
bulunmaktadir. Dogal baliklardan izole edilen farkli VHSV suglarinin farkli balik
tirlerinde virtilans: ve tiirler arasindaki enfeksiyon transferlerinin belirlenmesi gerek dogal
balik popiilasyonlar1 ve gerekse kiiltiir balik¢ilig1 agisindan son derece dnemlidir.

Bu calisma; Dogu Karadeniz Bolgesi’nde segilen farkli istasyonlarda, bir ¢ok balik
tiirinde VHSV taramas1 yapilarak 1) bu viriise duyarh balik tiirlerinin tespit edilmesi ve
virlisin  kaynagmin (gercek konak tiirlerin) belirlenmesi, 2) eger varsa farkli viriis
genotiplerinin belirlenmesi, 3) yogun olarak kiiltlirii yapilan alabaliklar (gokkusagi
alabalig1, kaynak alasi ve Karadeniz alasi), ¢ipura ve levreklerde deneysel enfeksiyon
caligmalar1 yapilarak bu tiirlerin VHSV’ne duyarliliklarinin belirlenmesi ve 4) hangi hiicre

hattinin VHSV’ne daha duyarli oldugunun belirlenmesi amaglariyla yapildi.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Saha Cahsmalar:

2009-2011 yillar1 arasinda 5 farkli istasyondan (Sekil 1) toplam 18 farkli balik tiirti

viral olarak 6rneklendi. Orneklemenin yapildig1 istasyonlar, drneklenen balik tiirleri ve

sayilart Ek Tablo 2°de goriilmektedir. Arastirmada 6rneklenen baliklardan hamsi ve caga

baliklar1 Vakfikebir-Hopa arasinda girgir avciligi yapan teknelerden temin edilirken diger

balik tiirleri olta ve dip aglar ile avlandi. Canli olarak 6rneklenen baliklar, igerisinde buz

bulunan strafor kutulara konularak ayni giin Stirmene Deniz Bilimleri Fakiiltesi Viroloji ve

Balik Hastaliklar1 Laboratuari’na ulastirildi ve baliklarin bir kismi bireysel olarak (bir

grupta tek bir balik) bir kismu ise gruplar halinde (bir grupta 3-5 balik) viral muayene

edildi.

Sekil 1. Ornekleme sahas1 (Akgaabat: 41° 01' 36"N - 39° 33' 56" E, Camburnu: 40°
55" 16"N - 40° 11' 25" E, Carsibasi: 41° 04' 19" N - 39° 20' 4" E, Hopa: 41° 24'
44"N - 41° 25' 49" E, Yomra: 40° 57' 45" N - 39° 52' 4" E, Persembe: 41° 04'

58" N- 37° 46' 40" E )
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2.1.1. Orneklenen Balik Tiirleri

2.1.1.1. Barbunya (Mullus barbatus, Linnaeus, 1758)

Akgaabat ve Camburnu istasyonlarindan 2009 (21 adet/5 grup), 2010 (248 adet/54
grup) ve 2011 (192 adet/41 grup) yillar1 Aralik-Mart aylari arasinda boylar1 9,4-21,8 cm ve
agirliklar1 8,0-107,77 g arasinda degisen toplam 461 adet barbunya 100 grupta viral

orneklendi.

2.1.1.2. Caca (Sprattus sprattus phalericus, Risso, 1827)

Camburnu ve Hopa istasyonlarindan 2010 (140 adet/15 grup) ve 2011 (112 adet/16
grup) yillart Aralik-Subat aylar1 arasinda boylar1 5,9-11,6 cm ve agirliklart 1,1-11,58 ¢

arasinda degisen toplam 252 adet caca 31 grupta viral drneklendi.

2.1.1.3. Cinekop (Pomatomus saltatrix, Linnaeus, 1766)

Akgaabat ve Camburnu istasyonlarindan 2009 (5 adet/3 grup), 2010 (6 adet/2 grup)
ve 2011 (18 adet/7 grup) yillar1 Aralik-Mart aylar1 arasinda boylar1 13,1-23,6 cm ve
agirliklar1 19,0-138,18 g arasinda degisen toplam 29 adet ¢inekop 12 grupta viral

orneklendi.

2.1.1.4. Dikenli Vatoz (Raja clavata, Linnaeus, 1758)
Akgaabat, Camburnu ve Carsibasi istasyonlarindan 2009 (50 adet/50 grup) ve 2010

(20 adet/19 grup) yillar1 Aralik-Nisan aylar1 arasinda boylar1 14,1-92,0 c¢cm arasinda

degisen toplam 70 adet dikenli vatoz 69 grupta viral érneklendi.

2.1.1.5. Dil Bahg (Solea sp.)

Akgaabat ve Camburnu istasyonlarindan 2009 (5 adet/1 grup), 2010 (13 adet/5 grup)
ve 2011 (10 adet/5 grup) yillar1 Aralik-Mart aylar1 arasinda boylar1 13,8-24,6 cm ve
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agirliklar1 20,0-150,07 g arasinda degisen toplam 28 adet dil baligi 11 grupta viral

orneklendi.

2.1.1.6. Gelincik (Gaidropsarus vulgaris, Clogquet, 1824)

Akcgaabat ve Camburnu istasyonlarindan 2009 (5 adet/1 grup), 2010 (45 adet/16
grup) ve 2011 (17 adet/17 grup) yillar1 Aralik-Mart aylar1 arasinda boylar1 16,5-26,1 cm ve
agirliklar1 31,85-123,09 g arasinda degisen toplam 67 adet gelincik balig1 34 grupta viral

orneklendi.

2.1.1.7. Komiircii Kayasi (Gobius niger, Linnaeus, 1758) ve Kum Kayasi
(Neogobius melanostomus, Pallas, 1814)

Akcaabat ve Camburnu istasyonlarindan 2009 (6 adet/1 grup), 2010 (29 adet/14
grup) ve 2011 (111 adet/23 grup) yillar1 Aralik-Mart aylar1 arasinda boylar1 11,0-31,6 cm
ve agirliklar1 13,7-327,00 g arasinda degisen toplam 146 adet kayabaligi (kum kayasi ve

komiircii kayasi baliklar) 38 grupta viral 6rneklendi.

2.1.1.8. Hamsi (Engraulis encrasicolus, Linnaeus, 1758)

Akgaabat, Camburnu, Carsibasi ve Hopa istasyonlarindan 2010 (318 adet/36 grup)
ve 2011 (268 adet/39 grup) yillar1 Ocak-Mart aylar1 arasinda boylart 7,1-14,5 cm ve
agirliklar 2,31-16,85 g arasinda degisen toplam 586 adet hamsi 75 grupta viral 6rneklendi.

2.1.1.9. Iskorpit (Scorpaena porcus, Linnaeus, 1758)

Akgaabat ve Camburnu istasyonlarindan 2010 (51 adet/14 grup) ve 2011 (113
adet/29 grup) yillar1 Aralik-Mart aylar1 arasinda boylar1 9,5-24,5 cm ve agirliklart 14,00-
369,52 g arasinda degisen toplam 164 adet iskorpit 43 grupta viral érneklendi.
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2.1.1.10. Istavrit (Trachurus mediterraneus, Steindachner, 1868)

Akgaabat, Camburnu ve Hopa istasyonlarindan 2009 (96 adet/19 grup), 2010 (326
adet/85 grup) ve 2011 (257 adet/54 grup) yillart Aralik-Mart aylar1 arasinda boylar1 7,7-
23,8 cm ve agirhiklart 3,23-118,2 g arasinda degisen toplam 679 adet istavrit 158 grupta
viral 6rneklendi.

Ayrica, 2009 yilinda girgir agi ile avlanan ve Ordu ili Persembe ilgesi agiklarinda
kafeslerde stoklanan istavrit baliklarindan boylar1 12,6-17,6 cm ve agirliklar1 16,29-52,35 g

arasinda degisen 70 adet istavrit 10 grupta viral 6rneklendi.

2.1.1.11. izmarit (Spicara smaris, Linnaeus, 1758)

Akcaabat ve Camburnu istasyonlarindan 2009 (23 adet/5 grup), 2010 (227 adet/47
grup) ve 2011 (56 adet/17 grup) yillar1 Aralik-Mart aylar arasinda boylar1 10,7-22,0 cm ve
agirliklar1 11,25-118,55 g arasinda degisen toplam 306 adet izmarit 69 grupta viral

orneklendi.

2.1.1.12. Kayis Balig1 (Ophidion barbatum, Linnaeus, 1758)

Akgaabat ve Camburnu istasyonlarindan 2009 (2 adet/1 grup), 2010 (6 adet/4 grup)
ve 2011 (6 adet/3 grup) yillar1 Aralik-Mart aylar1 arasinda boylar1 11,0-21,5 cm ve
agirhiklant 6,35-57,43 ¢ arasinda degisen toplam 14 adet kayis balifi 8 grupta viral

orneklendi.

2.1.1.13. Kurbaga Bahig (Uranoscopus scaber, Linnaeus, 1758)

Akcaabat, Camburnu ve Carsibasi istasyonlarindan 2010 (62 adet/14 grup) ve 2011
(62 adet/19 grup) yillart Aralik-Mart aylart arasinda boylart 8,2-23,5 cm ve agirliklar
9,00-243,40 g arasinda degisen toplam 124 adet kurbaga balig1 33 grupta viral 6rneklendi.
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2.1.1.14. Mezgit (Merlangius merlangus euxinus, Linnaeus, 1758)

2009 yili Ocak-Mart aylar1 arasinda Akgaabat istasyonundan avlanan 368 adet
mezgit 64 grupta viral 6rneklendi. Camburnu istasyonundan ise 2009 yilinda 153 adet
mezgit 25 grupta, 2010 yilinda 301 adet 60 grupta ve 2011 yilinda 27 adet 5 grupta olmak
tizere toplam 481 adet mezgit 90 grupta viral 6rneklendi. Bu iki istasyondan toplam 849
adet mezgit 154 grupta 6rneklendi.

Ayrica, Yomra ve Camburnu istasyonlarinda 2009-2011 yillar1 Ocak-Mart aylari
arasinda olta ile avlanan 992 adet mezgit bireysel (her grupta 1 adet balik) olarak
orneklendi. Yomra istasyonundan, deniz kafeslerinde kiiltiir balik¢iligi yapan bir
isletmenin etrafindan, 2009 yilinda 211 adet ve 2010 yilinda 442 adet mezgit
orneklenirken, Camburnu istasyonundan 2011 yilinda 339 adet mezgit 6rneklendi. Bireysel
olarak orneklenen mezgitler 2009 yil1 6rneklemelerinde rastgele secilirken 2010 ve 2011
yili 6rneklemelerinde 14 cm den daha kiigiik boydakiler tercih edildi. Bireysel olarak
orneklenen mezgit baliklarinda yas, Von-Bertalanffy denklemine gore balik boyundan yas

tahmini yapilarak hesaplandi.

2.1.1.15. Sardalya (Sardina pilchardus, Walbaum, 1792)

Camburnu istasyonundan 2010 (9 adet/4 grup) ve 2011 (91 adet/24 grup) yillar
Aralik-Mart aylar1 arasinda boylart 14,3-18,4 cm ve agirliklar1 19,06-43,08 g arasinda
degisen toplam 100 adet sardalya 28 grupta viral 6rneklendi.

2.1.1.16. Tirsi (Alosa immaculata, Bennett, 1835)
Akcaabat ve Camburnu istasyonlarindan 2009 (22 adet/8 grup), 2010 (42 adet/16

grup) ve 2011 (45 adet/18 grup) yillar1 Aralik-Mart aylari arasinda boylar1 14,7-34,7 cm ve
agirliklar1 20,98-330,87 g arasinda degisen toplam 109 adet tirsi 42 grupta viral 6rneklendi.
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2.1.1.17. Zargana (Belone belone, Linnaeus, 1758)

2010 yili Aralik ayinda Camburnu istasyonundan avlanan, boylar1 33,0-47,0 cm ve
agirliklar1 41,81-100,40 g arasinda degisen toplam 49 adet zargana baligi 10 grupta viral

orneklendi.

2.1.2. Prevalens Hesaplamalar:

Hastalik tarama c¢aligmalarinda prevalens (hastaligin goriilme sikligi, yayilim),
orneklenen baliklardan, enfekte olanlarin 6rneklenen tiim baliklar igerisindeki oranini

belirlemek amaciyla kullanilir. Bu ¢aligmada bireysel 6rneklenen baliklarda % prevalens;

(1) P=(S/R)x 100 formiilii kullanilarak hesapland1 (Last, 1988).

P=Prevalens
S=Enfekte balik say1s1
R=Orneklenen balik sayis1

Gruplar halinde 6rneklenen baliklarda ise, bir gruptaki her bir balik i¢in viriis ile
enfekte olabilme ihtimali Kline vd. (1989) metoduna gore asagidaki formiil kullanilarak

hesaplandi ve %2,5 ve %97,5 gliven aralifinda alt ve iist sinirlar belirlendi (Hauck, 1991).

20 P=[1-(1-S/R)x1/C]

P=Prevalens

S=Enfekte balik sayis1
R=Orneklenen balik sayisi
C=Her bir gruptaki balik say1s1

2.1.3. Baliklarin Viral Orneklenmesi

Icerisinde buz bulunan strafor kutularda laboratuara ulastirilan baliklar “Diinya

Hayvan Saghg Orgiitii'niin (O.1.E.)” tavsiye ettigi viral 6rnekleme yontemine gore
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orneklendi (O.1.E., 2006). Bu yonteme gore; her bir baligin boy (1 mm hassasiyette) ve
agirlik (0,01 g hassasiyette) degerleri kaydedildikten sonra dis yiizeyi %70’lik alkolle
temizlendi. Viicut boslugu agilarak karaciger, bobrek ve dalaktan kii¢iik organ pargalar
alindi. 3-5 baligin organlar1 1 grup olacak sekilde, antibiyotiklerle (1000 IU/ml Penisilin,
500 pg/ml Gentamycin, 1000 pg/ml Streptomycin ve Amphotericine B) desteklenmis
Earl’s Minimal Essential Medium (EMEM; Sigma co.) iceren plastik posetlere konuldu.
Homojenize edildikten sonra 2500 x g 4°C’de 20 dakika santrifiij edildi. Siipernetant yeni
bir tiipe aktarildi ve 100 kat seyreltildikten sonra 24 saatlik monolayer BF-2 (Bluegill Fry)
ve EPC (Epithelioma Populosum Cyprini) hiicre hatlarina inokiile edildi ve 15°C’de
inkiibasyona birakildi. Takip eden 14 giin boyunca ters 151k mikroskobu ile hiicrelerde
sitopatik etkilerin (CPE) olusumu izlendi. CPE olusan Ornekler i¢in olusan CPE’nin
toksisiteden kaynaklanip kaynaklanmadigindan emin olmak amaciyla viral inokiilasyon
islemi tekrarlandi. Bu siire¢ sonucunda virlis igerdigi diislinlilen Ornekler -80°C’de

muhafaza edildi.

2.2. Virislerin Tanimlanmasi

Orneklenen balik tiirlerinden elde edilen VHSV izolatlarindan RNeasy kiti (Qiagen)
ile RNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra G genine (Glikoprotein) goére tersine
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) asagida agiklanacagi {izere

gerceklestirildi ve sekans analizleri ticari bir firma (Macrogen, Kore) tarafindan yapildi.

2.2.1. RNA Ekstraksiyonu

24 kuyucuklu test kaplarinda VHSV ile enfekte oldugu belirlenen hiicrelerden 100 pl
almarak 25 cm?’lik flasklarda 24 saatlik monolayer BF-2 hiicrelerinin bulundugu flasklara
inokiile edildi ve bu flasktaki hiicrelerden RNeasy mini kit (Qiagen) kulanilarak total RNA
ekstraksiyonu yapildi. Buna gore;

1. Hiicrelerin hasati i¢in flasktaki besiyeri bosaltildi ve flask PBS (phosphate buffered
saline) ile yikandi. % 0,1-0,25 i tripsin olacak sekilde yeniden PBS eklendi. Hiicreler
flaskin zemininden ayrildiktan sonra serum igeren besiyerinden eklendi ve hiicreler RNase-

free tiiplere aktarildi. 300 x g 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernetant uzaklastirildi.
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2. RLT Buffer eklendikten sonra tiipiin dip kismina hafifce vurularak pellet gevsetildi,
vortexle karistirilarak hiicrelerin dagitilmasi saglandi.

3. RNase-free enjektor ile 5 kez ileri-geri ¢ekilerek lizatin homojenizasyonu saglandi.

4. Lizata 1 6l¢ek % 70’lik alkol eklendi ve pipetle karistirildi.

5. Numuneden 700 pl alindi ve 2 ml’lik RNeasy spin kolonuna transfer edildi. Kapagi
yavasea kapatildi. >8000 x g 15 saniye santrifiij edildi ve siipernetant uzaklagtirildu.

6. RNeasy spin kolonuna 700 pl Buffer RW1 eklendi. Kapag1 yavasca kapatildi ve >8000 x
g 15 saniye santrifiij edildi. Siipernetant uzaklastirildi.

7. RNeasy spin kolonuna 500 ul Buffer RPE eklendi. Kapagi yavasca kapatildi ve >8000 x
g 15 saniye santrifiij edildi. Siipernetant uzaklastirildi.

8. RNeasy spin kolonuna 500 ul Buffer RPE eklendi. Kapag1 yavasca kapatildi ve >8000 x
g 2 dakika santrifiij edildi. Siipernetant uzaklastirildi.

9. RNA’nin ayrigmasi i¢in, RNeasy spin kolonu yeni bir 1,5 ml lik toplama tiipiine
yerlestirildi. 30-50 pl RNase-free su spin kolon membranina eklendi. Kapag: kapatildi ve
>8000 x g 1 dakika santrifiij edildi.

2.2.2. Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

RT-PCR amplifikasyonunda Nishizwa vd. (2002) tarafindan dizayn edilen ve VHSV
G geninin 587 bazlik (nt 175-761) korunmus bdlgesini hedefleyen ileri (forward primer);
5’-CCA GCT CAA CTC AGG TGT CC-3’ ve geri (reverse primer); 5’-GTC ACY GTG
CAT GCC ATT GT-3’ primer setleri kullanildu.

Viral ¢cDNA, Tek Tiip (Titan One Tube) RT-PCR yontemiyle cogaltildi. Bu
uygulamada ticari bir firma (Roche, Almanya) tarafindan iiretilen kit iiretici firmanin
tavsiyeleri dogrultusunda kullanildi. Buna gore;

1. -20°C de saklanmis bilesenler ¢oziindiiriip vorteksledikten sonra santrifiij edildi. RNA
miktar1 spektrofotometre ile dl¢iilerek belirlendi ve her 50 pl reaksiyon i¢in 110 ng RNA
Template kullanildi. Master Mix I olarak etiketlendirilmis nuclease-free bir tiipe Template
RNA konulduktan sonra 4 pul dANTP mix, 2,5 pul DTT soliisyonu, 50 pikomol Downstream
Primer, 50 pikomol Upstream Primer, 1 pl RNase Inhibitor ilave edildikten sonra steril
dH,0 ile 25 pl’ ye tamamlandi. Iyice karstirildiktan sonra tekrar santrifiij edildi ve

kullanilincaya kadar buz lizerinde bekletildi.
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2. -20°C de saklanmis bilesenler ¢oziindiiriip vorteksledikten sonra santrifiij edildi. 14 pl
steril dH,0, 10 ul 5x RT PCR Buffer ve 1 pl enzim karigimi alinarak Master Mix II olarak
etiketlendirilmis nuclease-free bir tiipe konulduktan sonra iyice karistirildi ve tekrar
santrifiij edildi ve kullanilincaya kadar buz iizerinde bekletildi.
3. Onceden hazirlanan 25 pl Master Mix I ve 25 pl Master Mix II, 200 pl lik ince ¢eperli
bir PCR tiipiine konuldu. Bir siire buzda bekletildikten sonra karistirildi ve santrifiij edildi
Termal doniistiiriiciiye (thermocycler) konulduktan sonra asagidaki dongiiler tekrarlandi
(Tablo 2).

Dongiiler tamamlandiktan sonra elde edilen PCR f{iriinii etidyum bromiir ile boyandi
ve % 1,5 agaroz jel elektroforezde (110 V, 1 saat) kosturulduktan sonra ultraviyole 151k

altinda olusan bantlar izlendi.

Tablo 2. Termal dondstiiriictide tekrarlanan dongitiler (*: Uzama asamasinda siire
her dongiide 5 saniye artirildi)

Asama Sicakhik Siire Diingii Sayisi
Baslangic 68°C 2 dk
50°C 30 dk
Tersine Transkripsiyon (RT) 70°C 15 dk
68°C 7 dk
Polimer Zincir Reaksiyonu (PCR)
Denatiirasyon (Baslangig) 94°C 5 dk
Denatiirasyon (Ayrilma) 94°C 15sn
Baglanma 52°C 30 sn 10 dongii
Uzama 68°C 2 dk
Ayrilma 94°C 15 sn
Baglanma 52°C 45 sn* 25 dongii
Uzama 72°C 5dk

2.2.3. Sekans Analizleri

Sekans analizi ticari bir sirket olan Makrogen (Kore) tarafindan yapildi. Sekans
verileri MEGAS (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura vd., 2011) programi
kullanilarak VHSV izolatlarinin genotipleri belirlendi ve Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde
kalkan baliklarindan (TR-SW13G) ve Giircistan’da gokkusagi alabaliklarindan (GE-1.2)

izole edilen suslarla yakinliklar1 belirlendi.
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2.3. Deneysel Enfeksiyon Calismalari
2.3.1. Deney Diizenegi
Kaynak suyu veya deniz suyu ile beslenebilen, 3 litre su hacimli tanklarin

kullanildigy, siirekli hava destekli, su degisimi her bir tank i¢in esit, 10-15 tanktan olusan
bir deney diizenegi olusturuldu (Sekil 2).

Sekil 2. Enfeksiyon ¢alismalarinin yapildigi deney diizenegi

2.3. 2. Deneysel Enfeksiyon Calismalarinda Kullanilan Baliklar

2.3.2.1. Alabaliklar (S. trutta labrax, S.fontinalis ve O. mykiss)

Deneysel enfeksiyon ¢aligmalarinda kullanilan alabaliklar Dogu Karadeniz
Bolgesi’nde kurulu (Magka/Trabzon), 2005 yilindan itibaren viral hastaliklar agisindan
takip edilen ve VHSV tasimadiklari bilinen iki farkli isletmeden (Cosandere ve Altintas
alabalik isletmeleri) temin edildi. Bu isletmelerden, heniiz besin kesesini tiiketmemis ve
yem almaya baglamamig Karadeniz alabaligi (Salmo trutta labrax, 0,14+0,03 g), kaynak
alabalig1 (Salvelinus fontinalis, 0,1+0,02 g) ve gokkusagi alabaligi (Oncorhnychus mykiss,
0,17£0,07 g) larvalar1 alinarak Siirmene Deniz Bilimleri Fakiiltesi Prof. Dr. Ibrahim
OKUMUS Yetistiricilik ve Uygulama Unitesinde bulunan Balik Hastaliklar1 Islak
Laboratuvarinda 60 litre su hacmine sahip ve kaynak suyu ile beslenen (12°C+1) tanklarda
ayr1 ayri stoklandi. Stok tanklarinda, adaptasyon ve yeme aligsmalari igin bir siire bekletildi.

Daha sonra deney diizenegine (Sekil 3) aktarilarak VHSV’ne maruz birakildi.
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2.3.2.2. Cipura (Sparus aureta) ve Levrek (Dicentrarchus labrax) Baliklar:

Calismada kullanilan ¢ipura ve levrek larvalar (yaklasik 0,2 gram) Kili¢ Holding’e
ait Bafa/Mugla’da kurulu yavru iiretimi ve adaptasyon iinitesinden temin edildi. Bu
tiniteden (24,5°C sicaklikta, %0,17 tuzlulukta) alinan larvalar 50 1t su hacmine sahip
tanklarda havalandirma ile birlikte tasinarak Balik Hastaliklar1 Islak Laboratuvara
ulastirildi. Bu laboratuarda 6dnceden hazirlanan ve 24°C sicaklikta ¢alisir durumda bulunan
kapali devre sistemine aktarildi ve sitemdeki su sicakliglr kademeli olarak azaltildi. Deniz
suyu sicakligi enfeksiyon i¢in uygun degere (12°C) ulastiginda baliklar deney diizenegine
aktarildi ve viriise maruz birakildi.

Levrek baliklar1 ile yapilan deneysel enfeksiyon calismasinda su sicakliginin kisa
stirede (7 giin) ylikselmesi ve 16°C’nin lizerine ¢ikmasi nedeniyle bu ¢aligma tekrar edildi.
Bu amagla IDAGIDA’dan (Lapseki-CANAKKALE) tekrar levrek larvalari (yaklasik 0,2
gram) alinarak yukarida anlatildigi gibi deney diizenegine aktarildi.

2.3.3. Deneysel Enfeksiyonlar i¢cin Viriis Hazirlanmasi

Deneysel enfeksiyon ¢aligmalarinda, 2007 yilinda mezgit baliklarindan izole edilen
MM1207 susu (VSHV genotip-le) (Altuntas ve Ogiit, 2010) kullanildi. 5 adet 75 cm®lik
flaskta 24 saatlik monolayer EPC hiicre hatti olusturuldu ve MMI1207 susu ikinci
pasajlamadan sonra bu flasklara inokiile edildi ve 15°C sicaklikta 5 giin boyunca
inkiibasyona birakildi. Besinci gilinlin sonunda flasklarda bulunan hiicre kiiltiirii sivisi
hiicre kalintilarindan arindirilmak amaciyla 3000 x g — 4°C - 15 dakika santrifiij edildi ve
steril tiiplere aktarilarak VHSV stogu olusturuldu. Stoktaki viriis miktar1 (TCIDsy ml™)
titrasyon yontemiyle (Dougherty, 1964) belirlendi.

2.3.4. Baliklarin Viriise Maruz Birakilmasi
2.3.4.1. Alabaliklarin Viriise Maruz Birakilmasi
Deneysel enfeksiyon c¢alismalarinda kullanilacak olan baliklarin bulundugu stok

tanklarindan rastgele bir sekilde alinan 20’ser adet balik gruplar halinde viral 6rneklenerek

deney oncesinde baliklarin viriis tasimadiklar teyit edildi. Stok tankindan 700 adet balik
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almarak, 14 adet tanktan (3 tekerriirli 4 grup ve 2 kontrol tanki) olusan deney
diizenegindeki her bir tanka esit sayida (50 adet) konuldu ve adaptasyonlar1 i¢in bir hafta
bekletildi. Baliklar viriise maruz birakilacagi giin ve bir dnceki giin a¢ birakildi.

Hazirlanan stok viriisiin %85°1 esit miktarlarda 3 ayr tiipe boliindii ve bu tiipler en
yiikksek doz olarak ilk gruba, stok viriisiin geri kalan1 ise her grup bir éncekinden 10 kat
daha az olacak sekilde virlis siispansiyonlar1 hazirlanarak diger gruplara uygulandi.
Kontrol tanklarina ise serum i¢cermeyen minimal esansiyel medyum (MEM-0) uygulandi.
Uygulama, tanklardaki su hacmi 1 litreye ayarlanmasi, hazirlanan viriis siispansiyonlariin
pipetlenerek tanklara homojen bir sekilde dagitilmasi ve takip eden 6 saat boyunca su giris-
¢ikisinin kapatilmasi seklinde yapildi.

Titrasyon yontemiyle, stok viriisten baliklara uygulanan en yiiksek dozlar Karadeniz
alabaliklarinda 10°? TCIDsg viris ml'l, gokkusagi alabaliklarinda 109 TCIDsg viriis ml? ve
kaynak alabaliklarinda 10°>* TCIDsg viriis ml™ olarak belirlendi.

Deney siiresince sabah ve aksam olmak iizere giinde iki kez baliklardaki
anormallikler gozlemlendi. Tanklardaki 6li baliklar ve 6lmek iizere olan baliklar alinarak
tek tek plastik posetlere konuldu ve etiketlendi. Baliklarda, once gorsel olarak hastalik
belirtileri arandi ve eger varsa hastalik belirtisi tasiyan baliklar mikroskop altinda
fotograflandi. Daha sonra viral 6rneklenerek hiicre kiiltiiriine inokiile edildi.

Tiirlere ve Oliim oranlarma bagli olarak 14-21 giin sonunda deneysel enfeksiyon
caligmalar1 sonlandirildi. Deney sonunda tanklarda hayatta kalan baliklardan ne kadarmin

enfekte oldugunun belirlenmesi amaciyla 20 ser adet balik 4 grupta viral 6rneklendi.

2.3.4.2. Cipura ve Levrek Baliklarimin Viriise Maruz Birakilmasi

Deneysel enfeksiyon ¢alismalarinda kullanilacak olan ¢ipura (ortalama 0,675+0,055
g) ve levrek (ortalama 0,838+0,304 g) baliklarinin bulundugu stok tanklarindan rastgele bir
sekilde alman 16 adet balik 4 grupta viral 6rneklenerek deney dncesinde baliklarin viriis
tagimadiklari teyit edildi.

220 adet ¢ipura alinarak, 11 adet tanktan (3 tekerriirlii 3 grup ve 2 kontrol tanki)
olusan deney diizenegindeki her bir tanka esit sayida (20 adet) konuldu. Levrek baliklariyla
yapilan ilk deneysel enfeksiyon caligmasinda 290 adet balik alinarak, 10 tanktan (3
tekerriirlii 3 grup ve 1 kontrol tanki) olusan deney diizenegine her bir tankta esit sayida (30
adet) konuldu. Levrek baliklariyla yapilan ikinci ¢alismada ise 480 adet balik alinarak, 12
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tanktan (3 tekerriirlii 3 grup ve 3 kontrol tanki) olusan deney diizenegine her bir tanka esit
sayida (40 adet) aktarildi.

Hazirlanan stok viriisiin %’85°1 esit miktarlarda 3 ayr1 tiipe boliindii ve bu tiipler en
yiiksek doz olarak ilk gruba, stok viriisiin geri kalan1 ise her grup bir 6ncekinden 100 kat
daha az olacak sekilde viriis siispansiyonlari hazirlanarak diger tanklara uygulanda.
Tanklardaki su hacmi 1 litreye ayarlandi ve hazirlanan viriis slispansiyonlar1 pipetlenerek

tanklara uygulandi. Takip eden 6 saat boyunca su giris-¢ikisi kapatildi.

Deniz suyu sicakliginin artmaya baglayarak 15°C’yi gecmesi sebebiyle c¢ipura
baliklar ile yapilan deneysel enfeksiyon galismasi 16. giinde sonlandirildi. Deney sonunda
tanklarda hayatta kalan baliklardan ne kadarinin enfekte oldugunun belirlenmesi amaciyla
en yliksek dozun uygulandig: tanklardaki tim baliklar teker teker viral 6rneklendi, diger
tanklardaki baliklar ise gruplar halinde viral 6rneklendi.

Levrek baliklar ile ilk yapilan deneysel enfeksiyon calismast deniz suyu sicakligi
15°C iken baslad1 ve 16°C’yi gectigi 7. giinde sonlandirildi. Deney sonunda tanklardan
15’er adet balik alinarak teker teker Orneklenerek VHSV ile enfekte olup olmadig:
belirlendi. Levrek baliklari ile yapilan ikinci deneysel enfeksiyon ¢aligmasi ise 27. giinde
sonlandirildi.

Deney siiresince sabah ve aksam olmak iizere gilinde iki kez baliklardaki
anormallikler gbzlemlendi. Tanklardaki olii baliklar ve 6lmek {izere olan baliklar alinarak
tek tek plastik posetlere konuldu ve etiketlendi. Baliklarda, dnce gorsel olarak hastalik

belirtileri arandi. Daha sonra viral 6rneklenerek hiicre kiiltiiriine inokiile edildi.

2.4. Farkh Hiicre Hatlarimmn VHSV’ne Duyarhhiklarinin Belirlenmesi

Bu deney, VHSV’ne duyarli oldugu bilinen ve arastirmalarda en ¢ok kullanilan iki
farkli hiicre hattinin (EPC ve BF-2) VHSV’ne karsi duyarhiliklarinin karsilagtiriimasi
amaciyla yapildi. Ayrica bu deneyde hiicre hatlarinin 7 giinliik siireyle iirettikleri viriis
miktarlar1 da giinliik olarak izlendi.

Bu amagla; -80°C de stoklanan VHSV (MM1207) 25 cm? flasklarda hazirlanan BF-2
ve EPC hiicre hatlarina inokiile edildi ve 15°C sicaklikta inkiibasyona birakild1 (stok
viriis). Stok viriisten her bir kuyucuk i¢in 100 pl alinarak bir giin 6nceden hazirlanan 24

kuyucuklu test kaplarina (1 adet EPC ve 1 adet BF-2) inokiile edildi. Ayrica stoktaki viriis
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miktarint belirlemek amaciyla titrasyon testi yapildi. Takip eden 7 giin boyunca 24
kuyucuklu test kaplarina ekilen virtislerden her giin 3 ayr1 kuyucuktan (3 tekerriirlii) 100’er
ul alindi ve 10" den 10 a kadar seyreltildikten sonra titrasyon testi yapilarak her giin i¢in

uretilen viris miktarlar1 belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. Saha Cahismalari

Bu ¢aligmada, Akgaabat, Camburnu, Carsibasi, Hopa ve Yomra olmak iizere 5 farkli
istasyondan canli olarak avlanan 18 farkli tiirden toplam 5025 adet balik viral 6rneklendi.
Ornekleme sonucunda tiim istasyonlardan VHSV tasiyan baliklar tespit edildi (Ek Tablo
3). Barbunya (Mullus barbatus) baliklarindan 3 adet, dikenli vatoz (Raja clavata)
baliklarindan 2 adet, gelincik (Gaidropsarus vulgaris) baliklarindan 5 adet, kum
kayabaliklarindan (Neogobius melanostomus) 2 adet, hamsi (Engraulis encrasicolus)
baliklarindan 3 adet, iskorpit (Scorpaena porcus) baliklarindan 1 adet, istavrit (Trachurus
mediterraneus) baliklarindan 7 adet, kurbaga (Uranoscopus scaber) baliklarindan 10 adet,
mezgit (M. merlangus euxinus) baliklarindan 32 adet (10 adet grup halinde
orneklenenlerden ve 22 adet bireysel olarak oOrneklenenlerden), sardalya (Sardina
pilchardus) baliklarindan 2 adet, tirsi (Alosa immaculata) baliklarindan 2 adet ve zargana
(Belone belone) baliklarindan 1 adet olmak tiizere toplam 70 adet VHSV-Ie viriisii
izolasyonu gergeklestirildi. Ayrica, Persembe’de (Ordu) deniz kafeslerinde stoklanan
istavrit baliklarindan alinan 70 adet baligin 10 grupta viral muayenesi sonucunda 4 grupta
VHSV tespit edildi.

Akgcaabat istasyonundan 2009-2011 yillar1 arasinda 15 farkli tiirden toplam 1399 adet
balik 309 grupta viral Orneklendi. Viral muayene sonucunda orneklenen tiirlerden
barbunya (Mullus barbatus), dikenli vatoz (Raja clavata), gelincik (Gaidropsarus
vulgaris), istavrit (Trachurus mediterraneus), mezgit (M. merlangus euxinus) ve tirsi
(Alosa immaculata) baliklarindan VHSV izole edildi (Ek Tablo 3).

Camburnu istasyonundan 2009-2011 yillar1 arasinda 17 farkli balik tiiriinden toplam
2142 adet balik 514 grupta viral Orneklendi. Viral muayene sonucunda 6rneklenen
tirlerden barbunya (Mullus barbatus), gelincik (Gaidropsarus vulgaris), kum kayabaligi
(Neogobius  melanostomus), iskorpit  (Scorpaena porcus), istavrit (Trachurus
mediterraneus), kurbaga baligi (Uranoscopus scaber), mezgit (M. merlangus euxinus),

sardalya (Sardina pilchardus) ve zargana (Belone belone) baliklarindan VHSV izole
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edildi. Ayrica 2011 yilinda 339 adet mezgit bireysel olarak viral 6rneklendi ve bu
baliklarin 2 tanesinden VHSV izole edildi (Ek Tablo 3).

Carsibas1 istasyonundan 2009 yili Nisan ayinda 34 adet dikenli vatoz bireysel olarak,
2011 yil1 Ocak ayinda 70 adet hamsi 10 grupta ve 12 adet kurbaga balig1 3 grupta viral
orneklenen baliklardan, viral muayene sonucunda dikenli vatoz (Raja clavata) baliklarinin
1 tanesinden ve hamsilerden (Engraulis encrasicolus) 1 gruptan VHSV izole edildi (Ek
Tablo 3).

Hopa istasyonundan 2010 yilinda 100 adet gaca (Sprattus sprattus phalericus) 10
grupta, 75 adet istavrit (Trachurus mediterraneus) 15 grupta ve 200 adet hamsi (Engraulis
encrasicolus) 20 grupta viral 6rneklendi. Viral muayene sonucunda sadece hamsilerden
orneklenen 2 gruptan VHSV izole edildi (Ek Tablo 3).

Yomra istasyonundan 2009 yilinda 211 adet ve 2010 yilinda 442 adet mezgit (M.
merlangus euxinus) bireysel olarak viral 6rneklendi. Viral muayene sonucunda 2009
yilinda 6rneklenen 221 adet mezgitten 9 tanesinden ve 2010 yilinda 6rneklenen 442 adet
mezgitten 11 tanesinden VHS viriisii izole edildi (Ek Tablo 3).

Calismada orneklenen baliklardan VHSV ile enfekte olan baliklarin prevalens

degerleri Tablo 3’te gosterilmektedir.

Tablo 3. VHSV izole edilen balik tiirleri ve prevalens degerleri (P/G/n: Enfekte
balik sayisi/6rneklemedeki grup sayisi/orneklenen balik sayisi)

Tiir Tarih P/G/n  Prevalens Pmin Pmax

AKCAABAT
Barbunya 23.03.2010 1/9/43 2,33 2,29 6,94
Gelincik 01.03.2010 2/5/23 9,72 0 23,19
Istavrit 07.02.2009 2/10/50 4,36 0 10,29
Istavrit 18.02.2011 1/18/90 1,14 0 3,52
Mezgit 19.03.2009 1/16/79 1,28 0 3,80
Tirsi 31.01.2010 1/3/15 7,79 0 22,55
Tirsi 11.02.2011 1/7/21 5,01 0 14,58
D. Vatoz 11.04.2009 1/8/8 12,5

CARSIBASI
D.Vatoz 18.04.2009 1/34/34 2,94
Hamsi 01.09.2011 1/10/70 1,49 0 4,40
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Tablo 3’iin devamu...

Tiir Tarih P/G/n Prevalens Pmin Pmax

CAMBURNU
Barbunya 10.12.2010 1/13/65 1,58 0 4,68
Barbunya 02.03.2011 1/2/8 15,91 0 45,05
Gelincik 10/12/2010 1/1/3 100
Gelincik 18.02.2011 1/2/2 50
Gelincik 02.03.2011 1/2/2 50
Kum Kayabaligi 04.01.2011 1/2/7 20,63 0 54,58
Kum Kayabaligi 19.01.2011 1/1/2 100
Iskorpit 30.01.2011 1/3/12 9,64 0 27,72
Istavrit 06.01.2010 2/5/30 9,71 0 21,51
Istavrit 09.01.2010 1/3/16 7,79 0 22,08
Istavrit 13.02.2010 1/10/10 10
Mezgit 03.02.2010 2/16/81 2,64 0 6,22
Mezgit 30.03.2010 6/23/114 5,87 1,28 10,46
Mezgit 28.02.2011 1/4/20 5,59 0 16,27
Mezgit 27.01.2011 1/43/43 2,33
Mezgit 28.03.2011 1/57/57 1,75
Sardalya 02.03.2011 1/10/48 2,09 0 6,21
Sardalya 03.03.2011 1/4/20 5,59 0 16,27
Kurbaga Baligit  10.12.2010 5/9/46 14,97 2,69 27,26

Kurbaga Baligi ~ 17.01.2011 1/1/6 100
Kurbaga Baligi  19.01.2011 1/1/2 100
Kurbaga Baligi  20.01.2011 2/2/8 100
Kurbaga Baligi  23.01.2011 1/1/2 100

Zargana 15.12.2010 1/10/49 2,09 0 6,17
HOPA

Hamsi 20.02.2010 2/10/100 2,21 0 5,24
ORDU
Istavrit 19.01.2009 4/10/70 7,04 0,32 13,76
YOMRA

Mezgit 20.01.2009 4/43/43 9,30

Mezgit 08.02.2009 4/80/80 5,00

Mezgit 04.03.2009 1/88/88 1,14

Mezgit 10.01.2010 2/82/82 2,44

Mezgit 07.02.2010 6/62/62 9,68

Mezgit 18.02.2010 2/73/73 2,74

Mezgit 26.03.2010 1/23/23 4,35
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Ordu ili Persembe ilgesi agiklarinda girgir avciligr ile avlanan ve bir siire deniz
kafeslerinde stoklanan istavrit baliklarinda yogun Oliimlerin goriilmesi {izerine bu
baliklardan 70 adet alindi (boy:15,01+1,03 cm, agirlik:33,78+7,39 g) ve 10 grupta viral
muayene edildi. Muayene sonucunda ise 4 grupta VHSV tespit edildi.

3.2. Viriis izolatlarimin Tanimlanmasi

Hiicre kiiltiiriinde sergiledigi sitopatik etkilerine bakilarak VHSV ile enfekte oldugu
diisiiniilen 6rnekler 25 cm?®lik flasklarda hazirlanmis monolayer BF-2 hiicre hattma
ekilerek cogaltildiktan sonra sirasiyla RNeasy Mini Kiti (Qiagen) ile viral RNA
ekstraksiyonu yapildi, glikoproteine (G geni) gore ters transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) islemi gerceklestirildi ve sekans analizlerinin yapilmasiyla viriisiin
tanimlanmasi islemi tamamlandi.

RT-PCR islemi tamamlandiktan sonra elde edilen PCR firiinleri %1,5 agaroz jel
elektroforezde kosturuldu. Jelde olusan bantlarin yaklasik 600 bp seviyesinde ve daha 6nce
VHSV-Ie oldugu bilinen ve pozitif kontrol olarak kullanilan MM1207 ile ayn1 seviyede
oldugu goriildii (Sekil 3).

MM12 Akcist AKCME3

Sekil 3. Agaroz jelde olusan bantlarin goriiniimii

Bu calisma kapsaminda Dogu Karadeniz Bolgesi’nde dogal balik tiirlerinden izole

edilen ve PCR islemleri sonucunda VHSYV olduklar1 belirlenen izolatlarin sekans analizleri
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yapilarak genotipleri belirlendi ve daha 6nce yine Dogu Karadeniz Bolgesi’nde mezgit (M.
merlangus euxinus, MM1207), kalkan (Psetta maxima, TR-SW13G) ve gokkusagi
alabaliklarindan (O. mykiss, GE-1.2) izole edilen ve genotip-Ie’ye dahil olduklar1 bilinen
diger izolatlarla karsilastirildi. Sekans analizleri sonucunda tiim izolatlarin genotip-Ie’ye
dahil olduklar1 belirlendi. Bu izolatlarin birbirleri ve daha dnceki izolatlara yakinligi Sekil

4’te gosterilmektedir.

Sardina pilchardus
Raja clavata
Gaidropsarus vulgaris

Trachurus mediterraneus
Scorpaena porcus

Neogobius melanostomus
Psetta maxima (TR-SW13G)
Uranoscopus scaber
|Alosa immaculata

Merlangius merlangus
| Labrus bergyita ()
Oncorhynchus mykiss (Georgia)
Engraulis encrasicolus

0.010 0008 0006 0004 0.002 0.000

Sekil 4. VHSV (Ie) izolatlarinin dendogram agaci. Dallar arasindaki mesafeler
Maksimum Composite Likelihood Metod ile hesaplandi (Tamura vd., 2004).

3.3. Deneysel Enfeksiyon Calismalari
3.3.1. Karadeniz Alabahgi (Salmo trutta labrax)

Balik 6liimlerinin fazla olmasi nedeniyle deneysel enfeksiyon ¢alismasi 14. giinde
sonlandirildi. Viriis kaynakli balik oliimleri deneyin 5. giinlinde basladi ve deneyin son
giiniine kadar devam etti. En yogun balik 6liimleri en yiiksek doz uygulanan grupta (H,
10°? TCIDsp viriis mL™) goriildii. Bu grupta viriis kaynakli toplam 6li balik sayis1 29 adet
olup dlim oranmnin %8-34 (ortalama %19,33) oldugu belitlendi. Oliim oranlar1 diger
gruplarda ise uygulanan en yiiksek dozdan en diisiige dogru sirasiyla M grubunda %0-8
(ortalama %4), L grubunda %0-2 (ortalama 0,67) ve LL grubunda % 0-2 (ortalama 0,67)
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olarak goriildii (Tablo 4 ve Sekil 5). Yapilan istatistik testleri sonucunda gruplar arasindaki
farkhihigin Gnemli oldugu gorildi (x°=58.02, P<0.05). L ve LL gruplar arasinda
istatistiksel bir fark goriilmezken (P <0.05), M grubu L ve LL gruplann ile
karsilastirildiginda istatistiksel farkin 6nemli oldugu goriildii (xz =4,0, P <0,05).

Deney sonlandirilirken her bir tankta kalan canli baliklarin (SI) ne kadarinin viriis
tastyicist oldugunu belirlemek amaciyla tanklardan rastgele bir sekilde 20’°ser adet balik (5
balik x 4 grup) alindi ve gruplar halinde viral &rneklendi. Orneklerin hiicre kiiltiiriine
inokiilasyonlar1 sonucunda en yiiksek dozun uygulandigi grupta (H) 6rneklenen 12 gruptan
3 tanesindeki baliklarin ve en yiiksek ikinci dozun uygulandigi grupta (M) 6rneklenen 12
gruptan 1 tanesindeki baliklarin VHSV tasidiklar belirlendi. Diger gruplarda (L, LL ve K)

ise viriis izolasyonu gerceklesmedi (Tablo 4).

Tablo 4. Karadeniz alabaligi ile yapilan deneysel enfeksiyon c¢alismasi (AV:
Baliklara uygulanan viriis miktar1 (TCIDso ml™), NM: Dogal 6liimler, DRM:
Virlis kaynakli 6limler, SI: Deney sonrasinda hayatta kalan enfekte

baliklar)

Grup AV n NM DRM  %DRM S|
) 6.2 50 6 4 8 1/4
6.2 50 4 8 16 0/4

6.2 50 7 17 34 2/4

5.2 50 7 0 0 1/4

M 5.2 50 9 4 8 0/4
52 50 5 2 4 0/4

42 50 8 0 0 0/4

L 4.2 50 2 0 0 0/4
4.2 50 4 1 2 0/4

3.2 50 7 0 0 0/4

LL 3.2 50 5 1 2 0/4
3.2 50 6 0 0 0/4

K K1 50 4 0 0 0/4
K2 50 5 0 0/4
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En yiiksek doz uygulanan gruptaki tanklardan alinan 6lii baliklarin bir kisminda
hemoraj, goz firlakligi, renkte koyulagma, aniis ¢evresinde kizariklik ve sadece 1 balikta

kafada balon olusmasi seklinde VHS nin bazi belirtileri goriildii (Sekil 6).
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Sekil 5. Karadeniz alabaliklarinda viriis kaynakl balik éliimleri (H:10%% M:10°2,
L:10*?, LL:10*? ve K:0 TCIDsy viriis ml™)

Sekil 6. Karadeniz alabaliklarinda goriilen VHSV klinik belirtileri
(a: hemoraji, b) bas kisminda baloncuk olusmasi)
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3.3.2. Gokkusag Alabahg (Oncorhynhus mykiss)

Gokkusag1 alabaliklar1 ile yapilan deneysel enfeksiyon c¢alismasi 21. giinde
sonlandirildi. Viriis kaynakli balik oliimleri deneyin 5. giinlinde basladi ve deneyin son
giiniine kadar devam etti. En gok dliimler en yiiksek doz (H, 10°° TCIDs virus ml™) ve en
yiiksek ikinci dozun uygulandigi (M, 10*° TCIDsp viriis mL™) gruplarda gériildii (Sekil 7).
Bu gruplarda virlis kaynakli toplam o6lii balik sayisi 11°er adet olup 6liim oranmmin H
grubunda %4-10 (ortalama 7,3) ve M grubunda %6-12 (7,3) oldugu belirlendi (Tablo 5).
Yapilan istatistiki testler sonucu H ve M gruplar1 arasindaki farkin 6nemsiz oldugu goriildii
(x*=3,8, p>0,05). En diisiik iki doz grubundan L grubunda viriis kaynakli balik liimlerinin
%2 oldugu goriiliirken LL grubunda %0,67 oldugu belirlendi.

Deney sonlandirilirken her bir tankta kalan canli baliklarin ne kadarinin viriis
tagtyicisi oldugunu belirlemek amaciyla tanklardan rastgele bir sekilde 20’°ser adet balik (5
balik x 4 grup) alind1 ve gruplar halinde viral drneklendi. Orneklerin hiicre kiiltiiriine
inokiilasyonlar1 sonucunda H grubundaki tanklardan 6rneklenen 12 gruptan 4 tanesinde, M
ve L grubundaki tanklardan orneklenen gruplarin ise 3 tanesinde VHSV ile enfekte
baliklarin oldugu belirlendi (Tablo 5).

=]

Hatalik Kaynakh Bahk Oliimleri (%)
L

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20 21
Giinler

Sekil 7. Gokkusagi Alabaliklarinda viriis kKaynakli balik Slimleri (H:10°%,
M:10*°, L:10%°, LL:10%° ve K:0 TCIDsy viriis ml™).
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Tablo 5. Gokkusagi alabaligi ile yapilan deneysel enfeksiyon

Grup AV n NM DRM  %DRM S|
9y 5.9 50 1 4 8 0/4
5.9 50 1 2 4 214
5.9 50 3 5 10 204
4.9 50 1 3 6 2/4
M 4.9 50 2 2 4 1/4
4.9 50 2 6 12 0/4
. 3.9 50 2 1 2 1/4
3.9 50 3 1 2 2/4
3.9 50 3 1 2 0l4
2.9 50 3 0 0 0/4
LL 29 50 1 0 0 0/4
2.9 50 2 1 2 0/4
K K1 50 1 0 0 0/4
K2 50 1 0 0 0/4

Deney sirasinda viral enfeksiyon sebebiyle 6len baliklarda Karadeniz alabaliklarinda

goriilen klinik belirtilere benzer sekilde VHS nin klinik belirtileri goriildii (Sekil 8).

Sekil 8. Gokkusagi alabaliklarinda goriilen VHSV klinik belirtileri ( a:
viicudun c¢esitli bolgelerinde hemoraji, b: bas kisminda baloncuk
olusmast)
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3.3.3. Kaynak Alabahg (Salvelinus fontinalis)

Kaynak alabaliklar1 ile yapilan deneysel enfeksiyon c¢alismasi 20. giinde
sonlandirildi. Viriis kaynakli balik 6liimleri deneyin 6. giiniinde baslad1 ve 14. giline kadar
devam etti. En fazla 6liim oran1 %12 ile en yiiksek doz uygulanan grupta (H, 10>* TCIDs,
viriis-mL™) goriildii (Sekil 9). Bu grupta viriis kaynakli toplam 6lii balik sayisimin 12 adet
ve dliim oranin %6-12 (ortalama %8) oldugu belirlendi. Ikinci en yiiksek doz uygulanan
grupta ise (M, 10** TCIDsy viriis'mL™) 6liim oram1 % 0-4 (ortalama %1,3) iken diger
gruplarda virlis kaynakli balik dliimleri goriilmedi (Tablo 6). Yapilan istatistik testleri
sonucunda H ve M gruplarindaki istatistiksel farkin 6nemli oldugu goriildi (¥2=5.4,

P<0,05).

Tablo 6. Kaynak alabaligi ile yapilan deneysel enfeksiyon ¢alismasi

Grup AV n NM DRM %DRM  SI

54 49 2 3 6 0/5
H 54 50 2 6 12 0/5
54 50 3 3 6 0/5
44 51 3 0 0 0/5
M 4.4 49 1 0 0 0/5
44 49 0 2 4 0/5
3.4 49 1 0 0 0/5
L 34 50 1 0 0 0/5
34 50 1 0 0 0/5
24 50 0 0 0 0/5
LL 24 49 1 0 0 0/5
24 49 0 0 0 0/5
K Kl 49 0 0 0 0/5
K2 51 1 0 0 0/5

Deney sonlandirilirken her bir tankta kalan canli baliklarin ne kadarinin viriis

tastyicist oldugunu belirlemek amaciyla tanklardan rastgele bir sekilde 20’ser adet balik (5
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balik x 4 grup) alind1 ve gruplar halinde viral drneklendi. Orneklerin hiicre kiiltiiriine

inokiilasyonlar1 sonucunda hicbir grupta viriis ile enfekte baliklara rastlanmadi (Tablo 6).
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Sekil 9. Kaynak alabaliklarinda viriis kaynakli balik liimleri (H:10°4, M:10**,
L:10%*, LL:10** ve K:0 TCIDs viriis ml™).

Deney sirasinda viral enfeksiyon sebebiyle 6len baliklarda Karadeniz alabaliklarinda
ve gokkusagi alabaliklarinda goriilen klinik belirtilere benzer sekilde VHS’nin Klinik
belirtileri gortildi (Sekil 10).

Sekil 10. Kaynak alabaliklarinda goriillen VHSV klinik belirtileri
(a:viicudun ¢esitli bolgelerinde hemoraji, b) renkte koyulagma)
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3.3.4. Cipura (Sparus aureta)

Cipura baliklar ile yapilan deneysel enfeksiyon caligmasi, deney baslangicinda 12°C
olan deniz suyu sicakliginin 15°C’yi ge¢mesi nedeniyle 16. giinde sonlandirildi. Viriis
kaynakli ilk balik 6limii deneyin 4. giiniinde goriilmesine ragmen yogun Oliimler 11.
giinden sonra basladi ve deney sonuna kadar devam etti. Deney siiresince gruplardaki viriis
kaynakli balik oliimlerinin en yiiksek dozun (H, 10>° TCIDsp viriis ml‘l) uygulandigi
grupta % 5-15 (ortalama % 11,7) ve en yiiksek ikinci dozun (M, 10*° TCIDs viriis ml™)
uygulandigr grupta % 0-15 (ortalama % 6,7) ve en diisiik dozun uygulandig: grupta (L,
10"° TCIDsp viriis ml™) ise % 0-5 oldugu goriildii. Kontrol grubunda ise viriis kaynakli
balik 6liimleri goriilmedi (Tablo 7 ve Sekil 11).

Tanklardan alinan O6lii baliklarda viriis kaynakli herhangi bir hastalik belirtisine
rastlanmadi. Deney sonlandirilirken hayatta kalan baliklarin ne kadarmin viriis tasiyicisi
oldugunu belirlemek amaciyla her bir tanktan 20 adet balik alind1 ve bireysel olarak viral
orneklendi. Orneklerin hiicre kiiltiiriine inokiilasyonlar1 sonucunda bu baliklarda viriise

rastlanmadi (Tablo 7).

Tablo 7. Cipura baliklari ile yapilan deneysel enfeksiyon ¢alismasi (AV: Baliklara
uygulanan viriis miktar1 (TCIDsg ml'l), NM: Dogal oliimler, DRM: Viriis
kaynakli 6liimler, SI: Deney sonrasinda hayatta kalan enfekte baliklar)

Grup AV n NM DRM  %DRM S|
61 20 0 1 5 0/20

H 6,1 20 0 3 15 0/20
61 20 0 3 15 0/20

41 20 0 3 15 0/20

M 4.1 20 0 1 5 0/20
41 20 0 0 0 0/20

21 20 1 0 0 0/20

L 21 20 0 1 5 0/20
21 20 0 0 0 0/20

K K1 19 0 0 0 0/20
K2 19 2 0 0 0/20
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Sekil 11. Cipura baliklarinda viriis kaynakli balik 6liimleri (H:106'1, M:10**,
L:10%* ve K:0 TCIDsg viriis ml™).

3.3.5. Levrek (Dicentrarchus labrax)

Levrek baliklar ile yapilan ilk deneysel enfeksiyon calismasinda deney basladiktan
kisa bir siire sonra su sicakliginin hizli bir sekilde yiikselmesi ve 15°C’nin iizerine ¢ikmasi
sebebiyle deney 7. gilinde sonlandirildi. Deney siiresince viriis kaynakli balik 6liimleri
goriilmedi. Deney tanklarindaki baliklardan 15°er adet balik alinarak bireysel olarak viral
orneklendi ve hiicre kiiltiiriine inokiile edildi. Orneklerin hiicre kiiltiiriine inokiilasyonlart

sonucunda gruplarda VHSV’ne rastlanmadi (Tablo 8).

Tablo 8. Levrek baliklar ile yapilan deneysel enfeksiyon ¢alismasi (1. deney)

Grup AV n NM DRM %DRM S|
60 30 0 0 0 0/15
H 60 30 1 0 0 0/15
60 30 0 0 0 0/15
40 30 0 0 0 0/15
M 4,0 30 0 0 0 0/15
40 30 0 0 0 0/15
20 30 0 0 0 0/15
L 20 30 1 0 0 0/15
20 30 0 0 0 0/15
K 0 30 1 0 0 0/15
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Levrek baliklar1 ile yapilan ikinci deneysel enfeksiyon c¢alismasinda ise viriis
kaynakli ilk balik 6liimii deneyin 4. giiniinde goriilmesine ragmen yogun balik 6liimleri 9-
25. giinler arasinda goriildii. Deney stiresince gruplardaki viriis kaynakli balik 6liimlerinin
en yiiksek dozun (H, 10%% TCIDs viriis ml™) uygulandigi grupta % 17,5-25 (ortalama %
20,8), en yiiksek ikinci dozun (M, 10°>*TCIDs viriis ml™) uygulandigi grupta % 7,5-12,5
(ortalama %10) ve en diisiik dozun uygulandigi grupta (L, 10*3 TCIDsg viriis ml™) ise % O-
7,5 (ortalama 4,17) oldugu goriildii. Kontrol grubunda ise viriis kaynakli balik 6liimlerinin
olmadigi gorildii (Tablo 9 ve Sekil 12).

Deney sonlandirilirken her bir tankta kalan canli baliklarin ne kadarinin viriis
tasiyicist oldugunu belirlemek amaciyla tanklarda kalan baliklardan 15°er adet (M
grubundaki bir tankta kalan 20 baligin tamami alindi) alinarak bireysel olarak, kontrol
grubunda kalan baliklardan ise 20’ser adet alinarak gruplar halinde (5 balik x 4 grup) viral
orneklendi. Orneklerin hiicre kiiltiiriine inokiilasyonlar1 sonucunda H grubundan
orneklenen 45 baligin 11 tanesinde, M grubundan 6rneklenen 50 baligin 8 tanesinde, L
grubundan 6rneklenen 45 baligin 1 tanesinde VHSV tespit edilirken kontrol gruplarindan

alinan baliklarda viriise rastlanmadi (Tablo 9).

Tablo 9. Levrek baliklart ile yapilan deneysel enfeksiyon ¢alismasi (2. deney)

Grup AV n NM DRM  %DRM Sl
6.3 40 0 10 25 3/15
H 6.3 40 0 8 20 5/15
6.3 40 1 7 17,5 3/15
5,3 39 1 4 10 3/15
M 53 40 1 3 75 2/15
5,3 39 14 5 12,5 3/20
4,3 40 0 0 0 0/15
L 4,3 40 0 3 75 1/15
4,3 40 1 2 5 1/15
K1 0 40 0 0 0 0/4/20
K2 0 40 0 0 0 0/4/20
K3 0 40 0 0 0 0/4/20
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Viriis Kaynakh Balik Oliimleri (%)

Giinler

Sekil 12. Levrek baliklarinda viriis kaynakli balik 6limleri (H:106’1, M:104'1,
L:10%* ve K:0 TCIDsg viriis ml™).

3.4. Farkh Hiicre Hatlarinin VHSV’ne Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Iki farkli hiicre hattinin (EPC ve BF-2), Dogu Karadeniz’de mezgit baliklarindan
izole edilen VHSV’ne (MM1207, genotip-le) karsi duyarhiliklarinin karsilastirilmasi
amaciyla yapilan bu ¢aligsmada hiicre hatlarinin 7 giinliik siireyle iirettikleri viriis miktarlar
giinliik olarak izlendi.

-80°C’de stoklanan viriis 25 cm® flasklarda hazirlanan BF-2 ve EPC hiicre hatlarma
100’er pl inokiile edildi ve 15°C sicaklikta inkiibasyona birakilarak virlis stoklari
olusturuldu. Inokiilasyondan sonraki 4. giinde EPC stok viriisii olan flasktaki tiim
hiicrelerin viral enfeksiyon sonucunda zeminden ayrildigi goriildii. Ayni giin BF-2 stok
virlisli olan flasktaki hiicrelerin ise yaklasik olarak yarisinin zeminden ayrildig goriildi.

4. giin stok viriislerden 100’er pl alinarak bir 6nceki giin hazirlanan 96 kuyucuklu
test kaplarinda titrasyon testi yapildi. Yapilan titrasyon testi sonucunda BF-2 viriis
stogunda 10"% TCIDso ml viriis, EPC virlis stogunda ise 1087 TCIDsg ml viriis oldugu
belirlendi.

Yine 4. giinde bir giin Onceden hazirlanan 24 kuyucuklu test kaplarma viriis
stoklarindan 100’er pl inokiile edildi ve 7 giin boyunca giinliik olarak titrasyon yapilarak
tiretilen virlis miktarlar1 belirlendi (Tablo 10). BF-2 hiicrelerinde ilk CPE olusumu
inokiilasyondan sonraki 2. giinde goriildii ve 7. gilinlin sonunda ilgili kuyucuklardaki

hiicrelerin ancak % 85’inin zeminden ayrildigi ve bu kuyucuktaki viriis miktarmm 10"
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TCIDsp ml™ oldugu goriildii. EPC hiicrelerinde ilk CPE olusumu BF-2 hiicrelerindekine
benzer sekilde yine 2. giinde goriildii. 4. giinde CPE’nin %100 e ulastigi ve bu giinden
sonraki giinlerde kalan kuyucuklardaki viriis miktarmin 10%8-10%° TCIDsy ml™ oldugu

goriildil.

Tablo 10. Hiicre kiiltiirlerinde tiretilen viriis miktarlari

BF-2 EPC
Zaman Titer Titer
% CPE % CPE

(saat) (TCIDsp ml’) (TCIDsp ml’)
24 0 10>8 0 1082
48 10 1074 10 10%3°
72 20 1074 60-70 10%7°
96 35-40 107 100 10°%8
120 60-70 10" 100 10°°
144 60-70 10" 100 10°%°
168 85 10"* - -




4.TARTISMA

4.1. VHSV’niin Dogal Balik Tiirlerinde Yayilimi ve Epidemiyolojisi

Bu c¢alismada, Dogu Karadeniz Bolgesi’nde segilen 5 farkli istasyondan su
sicakliginin 15°C den daha diisiik oldugu aylarda (Kasim-Nisan) avlanan 18 farkli balik
tirinde VHSV taramasi yapildi. Tarama sonucunda tiim istasyonlardan VHSV
izolasyonlar1 gerceklestirildi. Istasyonlardan avlanarak viral muayene edilen balik
tirlerinden caga (Sprattus sprattus phalericus), ¢inekop (Pomatomus saltatrix), dil balig
(Solea sp.), izmarit (Spicara smaris), kayis baligi (Ophidion barbatum) ve kdmiircii kayasi
(Gobius niger) baliklarinda VHSV’ne rastlanmazken, barbunya (Mullus barbatus), dikenli
vatoz (Raja clavata), gelincik (Gaidropsarus vulgaris), kum kayabaligi (Neogobius
melanostomus), hamsi (Engraulis encrasicolus), iskorpit (Scorpaena porcus), istavrit
(Trachurus mediterraneus), kurbaga baligi (Uranoscopus scaber), mezgit (M. merlangus
euxinus), sardalya (Sardina pilchardus), tirsi (Alosa immaculata) ve zargana (Belone
belone) baliklarindan birgok VHSV izolasyonu gergeklestirildi (Ek tablo 3). Bu baliklardan
barbunya, dikenli vatoz, gelincik, hamsi, istavrit, iskorpit, kurbaga baligi, tirsi ve zargana
baliklarindan VHSV ilk kez bu calisma ile rapor edildi. Ornekleme yapilan tiim
istasyonlardan ve orneklenen tiirlerin biiyikk ¢ogunlugundan VHSV izole edilmesi bu
viriisiin Dogu Karadeniz Bolgesi’nde endemik oldugunun bariz bir gostergesidir.

1979 yilinda VHSV’niin dogal deniz baliklarindan ilk izolasyonundan sonra gerek i¢
sulardaki, gerek denizlerdeki dogal baliklarda ve gerekse kiiltiir balik¢iliginda bu viriise
kars1 ilgi artmis ve birgok virlis tarama calismasi yapilmistir. Baslangigta sadece
Avrupa’da var oldugu diistiniilen VHSV’niin son yillarda yapilan ¢aligmalar ile birlikte
Ozellikle Asya, Avrupa ve Amerika’ylr da igine alan kuzey yarim kiirede genis bir
cografyada yayilim gosterdigi ve bu virlise karst duyarl tiirlerin sayisinin her gegen giin
arttif1 goriilmektedir. Diinya hayvan saghg orgiitii (O.1.E.) 2012 verilerine gére VHSV ne
kars1 duyarli balik tiirleri sayisinin 82 oldugu ve deneysel ortamda 17 balik tiirliniin de bu

viriise karst duyarli oldugu bildirilmektedir (Ek tablo 1). Bu tez calismasi ile birlikte
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VHSV’ne duyarl balik tiirleri sayis1 82 den 91°¢e yiikselirken, deneysel olarak enfekte olan
balik tiirli sayis1ise 17 den 19’a yiikseldi.

Izmarit ve komiircii kayas1 baliklarindan gerek bu c¢alismada ve gerekse daha dnce
yapilan diger calismalarda VHSV izolasyonu ger¢eklesmedi. Isidan ve Bolat (2011)
tarafindan yapilan ¢alismada Dogu Karadeniz Bolgesi’nde bulunan 4 farkli istasyondan
toplam 398 adet izmarit balig1 viral 6rneklendi ve ¢alisma sonucunda viriis izolasyonu
ger¢eklesmedi. Brudeseth ve Evensen (2002) tarafindan yapilan bir ¢calismada Norveg’i
cevreleyen kiy1 sularindan avlanan ve aralarinda komiircii kayasi (140 adet) baliklarininda
bulundugu gobidae familyasi tiyelerinden (two-spotted goby: Gobiusculus flavescens, sand
goby: Pomatoschistus minutus, painted goby: Pomatoschistus pictus, transparent goby:
Aphya minuta, crystall goby, Crystallogobius linearis) toplam 1300 adet kayabaligi
orneklendi ve bu baliklardan VHSV izolasyonu ger¢eklesmedi. Bu ¢alismada da Akgaabat
istasyonundan avlanan 23 adet komiircii kayast balig1 10 grupta viral 6rneklendi ve bu
baliklarda VHSV’ne rastlanmadi. Diger taraftan Camburnu istasyonundan avlanan 123
adet kum kayabalig1 28 grupta viral 6rneklendi ve 2 gruptan VHSV izolasyonu gerceklesti.

Kayis (14 adet) ve ¢inekop (29 adet) baliklarinda VHSV taramasi ilk kez bu
calismada yapildi ve bu baliklardan viriis izolasyonu ger¢eklesmedi. Dil baligi ise daha
once Brudeseth ve Evensen (2002) tarafindan (2 adet) ve bu g¢alismada (28 adet)
orneklendi. Orneklenen balik sayisinin az olmasi sebebiyle her ii¢ balik tiirii i¢in de VHSV
icin konak tiirler olup olmadig1 konunda kesin bir fikir belirtmek yanlis olacaktir.

Bazen dogal deniz baliklarindan 1 tane VHSV ile enfekte balik bulabilmek i¢in ¢ok
sayida balik orneklemek gerekebilmektedir (Mortensen vd., 1999). Bu calismada VHS
virlisli izolasyonu ger¢eklesmeyen kayis baligi, ¢cinekop baligi, dil baligi, komiircii kayasi
balig1, caca gibi baliklarda ornek sayisinin artirilmasi ile VHS viriisii izolasyonlarmin
gerceklesme ihtimali vardir. Nitekim bu balik tiirleri birgcok yonden (beslenme, habitat,
vb.) VHSV izole edilen baliklarla benzerlik gostermektedir.

Cacga baliklar1 genellikle Orta Karadeniz Bolgesi’nde orta su trolii avciligi ile
avlanmaktadir ve tamami balik unu ve yag: fabrikalarinda kullanilmaktadir. Diger taraftan
girgir aveiliginda hamsi ile birlikte avlanan az miktardaki ¢aga baliklar1 ise hamsi ile
birlikte (caca baliklar1 ayrilmadan aymi kasa igerisine konularak) kasalanarak insan
tilketimine sunulmaktadir. Calismada kullanilan 252 adet c¢aca balig (Camburnu
istasyonundan 152 adet ve Hopa istasyonundan 100 adet) girgir teknesinde hamsilerin

kasalanmasi1 esnasinda segilerek Orneklendi ve bu baliklardan VHSV izolasyonu
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gerceklesmedi. Calismanin yapildigi yillarda (2009-2011) belirlenen istasyonlarda hamsi
aveiligmin kisa siirmesi ve hamsilerin arasinda ¢aga baliklarinin olmamasi 6rnek sayisinin
az olmasina neden oldu.

Ozellikle Atlantik Okyanusu, Kuzey Denizi, Baltik Denizi, Norve¢ kiy1 sulari,
Kattegat ve Skagerrak bolgelerinde birgok arastirmaci tarafindan ¢aga baliklarinda VHSV
taramasi caligsmalar1 yapildi. Mortensen vd. (1999) tarafindan yapilan ¢aligmada Baltik
Denizi’nden avlanan 350 adet ¢aga balig1 35 grupta viral 6rneklendi ve 8 gruptan VHSV
izole edildi (prevalens: 2,56; Pmax: 4,32). Yine ayni ¢alismada, daha sonraki 6rnekleme
gezilerinde, Kuzey Denizi (173 balik 18 grupta) ve Kattegat ve Skagerrak Bolgesi’nden
(405 balik 45 grupta) alinan 6rneklerde virlis izolasyonu gerceklesmedi. Baltik Denizi’nde
yapilan diger bir ¢alismada 2291 adet ¢aga 344 grupta orneklendi ve 36 gruptan VHSV
izole edildi (prevalens:1,57; Pmax:2,00). Aym1 c¢alismada yapilan diger ornekleme
gezilerinde ise Kuzey Denizi (100 balik 20 grup), Kattegat (472 balik 48 grup) ve
Skagerrak (175 balik 21 grup) kiy1 sularindan alinan toplam 747 adet g¢aca 89 grupta
orneklendi fakat bu gruplarda VHS’ne rastlanmadi (Skall vd., 2005a). King vd. (2001b)
tarafindan yapilan calismada Kuzey denizi, Atlantik okyanusunun kuzey dogusu ve irlanda
kiyr sularindan 6rneklenen 1704 adet caca baligindan ve Brudeseth ve Evensen (2002)
tarafindan yapilan ¢alismada Norve¢’in giiney kiy1 sularindan 6rneklenen 440 adet baliktan
VHSV izolasyonu ger¢eklesmedi. Bu caligmalarda gorildiigii iizere bir Ornekleme
caligmasinda ayni veya yakin bolgelerden bir ok VHSV izolasyonu yapilabilirken diger
ornekleme caligmalarinda hi¢ bir izolasyon yapilamayabilir. Caga baliklariin Dogu
Karadeniz’deki durumu hakkinda daha kesin bir bilgi elde edebilmek icin 6rnekleme
caligmalarinin ve 6rneklenen balik sayisinin artirilmasi gerekmektedir.

Kurbaga baliklarindan VHSV taramasi ilk kez bu ¢aligma ile yapildi. Akgaabat (23
balik 5 grupta) ve Camburnu (101 balik 28 grupta) istasyonlarindan avlanan 124 adet balik
33 grupta viral orneklendi ve Camburnu istasyonundan 6rneklenen baliklarda 10 gruptan
VHSV izole edildi. Aralik 2010 tarihinde o6rneklenen baliklarda (46 balik 9 grupta
orneklendi ve 5 gruptan viriis izole edildi) prevalens degerinin 14,97 (Pnin:2,69-Pmax:27,26)
ve Ocak 2011 tarihinde Orneklenen baliklarda (18 balik 5 grupta orneklendi ve tiim
gruplardan viriis izole edildi) prevalens degerinin 100 oldugu goriildii. 2011 yilinda Subat-
Nisan aylari arasinda Orneklenen baliklarda (25 balik 9 grupta) ise viriis izolasyonu

gerceklesmedi. Orneklenen baliklarin 6nemli bir kisminda VHSV tasiyan baliklarin



47

coklugu ve prevalens degerlerinin diger tiirlere gore yliksek olmasina ragmen bu baliklarda

VHS’nin herhangi bir belirtisine rastlanmadi.

Iskorpit baliklarindan VHSV taramasi ilk kez bu calisma ile yapildi. Akcaabat ve
Camburnu istasyonlarindan avlanan 146 adet iskorpit 43 grupta 6rneklendi ve sadece 1
gruptan VHSV izole edildi (prevalens: 9,64, Pmax: 27,72).

Pasifik Sardalyasi (Sardinops sagax) baliklarinda yapilan VHSV taramalarinda ve
yogun balik olimleri ile goriilen salginlarda bazi arastiricilar tarafindan bircok VHSV
izolasyonlar1 yapildi (Jones vd., 1997; Hedrick vd., 2003; Garver vd., 2013). Ulkemiz
denizlerinde bulunan sardalya tiirii ise Avrupa Sardalyasi’dir (Sardine pilchardus) ve
Akdeniz, Marmara, Ege denizlerinde ve Karadeniz’in Marmara ile baglandig1 bolgelerde
ekonomik olarak avlanan bir tiirdlir (Whitehead, 1985; Reshetnikov, 2006). Son yillarda
Dogu Karadeniz Boélgesi’nde de av vermeye baslamistir ve balikgilik istatistiklerine
(TUIK, 2012) gbre 967 tonu Dogu Karadeniz’den ve 525 tonu Bat1 Karadeniz’den olmak
lizere toplam 1592 ton avlanmistir. Bu ¢alismada Camburnu istasyonundan avlanan 100
adet sardalya 28 grupta 6rneklendi ve 2 gruptan VHSV izole edildi. Calismada 6rneklenen
sardalya baliklar1 Aralik 2010-Mart 2011 tarihleri arasinda Yeniay limani igerisinden
yaklagik 12-15 metre derinlikten fanyali dip aglari ile avlandi. Aralik-Subat aylar1 arasinda
sardalya baliklarina nadiren rastlanirken (29 adet) Mart ayinda ise balik sayisinin arttig
(71 adet) ve ayrica tiim baliklarda gonad olusumunun tamamlandigr goriildii. Bu durum
sardalya baliklarinin bu istasyona liremek amaciyla geldigine isaret etmektedir.

Tirsi baliklar1 Clupeidae familyasindandir ve sardalya, ringa, ve c¢aga baliklar ile
yakin akrabadirlar. Diinya genelinde yapilan bir¢ok calismada sardalya, ringa ve caga
baliklarindan bir ¢ok VHSV izolasyonu gergeklestirildi (Dixon vd.,1997; 2003;
Hershberger vd., 1999; Mortensen vd.,1999; King vd., 2001b, Hedrick vd.,2003). Tirsi
baliklarindan ise VHSV taramasi ilk kez bu ¢alisma ile yapildi. Akgaabat ve Camburnu
istasyonlarindan toplam 109 adet tirsi balig1 42 grupta drneklendi ve 2 gruptan VHSV izole
edildi.

Gelincik baliklar1 Lotidae familyasindandir ve o6zellikle biyik sayilarina gore
isimlendirilirler. Ulkemiz denizlerinde Gaidropsarus vulgaris (Three-Bearded Rockling)
yaygin olarak bulunurken yakin akrabalart olan Gaidropsarus mediterraneus (Shore

Rockling), Enchelyopus cimbrius (sinonim: Rhinonemus cimbrius, Four-Beard Rockling)


http://research.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/fishcatget.asp?tbl=genus&genid=686
http://research.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/fishcatget.asp?tbl=species&spid=12020
http://research.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/fishcatget.asp?tbl=genus&genid=410
http://research.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/fishcatget.asp?tbl=species&spid=12362
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ve Ciliata mustela (Five-Beard Rockling) ile sik¢a karistirilmaktadir. Bu calismada 3
biyikli gelincik baliklari (G. vulgaris) 6rneklendi.

Gelincik baliklarindan (Rhinonemus cimbrius) VHSV ilk kez Mortensen vd. (1999)
tarafindan Baltik Denizi’nde yapilan bir ¢alismada 11 adet gelincik baliginin 7 grupta viral
orneklenmesi ve 1 gruptan VHSV izole edilmesi ile rapor edildi (Prevalens P=9,77-
Pmax=27,5). Sonraki caligmalarda Kuzey Denizi, Kuzey Dogu Atlantik Okyanusu ve
Irlanda kiy1 sularinda 121 adet (King vd., 2001b) ve Norve¢ kiyr sularindan 25 adet
(Brudeseth ve Evensen, 2002) o6rneklenen gelincik baligindan (R. cimbrius) VHSV
izolasyonlar1 gerceklesmedi.

Bu calismada, Akcaabat ve Camburnu istasyonlarindan toplam 67 adet (34 grup)
gelincik balhigi (G. vulgaris) viral 6rneklendi ve 5 gruptan VHSV izole edildi. 03 Ocak
2010 tarihinde Akcgaabat istasyonundan avlanan 23 adet gelincik balig1 5 grupta viral
orneklendi ve 2 gruptan VHSV izole edildi (Prevalens: 9,72, Pmax: 23,19). Bu baliklarin
tamaminin cinsi olgunlukta oldugu ve tiremek icin sahile yakin bolgelere geldigi goriildii.
Camburnu istasyonundan 10 Aralik 2010 tarihinde tek bir grupta 6rneklenen 3 adet balikta
(Prevalens:100), 18 Subat 2011 tarihinde bireysel olarak 6rneklenen 2 adet baliktan 1
tanesinde (Prevalens: 50) ve 02 Mart 2011 tarihinde yine bireysel olarak drneklenen 2 adet
baliktan 1 tanesinden (Prevalens: 50) VHSV izole edilmesi 6zellikle tireme donemlerinde
gelincik baliklarinin VHSV ne yiiksek duyarlilikta oldugunu gostermektedir. Buna ragmen
orneklenen higbir gelincik baliginda VHS nin klinik belirtilerine rastlanmadi.

Barbunya baliklarindan VHSV taramasi ilk kez Isidan ve Bolat (2011) tarafindan
Hopa-Eregli arasindaki 8 farkli istasyondan toplam 492 adet barbunya baliginin
orneklenmesi ile yapildi ve bu baliklardan VHSV izolasyonu gerceklesmedi. Bu ¢alismada
ise Akgaabat ve Camburnu istasyonlarindan toplam 461 adet barbunya balig1 100 grupta
viral orneklendi ve 3 gruptan VHSV izole edildi (prevalens; 1,58-15,91, Pmax; 4,68-
45,05).

Hamsi baliklarindan VHSV taramasi ilk kez Isidan ve Bolat (2011) tarafindan Hopa-
Eregli arasindaki 8 farkli istasyondan toplam 905 adet hamsinin 6rneklenmesi ile yapildi
ve bu baliklardan VHSV izolasyonu ger¢eklesmedi. Bu caligmada ise 20 Subat 2010
tarthinde Hopa istasyonundan avlanan 100 adet hamsi 10 grupta 6rneklendi ve 2 gruptan
(Prevalens: 2,21, Pmax: 5,24) ve 09 Ocak 2011 tarihinde Carsibasi istasyonundan avlanan
70 adet hamsi 10 grupta Orneklendi ve 1 gruptan (Prevalens: 1,49, Pmax: 4,40) VHSV

izole edildi.
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Dikenli vatoz baliklarindan VHSV taramasi ilk kez Isidan ve Bolat (2011) tarafindan
yapildi. Trabzon agiklarindan avlanan 58 adet vatoz baligi viral 6rneklendi ve bu
baliklardan VHSV izolasyonu ger¢eklesmedi. Bu c¢alismada ise Camburnu istasyonundan
orneklenen 28 adet dikenli vatoz baliginda viriise rastlanmazken Akgaabat ve Carsibasi
istasyonlarindan 6rneklenen toplam 42 adet dikenli vatozdan 2 tanesinden VHSV izole
edildi.

Zargana baliklarindan ilk kez VHSV taramasi Mortensen vd. (1999) tarafindan
yapildi ve 10 grupta Orneklenen 30 adet zargana baligindan viriis izolasyonu
gerceklesmedi. Bu calismada ise Camburnu istasyonundan avlanan 49 adet zargana 10

grupta viral 6rneklendi ve 1 gruptan VHSV izole edildi (Prevalens: 2,09, Pmax: 6,17).

Mezgit baliklarindan VHSV ilk kez Mortensen vd. (1999) tarafindan Danimarka’y1
cevreleyen sularda yapilan bir ¢alisma ile rapor edildi. Bu ¢alismada 851 adet mezgit 93
grupta viral 6rneklendi ve sadece 2 gruptan VHSV izole edildi (Prevalens; 0,08, Pmax;
0,24). Daha sonra King vd. (2001b) tarafindan yapilan ¢alismada ise Kuzey Denizi,
Atlantik Okyanusu'nun Kuzey-Dogusu ve Irlanda’yr cevreleyen sularda dogal deniz
baliklarinda VHSV taramasi yapildi. 3424 adet mezgit 350 grupta viral drneklendi ve
sadece 1 gruptan VHSV izole edildi (Prevalens; 0,029, Pmax; 0,085) ve bu gruptaki
baliklarin ortalama boylar1 11,3+1,1 cm olarak 6l¢iildii. Diger calismalarda ise Brudeseth
ve Evensen (2002) tarafindan Norveg giliney kiyr sularindan 6rneklenen 18 adet ve Dixon
vd. (2003) tarafindan Ingiltere’yi gevreleyen kiyi sularindan drneklenen 475 adet mezgitten
virlis izolasyonu ger¢eklesmedi. Dogu Karadeniz Bolgesi’nde yapilan bir ¢alismada, Hopa-
Eregli arasindaki 9 farkli istasyondan alinan 714 adet mezgit balig1 viral 6rneklendi fakat
bu baliklardan VHSV tespit edilemedi (Isidan ve Bolat, 2011). Dogu Karadeniz
Bolgesi’nde, Yomra Koyu'nda (Trabzon), yapilan diger bir ¢alismada ise 2007-2008
yillarinda mezgit baliklar1 aylik 6rneklenerek VHSV taramasi yapildi ve Subat, Mart ve
Nisan aylarinda bu baliklardan VHSV izole edildi (prevalens: 1,35-3,14) (Altuntas, 2007;
Altuntas ve Ogiit, 2010). Bu ¢alismada ise prevalens degerlerinin gruplar halinde
orneklenen baliklarda Akcaabat istasyonunda 1,28 (Pmax 380), Camburnu istasyonunda
2,64-5,87 (Pmax 6,22-16,27) oldugu, bireysel olarak 6rneklenen baliklarda ise Camburnu
istasyonunda 1,75-2,33, Yomra istasyonunda ise 1,14-9,68 arasinda degistigi goriildii.

Bu ¢alismada mezgit baliklarinda goriilen prevalens degerlerinin diger caligmalara

gore daha yliksek olmasinin sebebi ornekleme stratejisi ile ilgilidir. 2009 yilinda bireysel
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olarak oOrneklenen mezgitlerde her hangi bir kriter aranmazken sonraki yillarda
orneklemelerde sadece 14 cm den kiiciik bireyler orneklendi. 2009 yilinda Yomra
istasyonundan Ocak (43 adet), Subat (80 adet) ve Mart (88 adet) aylarinda boylar1 11,6-
23,0 cm ve yaslar1 0,95-4,51 arasinda degisen toplam 211 adet mezgit 6rneklendi ve 9 adet
mezgitten VHSV izole edildi. Bu mezgitlerden 1 yasindan kiiglik 2 baliktan 1 tanesinin
(%50), 1-2 yas araligindaki 101 adet mezgitten 6 tanesinin (%5,94) ve 2 yasindan biiyiik
108 adet mezgitten 2 tanesinin (% 1,85) VHSV ile enfekte oldugu goriildii. Ayrica bu 9
baliktan 2 tanesinin erkek 7 tanesinin ise disi oldugu goriildii.

2010 yilinda yine Yomra istasyonundan boylar1 8,7-17,8 cm ve yaslar 0,36-2,74
arasinda degisen 442 adet mezgit drneklendi. Bu baliklardan 1 yasindan kiigiik 62 adet ve 2
yasindan biiylik 16 adet mezgitte VHSV’ne rastlanmazken 1-2 yas araligindaki 364 adet
mezgitten 11 tanesinden viriis izole edildi ve enfekte baliklarin 5 tanesinin erkek 6
tanesinin ise disi oldugu gortildii.

2011 yilinda ise calisma (bireysel mezgit Orneklemesi) Camburnu istasyonunda
yapildi. Boylar1 9,5-14,1 cm ve yaslar1 0,32-1,64 arasinda degisen (1 yasindan kiiciik 76
adet, 1-2 yas araliginda 263 adet) 339 adet mezgit 6rneklendi ve sadece 2 tanesinden
VHSV izole edildi. Enfekte baliklarin 1,12 (Disi) ve 1,49 (Erkek) yaslarinda oldugu
goriildii.

Istavrit baliklarindan, Kuzey Denizi, Kattegat ve Skagerrak bdlgelerinden
(Mortensen vd., 1999), Iskogyanin kuzey ve bati kiy1 sularindan (King vd., 2001b),
Norveg kiyr sularindan (Brudeseth ve Evensen, 2002), Ingiltere’yi cevreleyen kiyi
sularindan (Dixon vd., 2003) ve Pazar (Rize)-Eregli arasindaki 8 farkli istasyondan (Isidan
ve Bolat, 2011) VHSV tarama ¢alismalar1 yapildi ve bu g¢alismalarda viriis izolasyonu
gerceklesmedi. Bu ¢alismada ise Akgaabat istasyonundan 3 adet (Prevalens:1,49,
pmax:4,40) ve Camburnu istasyonundan 4 adet (Prevalens:1,49, pmax:4,40) VHSV
izolasyonu gerceklestirildi. Ayrica Ordu ili Persembe ilgesi aciklarinda deniz kafeslerinde
stoklanan istavritlerde yogun balik 6liimleri gériilmesi lizerine yapilan viral muayenede 70
balik 10 grupta drneklendi ve 4 gruptan VHSV izole edildi.

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde Hopa-Eregli arasinda yapilan bir calismada 12 farkl
balik tiirtinde (Tablo 1) VHSV taramas1 yapildi ve sadece kalkan baliklarindan bu viriis
izole edildi ve c¢alisma sonucunda diger 11 tiirin VHSV’den ari oldugu rapor edildi
(Isidan, 2010; Isidan ve Bolat, 2011). Bu 12 balik tiirinden 6 tanesi (hamsi, izmarit,

istavrit, barbunya, mezgit, ve dikenli vatoz) bu ¢alismada da viral 6rneklendi ve bunlardan
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izmarit diginda tiim diger tlirlerden VHSV izolasyonlar1 ger¢eklesti. Bu baglamda bu iki
calismanin sonuglart farkliliklar gostermektedir. Bu farkliliklarin sebeplerinin 6rnekleme
stratejisi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Bu ¢alisma 2009-2011 yillar1 arasinda deniz
suyu sicakliginin 15°C’ den daha diisiik oldugu donemlerde (Aralik ay1 basi-Nisan ay1
sonu boyunca) yapildi, diger calisma ise sadece sonbahar ve ilkbahar aylarinda yapildi.
Bolgede yapilan diger bir calismada (Altuntas ve Ogiit, 2010) mezgit baliklar1 aylik olarak
orneklendi ve Ocak-Nisan aylar1 arasinda (6zellikle Ocak ve Subat aylarinda) mezgit
baliklarinda birgok VHSV-le izolasyonlar1 gerceklestirildi. Benzer sekilde bu ¢alismada da
bir¢ok balik tiiriinde sadece ilkbahar aylarinda (17 izolat/579 grup) degil kis aylarinda da
(57 izolat/1352 grup) VHSV-Ie izolasyonar1 gergeklesti (Ek Tablo 3). Dolayisiyla kis
aylarinin Dogu Karadeniz Bolgesi’nde VHSV taramasi i¢in mutlaka drneklenmesi gereken

bir donem oldugu goriilmektedir.

Diger bir husus ise Orneklerin se¢imi, muhafazasi ve viriisiin teshisi ile ilgilidir.
Diinya Hayvan Saghg Orgiitii (OIE) ve Avrupa Toplulugu (2001/183/EC) VHSV niin
teshis ve teyidi i¢in Ornekleme planlar1 ve teshis yontemleri hakkinda direktifler
yayimlamustir (OIE, 2006; EC, 2001). Buna gore, 6rnekler yalitilmis bir kutu (saklama
kabi, strafor gibi) icerisinde ve soguk muhafaza edilerek en kisa zamanda laboratuara
ulastirilmali, tasima sirasinda Orneklerin donmamasina, 1sinmamasina (10°C’den daha
soguk olmali) ve giines 1s18indan korunmasina dikkat edilmeli ve 6rnekleme yapildiktan
sonra en ge¢ 48 saat igerisinde Ornekler hiicre kiltiiriine inokiile edilmeli seklinde
tavsiyeler sunulmaktadir. Bu c¢alismada viral Ornekleme Carsibasi ve Hopa
istasyonlarindan girgir avciligi  yapan teknelerden alinan baliklar ve Akgaabat
istasyonundan balik¢i teknelerinden alinan baliklardan 6lmek iizere olan ve/veya heniiz
yeni 0lmiis baliklar secildi ve bu baliklar soguk muhafaza ile (strafor kutu + buz) kisa bir
siire icerisinde laboratuara ulastirildi, ayn1 giin viral muayene edildi ve en ge¢ 24 saat
icerisinde hiicre kiiltiirline inokiile edildi. Calismada kullanilan diger baliklar ise canli
olarak avlandi ve yine ayni sekilde soguk muhafaza edilerek ¢ok kisa bir siire igerisinde
laboratuara ulastirildi. Diger calismada (Isidan, 2010; Isidan ve Bolat, 2011) ise baliklar
istasyonlardaki balik¢1 teknelerinden alinarak aragtaki seyyar buzdolabinda saklandi ve
viral muayeneye kadar -80°C de stoklandi. Baliklarin dondurulmasi-¢6ziindiiriilmesi islemi
sirasinda virlisiin inaktif hale geldigi bazi arastirmacilar tarafindan sdylenmektedir. Bu

calismalarda, bir kez -80°C de dondurulup ¢oziindiiriilen 6rneklerde virlis infektivitesinin
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1000 kata kadar azaldigi ve bdyle bir dondurma-¢oziindiirme islemi sonrasinda ancak
dokularinda yiiksek miktarda viriis bulunan baliklardan viriis izolasyonu gerceklesebilecegi
vurgulanmaktadir (Mortensen vd.,1999; Meyers vd., 1994; 1999).

VHS 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
Oltimler goriiliir. Baliklarda uyusukluk, renkte koyulagsma, ekzoftalmus ve kansizlik
gortlebilir. Gozlerde, deride, solungaglarda ve yiizgec kaidelerinde kanamalar goriilebilir.
GO0z ¢evresinde, iskelet kaslarinda ve i¢ organlarda nokta seklinde kanamalar goriilebilir.
Karacigerde yer yer renk farklilagmalar ile birlikte sigskinlik ve kan toplanmasi vardir.
Bobrekler kirmizi renkte ve incelmistir. Kronik olarak enfekte olmus baliklarda 6nemli
derecede yogun Oliimler goriiliir fakat Oliimler akut tipe goére daha uzun zamana
yayitlmistir. Baliklarda uyusukluk, renkte koyulasma, ekzoftalmus ve siddetli kansizlik
goriilebilir. Hemoraj (kanama) da goriilebilir fakat siddetli degildir. Karaciger, dalak ve
bobregin 6demine bagli olarak karin siskindir. Karaciger soluktur ve petek seklinde
kizarikliklar vardir. Latent enfeksiyonda olim orani1 disiiktiir ve balik normal
goriiniimliidiir fakat hiperaktif olabilir (McAllister, 1990).

Bu calismada 18 farkl tiirden toplam 5025 adet balik 6rneklendi ve 74 adet viriis
izolasyonu gerceklestirildi. Ornekleme sirasinda tiim baliklar gdzle muayene edilerek
deride, gozlerde ve gevresinde, i¢ organlarda VHS’nin tipik bir belirtisi olan hemoraj
(kanama) arandi. Fakat hicbir balikta hastalik belirtisine rastlanmadi. VHSV izole edildigi
halde higbir klinik belirti goriilmeyen ¢alismalar siklikla goriilmektedir (Mortensen vd.,
1999; Brudeseth vd., 2002; Smail, 1995; 2000). King vd. (2001b) tarafindan, bu baliklarda
diisiik konsantrasyonlarda viriis bulunabilecegi ve bu tiir baliklarin “asemptomatik
tastyicilar” olarak isimlendirilebilecekleri soylenmektedir.

Su sicakligi, balik tiirii, yas (hayat evresi), stres, stok yogunlugu, viriis straini gibi
faktorler hem dogal baliklardan viriis tarama g¢alismalarinda hem de deneysel enfeksiyon

caligmalarinda VHS nin epidemiyolojisini ve patojeniteyi etkileyen 6nemli faktorlerdir.

4.1.1.Su Sicakhg

VHS salginlarinda su sicakligi 6nemli bir ¢evresel faktordiir. Hastalik daha ¢ok 4-

14°C su sicakliklarinda goriiliir. 15°C’nin {izerindeki sicakliklarin virlisiin ¢ogalmasi
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tizerine olumsuz etkileri oldugu bildirilmektedir. Su sicakligina bagl olarak 7—-15 giinliik
bir inkiibasyon siiresi vardir. Replikasyon i¢in optimum su sicakligi 9-12°C ve optimum
pH 7,4-7,8 dir. Replikasyon 6°C de c¢ok azdir ve 20°C de hi¢ yoktur (de Kinkelin vd.,
1980; Bernard vd., 1983; McAllister, 1990). VHS yilin her mevsiminde gozlenmekle
beraber salginlar genellikle su sicakliklarinda dalgalanmalarin oldugu donemlerde daha
¢ok goriiliir (Acosta vd.,2005). Bu ¢alismanin yapildigr aylarda (Aralik-Nisan) deniz suyu
sicaklarin yiizey suyunda (0 m) 8-17°C, 25 m derinlikte 8,6-14,5°C ve 50 m derinlikte
8,3-14°C araliginda oldugu ve bu sicaklik araliginin VHSV enfeksiyonlar1 i¢in optimum
degerlerde oldugu gorildii.

4.1.2. Hayat Evresi

VHSV’ne duyarlilik her balik tiiriinde ayn1 degildir. Enfeksiyon her yas grubunda
goriilebilir fakat gen¢ baliklar yetiskin baliklara gore enfeksiyona daha duyarlidir.
Enfeksiyonda hayatta kalan baliklar hayatlar1 boyunca viriis tasiyicist olurlar ve viriisii

idrar ve iireme sivisiyla ¢evreye sagarlar (McAllister, 1990).

Mezgit baliklarinda yas degeri Von-Bertalanffy biiylime esitligi kullanilarak
belirlendi. Bu esitlige gére mezgit baliklarinda disiler yaklasik 15,4 cm boyunda, erkekler
ise yaklasik 14,7 cm boyunda 2 yasina ulagmaktadir. Bu c¢alismada, bireysel olarak
orneklenen mezgit baliklarinda 2010 ve 2011 yillarinda yapilan 6rneklemelerde 6zellikle
14 cm den (2 yasindan kiicilik) kiiciik bireyler tercih edildi. 2009 yilinda 6rneklenen ve 1-2
yas aralifinda olan 101 adet mezgitten 6 tanesinin, 2 yasindan biiyiik 108 adet mezgitten 2
tanesinin, 2010 yilinda 6rneklenen 1 yasindan kiigiik (62 adet) ve 2 yasindan biiyiik (16
adet) bireylerde virlise rastlanmazken yine 1-2 yas araligindaki bireylerden (364 adet) 11
tanesinin VHSV ile enfekte olmasi mezgit baliklari i¢in 1-2 yas araliginin bu viriise karsi

en duyarli oldugu dénem olarak goziikmektedir.

4.1.3.Stres

Baliklarda stres konusu bir¢ok arastirici tarafindan arastirilmis ve birgok farkli stres
tanimi1 yapilmistir (Selye 1950; 1973; Mazeaud vd., 1977; Wendelaar-Bonga, 1997;
Francis-Floyd, 1990b; Pickering 1981; Schreck, 2000; Elmen vd., 1998; Barton ve lwama,

1991). Stres, organ fonksiyonlarinin optimum dengeden uzaklasmasit durumudur ve buna
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yol acan her tirli madde, islem veya uygulama stresor (stres faktorii) olarak
tanimlanmaktadir (Francis-Floyd, 1990b). Bununla birlikte stres hayvanin optimum
kosullar disinda verdigi adaptif fizyolojik yanitlar toplami olarak da tanimlanabilmektedir
(Wendelaar-Bonga, 1997). Stres, akut veya kronik olabilmektedir. Her iki stres tipinde de
balikk bu stres durumunun iistesinden gelebilmek igin ekstra enerjiye ihtiya¢c duyar.
Solunum orani artar, kan basinct diiser ve genellikle kirmizi kan hiicresi miktar1 artar.
Baliklar normalde stresin olusturdugu bu ilkin etkilere dayanabilir. Ancak strese maruz
kalma siiresi ve/veya baliklarin ikinci bir stresére daha maruz kalmasi baliklarin enerji
rezervlerinin tiikenmesine yol agabilir (Reid vd., 1998). Bu durum baliklarin firsatci
patojenlere karsi savunmasiz hale gelmesine yol agabilecegi gibi direkt 6liime de yol
acabilir (Sommerset vd., 2005).

Diger viral hastaliklarda oldugu gibi VHS hastaliginda da stres patojenite ve
epidemileri etkileyen onemli bir faktordir. Enfeksiyonu atlatan baliklarda virlis gizli
kalabilir ve ileride gerceklesebilecek bir stres faktoriiyle beraber tekrar viriis sagilimi s6z
konusu olabilir (Acosta vd., 2005; de las Heras vd., 2008; Knuessel vd., 2003; Skall vd.,
2004b; Snow vd., 2005). Ozellikle yiiksek stok yogunlugu, kétii beslenme, yetistiricilik
faaliyetleri, balik transferi vs. gibi durumlara maruz kalan baliklarda artan strese bagl
olarak VHSV’niin yogunlugu ve hastaligin derecesi artabilir ve bunun sonucunda da
onemli miktarda balik 6liimleri meydana gelebilir (Jorgensen, 1974; Hershberger vd.,
1999).

Baliklar dinamik bir ortamda yasadiklarindan, olusabilecek ani ¢evresel degisimlerin
yol acacagi strese hizli ve etkili bir sekilde adapte olabilme kabiliyetine sahiptirler. Ancak,
bu adaptasyon siirecinde biiyiimede kayip olarak nitelenen enerji maliyeti s6z konusudur.
Adaptasyon kisa vadede etkili olup baligin hayatta kalma sansini artirmaktadir. Stresin
kronik bir halde seyretmesi durumunda fizyolojik adaptasyon bir siire sonra iflas edebilir
ve balik tolerans durumuna gegip hastalik ve diger soklara karsi tamamen dayaniksiz hale
gelebilir (Ogiit, 2005).

VHSV, Kuzey Amerika’da ilk kez 1988 yilinda iiremek i¢in derelere gecis yapan
coho salmon (Oncorhnychus kisutch) baliklarinin ovaryum sivilarinda bulundu (Brunson
vd., 1989; Hopper, 1989). Daha sonraki yillarda yapilan birgok calismada yine iireme
doneminde Orneklenen bir¢cok baliktan VHSV izolasyonlar1 gergeklestirildi. Bunlardan
Ozellikle herring baliklar1 (Clupea palasii) ile yapilan g¢aligmalardan birinde, bahar

doneminde liremek i¢in Norveg sularina gelen baliklarin diger baliklara gore daha yiiksek
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prevalens gosterdigi belirlendi (Johansen vd., 2011). Diger bir calismada ise Prince
William Sound (Alaska, USA) bolgesine iiremek i¢in gelen herring baliklar1 ag kafeslerde
stoklandi. Hem kafeslerdeki baliklardan hem de dogal stoklardan (her ikisi aymi siiriiniin
baliklar1) ayrica hem kafes igerisinden ve etrafindan hem de agik denizden su G6rnekleri
alindi. Dogal stoklardan oOrneklenen baliklarda VHSV’ne rastlanmazken kafeslerde
stoklanan baliklarda ¢ok sayida viriis izolasyonu gergeklesti. Ayni sekilde kafes igi ve
etrafindan alinan su 6rneklerinde viriis tespit edilirken agik denizden alinan su 6rneklerinde
viriis tespit edilemedi (Hershberger vd., 1999).

Bu calismada oOrneklenen bir¢ok baligin gonad gelisimine bakilarak cinsiyeti
belirlenebilecek durumda oldugu goriildi. Yani tireme donemi (gonadlarm olusmaya
baslamasindan yumurtalarin déllenmesine kadar olan siire¢) baslamis durumdaydi. Bazi
baliklarda gonad olusumu yeni baglamisken bazi baliklarin (sardalya, gelincik, kum
kayabalig1) ise yumurta dokmek iizere olduklari goriildii. Ureme dénemi baliklarin siirekli
stres (lireme stresi) altinda oldugu bir déonemdir ve bu siiregte balik patojenlere kars1 daha
savunmasiz haldedir. Akgaabat ve Camburnu istasyonlarindan avlanan tiim gelincik
baliklarinin ve Camburnu istasyonundan avlanan tiim sardalya baliklarinin gonadlarinin
olgun oldugu ve liremek i¢in kiyiya yakin bolgelerde bulunduklar1 goriildii. Bu baliklarda
viriis prevalensinin (gelincik; 9,72-100 ve sardalya; 2,09-16,27) diger baliklara gore

yiiksek olmasi lireme stresinin viriis prevalensini artirdigint gostermektedir.

Baliklar giiclii ylizme yetenekleri sayesinde yasamlar1 boyunca aktif olarak yer
degistiren su canlilanidir. Bazi tiirler aktif hareket etmekle birlikte yerlesik yasami tercih
ettikleri halde ¢ogu balik gruplar stirtiler halinde uzun mesafeli gocler yaparlar. Baliklarda
goglere sebep olan baslica faktorler fiziksel (Suyun derinligi, basinci, akintilar, 1s1, 151k,
yogunluk), kimyasal (Tuzluluk, pH, ¢6ziinmiis gazlar, su kirliligi) ve biyolojik faktorler
(ireme faaliyetleri, beslenme, kan basinci, yirticilardan kagma, sosyal rekabetler) seklinde
siralanabilir (MEGEB, 2008).

Go¢ eden baliklar anadrom, katadrom, amfidrom ve osinodrom olmak {izere 4 gruba
ayrilir. Bunlardan anadrom baliklar biliylime ve gelismelerini denizlerde tamamlar ve
iireme olgunluguna erisince yumurtlamak amaci ile i¢ sulara go¢ ederler. Katadrom
baliklar ise anadrom baliklarin tersine biiyiime ve gelismelerini tath sularda tamamlarlar ve
yumurtlamak i¢in denizlere go¢ ederler. Amfidrom baliklar durgun sularda, gol, golet gibi

ortamlarda yagsamlarini siirdiiriirler ve ireme donemleri yaklastiginda durgun sulara bagl
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olan nehir agizlar1 ve nehirlere go¢ eder. Osinodrom baliklar ise i¢ sulara girmeyen deniz
baliklaridir ve iiremek i¢in denizler arasinda go¢ ederler (MEGEB, 2008).

Bu calismada 6rneklenen tiirlerden hamsi, istavrit ve ¢inekop baliklar1 osinodrom
tiirler olup beslenme, tlreme ve sicaklik ihtiyaglarin1 karsilayabilmek igin tiim
Karadeniz’de siiriiler halinde uzun gocler yaparlar. Caligmada 6rneklenen diger tiirler ise
kisa mesafelerde go¢ ederler. Bu baliklar su sicakliginin yiiksek oldugu yaz aylarinda derin
sularda yasarken su sicakliginin diismesi ile kiyiya yakin bdlgelere gelirler. Nitekim
Camburnu istasyonunda (Yeniay limani igerisinde) yapilan orneklemelerde g¢alismada
orneklenen biitiin balik tiirlerinin ayn1 bolgede avlanabilmesi bu durumun bir gostergesidir.
Bu durum VHSV’niin baliktan baliga transferinde 6nemli bir rol oynamaktadir. VHSV ile
enfekte baliklarin bu boélgelerde varligi bu virlisiin diger baliklara bulasmasina neden
olabilmektedir. Bu bulasma iki sekilde olabilir. Bunlardan birincisi enfekte baliklarin
tireme sivist ve idrar yoluyla virlisii ¢evreye (suya) bulastirmalari, digeri ise enfekte
baliklarin diger baliklar tarafindan yenilmesidir.

Kahverengi alabalik iilkemizde dogal olarak bulunan tek alabalik tiiriidiir.
Anadolu’nun Kuzey ve Kuzey-Dogu Bolgesi’'ndeki akarsularla, Karadeniz’e dokiilen
nehirlerde yasadigi bildirilmektedir (Aras, 1976; Geldiay ve Balik, 1996). Kahverengi
alabalik, tatlisu ve deniz (daha ziyade acisu) arasinda firsatgr go¢ davranisina sahiptir.
Slastenenko (1956), Karadeniz alabaliginin yurdumuzda birbirinden farkli ii¢ ekotipinin
var oldugunu (deniz, dere ve gol ekotipi) ileri siirmektedir. Bunlardan deniz ekotipi olan
Karadeniz Alast (Salmo trutta labrax) hayatinin biiyiik bir kismini ve 6zellikle beslenme
periyodunu iceren zamani denizde gegirmektedir. Ureme dénemlerinde ise Karadeniz’e
akan nehirlere girerek kis aylarinda cakilli ve taglik alanlarda yumurtalarini birakir. Tath
sularda birakilan yumurtalardan ¢ikan yavrular 15-20 cm boya erisince beslenmek iizere
denize goc ederler (Slastanenko, 1956; Emre ve Kiiriim, 1998).

Anadrom baliklardan bir digeri olan tirsi baliklar1 Clupeidae familyasina dahildirler.
Alosa cinsi ile temsil edilen tirsi baliklar1 iilkemiz denizlerinde Akdeniz, Ege, Marmara ve
Karadeniz’de dagilim gostirler (Aksiray, 1987). Morfolojik karakterine bakilarak yapilan
calismalarda tilkemizde alosa cinsine ait dort tiir (A. caspia, A.maeotica, A. tanaica, A.
pontica) ve bir alt tiiriin (A. fallax nilotica) bulundugu belirtilmistir (Bilecenoglu vd., 2002;
Kuru, 2004). Dogu Karadeniz’de (Azov Denizi ve Hazar Denizi’de dahil) dagilim gdsteren

tirii Alosa pontica’dir (sinonim: Alosa immaculata) (Stoyanov vd., 1963; Kolarov, 1965;
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Whitehead, 1985; Coad, 1997; Eryilmaz, 2001; Kottelat ve Freyhof, 2007; Turan vd.,
2007).

Tirsi (Alosa immaculata) baliklari, 1liman ve nehir agizlarina yakin sahalarda orta su
bolgesinde biiyiik siiriiler halinde bulunurlar. Yumurta birakmak i¢in ac1 su bolgelerine ve
nehirlere girerler. Beslenmek icin Dogu Karadeniz’i ve liremek i¢in Danube, Dniester,
Dnieper, Don, Bug ve Volga nehirlerini tercih ederler. Su sicakliginin 6-9°C oldugu
donemlerde (Mart-Nisan) bu nehirlere girerler ve su sicakliginin 15°C oldugu dénemlerde
(Nisan-Agustos) tireme baslar (Whitehead, 1985; Coad, 1997; Coad, vd., 2003; Navodaru
ve Waldman, 2003; Ciolac, 2004; Kottelat ve Freyhof, 2007; Polat ve Ergiin, 2008)

Kayabalig1 tiirlerinden biri olan kum kayabaligi (N. melanostomus) diadrom tiirlere
tipik bir ornektir. Birgok diadrom balik tiirii beslenmek icin ortam degistirir ve lireme
faaliyetleri icin mutlaka tath su yada deniz suyu ortamina ihtiya¢ duyarken kum kayabalig
her iki ortama da tiim yasam evreleriyle uyum saglayabilmektedir (Hernaman vd., 2000).

Kum kayabaligi (N. melanostomus) eurytermal bir balik olup dogal ortaminda,
sicaklik tolerans1 —1 ile 30°C arasindadir (Moskal’kova, 1996). Yayilis gosterdigi sulardaki
tuzluluk degerleri 1-40.6 ppt arasinda bulunmaktadir (Kazancheev, 1981). Karadeniz ve
Azak denizinde 20 m’ye kadar olan s1g sularda, kumluk, kayalik ve cakillik olan habitatlar
yasam alani olarak se¢mektedirler (Miller, 1986). Karadeniz’de ilkbahar ve sonbahar
aylarinda yavas akan nehirlerde, lagilinlerde ve 20 m derinlige kadar olan aci sularda
bulunabilirler (Jude ve DeBoe, 1996), fakat kisin 50-60 m gibi daha derin sulara go¢
ederler (Miller, 1986).

Kum kayabaligi (N. melanostomus) Karadeniz, Azov ve Hazar denizi orijinlidir
(Miller, 1986), fakat Istilac1 karakteriyle genis bir yayilim alanma ulagmistir. Marmara
bolgesinde i¢ sularda Biiyiikcekmece baraj goliinde (Ozulug, 1999) ve Sapanca géliinde
(Ozulug vd., 2007), Baltik denizi ve Kuzey Amerika’daki goller bolgesinde (Skora ve
Stolarski, 1993; Jude vd., 1992) goriildiigii bildirilmistir. Bu tiirlin boylesine genis bir
yayilim alanina sahip olusunun agiklamasi, Avrupa’daki akarsulari izleyerek kuzeydeki
Baltik denizine ulastigi seklindedir ve hala bu bolgedeki yayilimina devam ettigi
diistiniilmektedir. Kuzey Amerika’daki biiylik g6l sistemlerine ulagsmasi ise Baltik
Denizi’ndeki Gdansk Korfezi’nden hareket eden gemilerin balast sular ile gergeklestigi
tahmin edilmektedir (Skora ve Stolarski, 1993; Corkum vd., 2004).

Calismada 6rneklenen ve VHSV igin konak tiir oldugu belirlenen baliklardan tirsi,

kum kayabalig1, barbunya, mezgit, zargana, kurbaga baligi, iskorpit ve gelincik baliklart



58

calismanin yapildig1 kis aylarinda nehir agizlarinda ve yakin ¢evresinde yogun olarak
bulunabilmektedir. Bu dénem ayrica Karadeniz alabaliklarinin gé¢ zamanina (denizlerden
derclere) denk gelmektedir. Olasi bir kontaminasyonla birlikte VHSV Karadeniz
alabaliklarina bulasabilir ve bu baliklarin goglerinin tamamlandigr yere kadar tim su
kaynagi VHSV ile kontamine olabilir. Yine ayn: sekilde enfekte alabaliklar, tirsi ve kum
kayabalig1 gibi tathi sulara goc¢ edebilen baliklar vasitasiyla viriis tatli su kaynaklarina
bulasabilir. Bu duruma Amerika’da géller bolgesinde 2005-2008 yillar1 arasinda goriilen
VHS salgilarinda toplu balik oliimlerinin goriilmesi O6rnek gosterilebilir. Amerika’da
goller bolgesinde 2005-2008 yillart arasinda VHSV (genotip-IVb) salginlarindan dolay1
aralarinda kum kayabaligimin da (Neogobius melanostomus) bulundugu toplu balik
Olimleri goriildii. Kum kayabalig1, Karadeniz ve Hazar denizi i¢in endemik bir tiirdiir ve
goller bolgesine (Kuzey Amerika) gemiler vasitasiyla (balast sular ile) tasindigi, bolgeye
adapte oldugu ve bolgede VHSV niin yayiliminda rol oynadigi séylenmektedir (Groocock
vd., 2007; Lumsden vd., 2007).

4.1.4.Viriis Susu

VHSV Avrupa izolatlarindan tath su orijinli izolatlar (Ia, Ic, I1d ve Ie) gokkusag
alabaliklar1 i¢in genellikle yiliksek patojenite gosterirler fakat ayni izolatlar deniz
baliklarinda ya hi¢ patojenite gdstermezler ya da diisiik patojenite gosterirler. Diger
taraftan deniz orijinli VHSV izolatlar1 genellikle genotip Ib, II ve III’e dahildirler ve
gokkusagi alabaliklarinda ya hi¢ patojenite gostermezler ya da diisiik patojenite gosterirler
(Skall vd., 2004a). VHSV-Ie daha sonraki boliimlerde irdelenecektir (Bakiniz; Boliim
4.3.).

4.1.5.Beslenme

Baliklarin da tiim diger canlilar gibi, bliylime ve yagamalarini devam ettirebilmeleri
icin besine ihtiyaglar1 vardir. Balik gruplar1 ¢ok cesitli besin tiirleriyle beslenirler. Bazi
baliklar yalmz bitkiler ve fitoplanktonla, digerleri yalmiz hayvansal gruplarla beslenir.
Diger ii¢lincii ve genis bir grup ise hem hayvansal hem de bitkisel kaynaklar1 tercih
ederler. Pre ve post larva sathalarindaki geng¢ baliklarin biiyiik bir ¢ogunlugu, kii¢lik bir

agza sahip olup, yumurta kesesi absorbsiyonunu takiben, plankton ve mikroskobik bitki ve
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hayvanlarla beslenmeye baslarlar. Baliklar tarafindan tiiketilen hayvansal besinlerinin ilki
planktonik organizmalardir (zooplanktondur). Zooplankton'a bir¢ok farkli protozoan,
mikrocrustacea ve diger mikroskobik omurgasizlar ve birgok baligin yumurta ve larvalari
dahildir (MEGEB, 2008). Baliklar ana besinlerinin yaninda (balik, larva, vb.) 6lerek dibe
¢Okmiis her ¢esit balik veya omurgasiz varliklar da tiiketmektedir (Aksiray, 1987).

VHSV’niin baliktan baliga transferi konusunda beslenme Onemli bir rol
oynamaktadir. Bu transfer enfekte bir baligin diger bir balik tarafindan tiiketilmesi
(predasyon) ile olabilecegi gibi, islenmemis balik materyallerinin dogrudan diger baliklarin
(kiltiir balik¢iliginda) beslenmesinde kullanilmasi ve genelde sportif balik¢ilikta kullanilan
yem baliklar1 vasitasiyla da olabilmektedir (Meyers vd., 1994; 1999; Meyers ve Winton,
1995; Dixon vd., 1997; Skall vd., 2005b; Kocan vd., 2001; Adelman vd., 2008; Faisal vd.,
2012; Kahns vd., 2012; Amos ve Thomas, 2002; Raynard vd., 2007).

Meyers vd. (1999), Lisianski koyu (Pelican/Alaska) ve etrafindaki sularda yogun
balik 6liimlerinin oldugu bir salgini arastirdilar. Baliklarda herhangi bir hastalik belirtisinin
olmadigint ve su kalitesi parametrelerinin normal oldugunu tespit ettiler. Bolgeden
toplanan Olii baliklardan (Pasifik herring (Clupea pallasi), Pasifik hake (Merluccius
productus) ve Walleye pollock (Theragra chalcogramma)) aldiklar1 numuneleri viral
orneklediler ve bu baliklardan Kuzey Amerika kokenli VHSV izole ettiler. Pasifik herring
daha once bolgede baska arastirmacilar tarafindan da izole edilmis ve bdlgedeki viriis
rezervi oldugu tlizerinde durulmustur (Meyers ve Winton, 1995; Amos vd., 1998). Hake ve
pollock baliklar1 pelajik baliklardir ve besinleri arasinda yine pelajik bir tiir olan herring
baliklar1 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu arastiricilar, VHSV’niin hake ve pollock
baliklarna 6lii yada 6lmek iizere olan enfekte herring baliklar ile beslenmesi sirasinda

bulagmis olabilecegi ihtimali iizerinde durmuslardir (Meyers vd., 1999).

VHSV’niin baliktan baliga beslenme yoluyla bulagsmasi iizerine yapilan bir
calismada, bir grup (16 adet) tiger mulluskenge (Northern Pike Esox lucius x Muskellunge
Esox masquinongy) baligt VHSV ile enfekte edilen fathead minnows (Pimephales
promelas) ve komiircii kayast (Gobius niger) baliklar ile diger bir grup (16 adet) tiger
mulluskenge balig1 ise enfekte olmayan fathead minnows baliklar1 ile beslenerek bir
deneysel enfeksiyon calismasi yapildi. Enfekte baliklarla beslenen 16 adet mulluskenge
baliklarindan 6 tanesinden VHSV izole edilirken, enfekte olmayan baliklarla beslenen

mulluskenge baliklarinda ise viriis izolasyonu ger¢eklesmedi (Rodman vd., 2013).
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Bu calismada orneklenen tiim baliklar hayatlarinin larva doneminde planktonla
beslenirler. Bu donemden sonra besin gruplarinda farklilasmalar baslar. Ozellikle hamsi,
caga, tirsi, istavrit, sardalya baliklarinin ergin bireyleri genel olarak filtrasyonla sudaki
planktonlar1 slizerek beslenmeleri yaninda kendinden daha kiiglik balik ve yumusakc¢a
larvalarin1 da tliketebilmektedir (Whitehead, 1984a). Dolayisiyla beslenme yoluyla viriis
transferi enfekte bir baligin diger balik tarafindan tiiketilmesi yaninda enfekte plankton ve
krustasealarin tiiketilmesi vasitasiyla da olabilir. Goller bolgesinde (Great Lakes/USA)
farkli noktalardan toplanan bir zooplanktondan (Diporeia spp., Phylum: Arthropoda)
(Faisal ve Winters, 2011) ve bir parazitik balik siiligiinden (Myzobdella lugubris, Phylum:
Annelida) (Faisal ve Schulz, 2009) VHSV izolasyonlar1 gerceklestirilmis ve her iki
calismanin sonucunda da bu tiirlerin bolgede VHSV rezervuari olabilecegi ve viriisiin
yayiliminda 6nemli bir rol alabilecegi sdylenmektedir. Bu ¢alismada VHSV ile enfekte
tiirlerden olan barbunya baliklariin pelajik olan geng bireyleri zooplanktonla erginleri ise
poliketler, krustasealar, mollusklar ile beslenmektedir (lvanov ve Beverton, 1985). Bu
calismada Orneklenen tlirlerden hamsi, ¢aca, sardalya, istavrit, tirsi, barbunya disindaki
baliklar karnivor tiirler olup kendinden daha kiiclik olan baliklarla beslenirler ve besinleri
arasinda ilk siralarda hamsi, caca ve istavrit baliklar1 yer almaktadir. Kurbaga baligi,
iskorpit, kayabaliklari, gelincik gibi demersal baliklar tas ve kayalarin arasinda saklanarak
avlanirlar ve hem pelajik tiirleri hem de diger demersal tiirleri kolayca avlarlar. Demersal
tirlerde virlis prevalensinin diger tiirlere gore daha yiiksek olmasi (Tablo 3) beslenme
yoluyla viriis transferinin olabilecegini gostermektedir. Ulkemizde heniiz planktonda
yapilmis bir virlis tarama ¢aligsmasi ve beslenme yoluyla viriis transferi konusunda yapilmis
bir ¢alisma yoktur ve VHSV rezervuarlarinin ve transfer mekanizmasinin tespiti agisindan

bu tiir ¢aligmalara ihtiyag vardir.

4.2. VHSV lzolatlarinin Genotiplerinin Belirlenmesi

VHSV Karadeniz’de ilk kez Giircistan’da gokkusagi alabaliklarindan, {ilkemizde ise
Dogu Karadeniz Bolgesi’nde kalkan baliklarindan izole edildi ve her iki izolatinda genotip
Ie’ye dahil oldugu bildirildi (Einer-Jensen vd., 2004; Nishizawa vd., 2006). Bu ¢alismada,
12 farkli balik tiiriinden toplam 74 adet VHSV izolat1 elde edildi ve yapilan sekans
analizleri sonucunda tiim izolatlarimn VHSV genotip-le’ye dahil olduklar1 belirlendi. Bir

cok laboratuar tarafindan yapilan sekans karsilagtirmalart genetik farkliliklarin viriisiin
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izole edildigi yil veya etkiledigi tiirden daha ziyade cografik bolgeyle ilgili oldugunu
soylemektedir (Skall vd., 2005b). Bu ¢alismada elde edilen tiim izolatlarin ayn1 genogrup

igerisinde olmasi bu sdylemi bir kez daha dogrulamaktadir.

4.3 VVHSV-Ie’nin Kiiltiir Baliklar1 Uzerine Viriilansimin Belirlenmesi

Ulkemizde kiiltiir balikgiliginda {iretimi yapilan alabaliklar (Karadeniz alabalif
(Salmo trutta labrax), gokkusagi alabaligi (Oncorhynhus mykiss) ve kaynak alabaligi
(Salvelinus fontinalis)), c¢ipura (Sparus aureta) ve levrek (Dicentrarchus labrax)
baliklarinin VHSV-Ie susuna duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla deneysel enfeksiyon
calismalar1 yapildi. Bu calismalar sonucunda test edilen tiim balik tiirlerinin bu viriise kars1
duyarli olduklar1 belirlendi.

VHSV gokkusagi alabaliklarinda birgok aragtirmaci (Jorgensen, 1992; Dixon vd.,
1997; Quillet vd., 2001; Skall vd., 2004a; Chico vd., 2006; Nishizawa vd., 2006; Quillet
vd., 2007; Brudeseth vd., 2008) tarafindan deneysel ¢alismalarda kullanildi fakat kaynak
alas1 ve Karadeniz’in dogusuna has bir tiir olan Karadeniz alas1 baliklarinda yapilmis
deneysel bir ¢alisma mevcut degildir. Levrek baliklarinda daha 6nce benzer bir ¢alisma
Castric ve de Kinkelin (1984) tarafindan yapilirken hem c¢ipura hem de levrek baliklarinda
VHSV ’niin (genotip II) viriilans1 Castric ve Jeffroy (1991) tarafindan rapor edildi.

Bu ¢alismada, alabaliklarla yapilan deneysel enfeksiyon g¢alismalarinda en yiiksek
O0lim oram1 % 34 ile Karadeniz alabaliklarinda goriiliirken, gokkusagi ve kaynak
alabaliklarinda bu oranin %12 oldugu goriildi. Cipura ve levrek baliklariyla yapilan
deneysel enfeksiyon calismalarinda ise en yiiksek O6liim oranlarinin ¢ipuralarda %15,
levreklerde ise %25 oldugu goriildii. Bu oranlara bakilarak VHSV-le susunun bu balik

tiirlerine virtilans: diisiik seviyelerde oldugu goriilmektedir.

Deneysel enfeksiyon calismalarinda tanklardan alinan O6lii baliklarda ¢ipura ve
levreklerde VHS’nin herhangi bir klinik belirtisine rastlanmazken, alabaliklarda (her
ticlinde de) birbirlerine benzer sekilde deride hemorajlar, goz firlakligi, renkte koyulasma,
aniis cevresinde kizariklik ve baligin bas kisminda bir baloncuk olusmasi gibi daha
Oonceden bagka arastirmacilar tarafindan da (Wolf, 1988; McAllister, 1990) belirtilen birgok
Klinik belirti gortildi (Sekil 6, 8, 10).

Deneysel calismalarda kullanilan VHSV-le susu (MM1207) deniz kokenlidir ve

mezgit baliklarindan izole edilmistir. Calismada kullanilan alabalik tiirlerinden gokkusagi
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ve kaynak alabaliklar1 hayatlarinin tamamini tatli suda gegirirler. Karadeniz alabaliklari ise
anadromdurlar ve yumurta-kulugka donemlerini tatli suda gecirdikten sonra hayat
dongiileri geregi denizlere go¢ ederler. VHSV-Ie susunun viriilentliginin Karadeniz
alabaliklarinda (% 34) gokkusagi ve kaynak alabaliklarina (% 12) gore daha ytiksek oldugu
goriilmektedir.

Virilis genotipi, yas, tiir, stres ve c¢evresel faktorler gibi birgok faktdr konak balik
tiurtiniin VHSV’ne duyarliligim1 etkilemektedir (Hedrick vd., 2003; Skall vd., 2005a).
Niikleoprotein ve Glikoproteinin sekans analizine dayali olarak VHSV’niin dort genotipi
oldugu bildirilmektedir (Snow vd., 1999; Einer-Jensen vd., 2004). Gokkusag1 alabaligi,
Kuzey Avrupa’da deniz baliklarindan izole edilen VHSV izolatlarina duyarli degilken
Kuzey Amerika’da deniz baliklarindan izole edilen VHSV izolatlarina karsi duyarlidir ve
banyo yontemiyle yapilan deneysel ¢aligmalarda %20’lere kadar dliimler gergeklesmistir
(Dixon vd., 1997; Skall vd., 2004a; Winton vd., 1991; Follett vd., 1997; Meyers ve
Winton, 1995; Traxler vd., 1995.). Diger taraftan Avrupa’da tatli sulardan izole edilen
VHSV izolatlarinin ise deneysel bir c¢alismada gokkusagi alabaliklarinda %350-100
Oliimlere sebep oldugu bildirilmektedir (Skall vd., 2004a).

Tatli su baliklarindan izole edilen VHSV suslariin yine tath su baliklarina ytiksek
patojenite gosterdigi, deniz baliklarina ise diisiik patojenite gosterdigi ya da hi¢ patojenite
gostermedigi ve bu durumun tersi durumlar (deniz baliklarindan izole edilen VHSV
izolatlarimin tatli su baliklarma diisiik patojenite gosterdigi) bircok caligmada ortaya
konuldu (Skall vd., 2004a; Jorgensen, 1992; Dixon vd., 1997; King vd., 2001a; Gadd,
2013). Bunlardan Skall vd. (2004a) tarafindan yapilan bir caligmada, gokkusagi
alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) (0,6-6,2 g) immersiyon (banyo) ve enjeksiyon
yontemleriyle dogal deniz baliklarindan izole edilen 139 adet (115 adet Avrupa
denizlerindeki dogal baliklardan, 2 adet Iskogya ve Irlanda’da kiiltiirii yapilan kalkan
baliklarindan ve 22 adet kiiltiirii yapilan gokkusagi alabaliklarindan) viral hemorajik
septisemi viriisiine karst duyarhiliklar1 belirlendi. Calisma sonucunda, dogal deniz
baliklarindan elde edilen bazi VHS izolatlar1 ile banyo yontemiyle yapilan deneysel
enfeksiyon ¢aligmalarinda balik 6liimleri goriilmezken bazi izolatlarin % 5-13 oliimlere
neden oldugu gorildii. Diger taraftan, kiiltiiri yapilan gokkusagi alabaliklarindan elde
edilen tiim izolatlarin banyo yontemiyle yapilan deneysel enfeksiyonlarda 6nemli derecede
oliimlere neden oldugu goriildii. Kiiltliri yapilan kalkan baliklarindan elde edilen 2 izolat

ile yapilan deneysel enfeksiyonlarda ise yine balik dliimleri goriilmedi.
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Diger bir calismada 7,1 g agirhigindaki gokkusag alabaliklart VHSV-la (DK-3592B
tatli sularda yasayan gokkusagi alabaliklarindan izole edildi) izolatina hem enjeksiyon hem
de banyo yontemiyle maruz birakildi ve 6liim oranlarinin % 98-100 oldugu goriildi. Aym
baliklara deniz baliklarindan izole edilen izolatlar (VHSV-Il (DK-1p53) ve Fl-lamprey
743.03) uygulandiginda ise balik 6liimlerinin olmadig1 goriildi (Gadd, 2013).

Bu ¢alismada, gokkusagi alabaliklar ile yapilan deneysel enfeksiyon ¢aligsmasi Skall
vd. (2004a) tarafindan yapilan ¢alisma ile baz1 yonlerden benzerlik gostermektedir ve besin
kesesini heniiz tiikketmis gokkusagi alabaliklarinin yeme alistirilmasindan hemen sonra
deneylerde kullanilmas1 yoniiyle diger ¢alismalardan ayrilmaktadir. Her iki ¢alismada da
deniz kokenli VHSV izolatlar1 birbirine yakin biiyiikliikteki baliklara banyo yontemiyle
uygulandi ve en yliksek 6liim oranlariin yine benzer sekilde % 12-13 oldugu goriildii.

Alabaliklarla yapilan deneysel enfeksiyon calismalarinda 4 farkli doz grubu (H: en
yiikksek doz, M: yiiksek doz, L: diisiik doz ve LL: en diisiik doz) olusturulurken ¢ipura ve
levrek baliklart ile yapilan ¢alismalarda ise 3 farkli doz grubu (H: en yiiksek doz, M:
yiiksek doz, L: diisiikk doz) olusturuldu. Karadeniz ve gokkusag: alabaliklarina uygulanan
tim doz gruplarinda (10%°-10%% TCIDsp ml™) viriis kaynakli balik 6liimleri goriiliirken
kaynak alabaliklarinda uygulanan L ve LL doz gruplarinda (10%* ve 10%* TCIDsy ml™)
viriis kaynakli balik 6liimleri goriilmedi (Ek tablo 4). Kaynak alas1 baliklarina uygulanan L
dozu, Karadeniz ve gokkusag alabaliklarina uygulanan LL (10*° ve 10*?) dozlarindan
daha yiiksek viriis konsantrasyonuna sahip olmasina ragmen bu iki tiirde virlis kaynakli
balik oliimleri goriilirken kaynak alabaliklarinda balik dliimleri goriilmedi. Bu durum
kaynak alabaliklarin1 enfekte edecek minimum viriis konsantrasyonunun 1034 TCIDsg ml?
den fazla ve Karadeniz ve gokkusagi alabaliklarina gore daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Cipura baliklarma uygulanan L dozu (10 TCIDsp mI™) tiim deneysel
caligmalarda uygulanan en diisiik viriis konsantrasyonuna sahip olmasina ragmen c¢ipura
baliklarinda % 5 oraninda 6liime sebep oldugu goriilmektedir. Levrek baliklarinda ise % 5
6liim oran1 yine L doz grubunda (10** TCIDsy mI™) gériildii fakat bu doz grubundaki viriis

konsantrasyonu ¢ipuradakinden 100 kat daha fazladir.

VHS hastaliginda yas, patojeniteyi ve hastaligin seviyesini etkileyen 6nemli
faktorlerden biridir. Gokkusagi alabaliklart i¢in 0,3-3,0 g (ilk 5-6 ay) biiyiikliikteki donem
VHSV’ne en duyarl oldugu dénemdir. Bu dénemdeki baliklarda 9-12°C su sicakliginda
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%80-100 oliimler goriilebilirken daha biiyiik baliklarda, ayni sartlarda, 6liim oranlar
onemli 6l¢iide azalir (Smail, 1999).

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde dogal kalkan baliklarindan ve kiiltiirii yapilan kalkan
baliklarindan izole edilen VHSV izolatlar1 (TR-WS13G ve TR-Bs13/15H) Giircistan’da
gokkusagi alabaligindan izole edilen izolata % 98 benzerlik gostermektedir ve genotip le
icerisinde yer almaktadir. TR-WS13G izolat1 ile 15 giinliikk kalkan larvalarinda ve 146
giinliik (4 cm boyunda) gokkusagi alabaliklarinda deneysel enfeksiyon caligmalar1 yapildi.
Kalkan baliklarina banyo yontemiyle 10® TCIDs, mlI™ viriis uyguland1 ve %7-23 balik
olimleri goriildii. Gokkusag: alabaliklarina ise intraperitonal enjeksiyon yéntemiyle 10%*
TCIDsp/100ul/balik viriis enjekte edildi ve 14 giin boyunca takip edildi. Deney siiresince
gokkusag alabaliklarinda viriis kaynakli balik 6liimleri goriilmedi (Nishizawa vd., 2006).

Bu calismada 0,17+0,07 g agirligindaki gokkusag: alabaliklarina banyo yontemiyle
uygulanan 10*° TCIDsy; ml™ viriis konsantrasyonunda %12 balik Slimleri goriiliirken
Nishizawa vd. (2006) yaptigi calismada 10°' TCIDs; ml™? viriis konsantrasyonu
intraperitonal enjeksiyon yontemiyle uygulandi ve balik 6liimleri goriilmedi. Bu ¢alisma
ile Nishizawa vd. (2006) yaptig1 calisma sonuglarindaki farkliliklarin ¢alismada kullanilan
baliklarin yas farkindan dolay1 bagisiklik sistemlerindeki farkliliklardan kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Nishizawa vd. (2006) yaptig1 calismada kullanilan alabaliklarin (146
giinliik, yaklasik 5 aylik) bagisiklik sistemleri daha gelismistir ve VHSV’ne karsi daha
direngli olduklar1 sdylenebilir.

Yas arttikca VHSV’ne kars1 direncin arttigini ortaya koyan bir durum Isshiki vd.
(2001) yaptig1 bir calismada da goriilmektedir. 1996 yilinin bahar aylarinda (su sicaklig: 8-
15°C) Japonya’da pisi (Paralichthys olivaceus) balig1 yetistiriciligi yapan iki isletmede %
50-70’lere kadar varan balik 6liimleri goriildii ve bu baliklardan VHSV (KRRV-9601)
izole edildi. Bu izolatla yapilan deneysel enfeksiyon ¢aligmasinda 3 farkli biiyiikliikteki
(kiigtik: 14 g, orta: 124 g ve biiyiik: 1059 g) pisi baliklar1 10+1°C su sicakliginda 15-60
giin siireyle KRRV-9601 izolatina maruz birakildi. 60 giin boyunca kontrol tanklarinda
balik 6liimii goriilmezken kiigiik baliklarin oldugu grupta (15. glin sonunda) ve orta boy
baliklarda (24. giin sonunda) %100 balik 6liimleri goriildii. Bliyiik baliklarin oldugu grupta

ise kiimiilatif balik 6liimlerinin %60 oldugu goriildii.

Diger bir calismada gokkusagi alabaliklarindan izole edilen Finlandiya izolati

(VHSV-1d) kullanilarak intraperitonal enjeksiyon yontemiyle yapilan deneysel ¢alismada
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1,6 gram agirhigindaki baliklarda %81 balik Olimleri goriiliirken ayni izolat ayni
biiyiikliikteki baliklara banyo yontemiyle uygulandiginda dliimlerin yaklasik %38 oldugu
gorildii. Ayni deneysel c¢alisma 7,1 gram agirligindaki gokkusagi alabaliklar ile
yapildiginda 6liim oranlari intraperitonal enjeksiyon yonteminde % 66, banyo yonteminde
ise %13 olarak goriildi (Gadd, 2013).

VHS salginlarinda su sicakligi 6nemli bir ¢evresel faktordiir. Hastalik daha ¢ok 4-
14°C su sicakliklarinda goriiliir. Replikasyon i¢in optimum su sicakligt 9-12°C’dir ve
15°C’nin iizerindeki sicakliklarin viriisiin ¢ogalmasi lizerine olumsuz etkileri oldugu
bildirilmektedir. Replikasyon 6°C de ¢ok azdir ve 20°C de hi¢ yoktur (de Kinkelin vd.,
1980; Bernard vd., 1983; McAllister, 1990).

Goodwin ve Merry (2011) tarafindan yapilan bir calismada, mavi solungag baliklari
ile (Lepomis macrochirus) 10-30°C arasinda degisen 6 farkli sicaklikta VHSV genotip-
IVb kullanilarak intraperitonal enjeksiyon yontemiyle deneysel enfeksiyon c¢aligmasi
yapildi. Calisma sonucunda, 10°C su sicakliginda yapilan deneyde baliklarin %90, 14°C de
%35, 18°C de %10 oranlarinda 6ldiigii ve 22-30°C de yapilan deneysel c¢alismalarda ise
balik oliimlerinin olmadig1 goriildii.

Bu caligmada, alabaliklarla yapilan deneysel enfeksiyon c¢alismalart 12°C su
sicakliginda yapildi. Cipura baliklarinda ise deneysel calisma 12°C’de basladi ve 16. gilinde
su sicakliginin 15°C’nin iizerine ¢ikmastiyla sonlandirildi. Levrek baliklarinda ise iki farkl
uygulama yapildi. Bunlardan birincisinde deneysel c¢alisma 16°C, digerinde ise 12°C su
sicakliginda yapildi. Burada 12°C su sicakligt VHSV i¢in optimum replikasyon sicakligi,
16°C ise Ege Bolgesi’nde ¢ipura ve levrek kulugkahanelerinde kullanilan en diisiik su
sicakligina tekabiil etmektedir.

Levrek baliklarinda 16°C su sicaklifinda yapilan deneysel ¢aligmada 7 giin siiresince
viriis kaynakli balik 6liimleri gériilmezken 12°C de yapilan ¢alismada viriis kaynakl ilk
balik 6liimii deneyin 4. giiniinde goriildii. Benzer sekilde 12°C’de yapilan diger deneysel
caligmalarda da viriis kaynakli ilk balik 6ltimleri ¢ipura baliklarinda 4. giinde alabaliklarda
ise 5. ve 6. glinlerde goriildii. Levrek baliklarinda 16°C de yapilan deneysel ¢aligmada
balik dliimlerinin goriilmemesi VHSV-Ie’nin (MM1207) 15°C ve {izeri su sicakliklarinda

enfektivitesini kaybettigini gostermektedir.

Ege bolgesinde ¢ipura ve levrek kuluckahanelerinde kullanilan su sicakligi yaklasik

16°C’dir. Yapilan deneysel ¢aligmalarda 16°C su sicakliginda viral replikasyonun olmadigi
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goriilmektedir. Dolayisiyla VHSV-Ie Ege Bolgesi’nde levrek kulugkahanelerinde bir risk
olarak goriilmemektedir. Diger taraftan, Dogu Karadeniz Bolgesi sartlarinda ¢ipura ve
levrek kuluckahaneleri kurulmak istenirse mutlaka su sicakligi siirekli olarak 16°C’nin
tizerinde tutulmalidir. Bu durum iiretim maliyetlerini 6nemli derecede artiracaktir.

Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde deniz kafeslerinde iiretim yapan isletmelerde agirlikli
olarak gokkusagi alabaligi ve Karadeniz alabaligi iiretilmektedir. Bu iiretim baliklarin
deniz suyu sicakliginin azalmaya baslayarak 18°C’nin altina diistiigi Ekim-Kasim
aylarinda tatli sudan denize transfer edilmesi, burada kafeslerde biiyiitiillerek Mayis-
Haziran aylarinda (su sicakliginin artmaya baglayarak 18°C’nin {izerine ¢ikmasi) pazara
sunulmas1 seklinde yapilmaktadir. Pazara sunulamayan baliklar ise tekrar tatli sulara
transfer edilmektedir. Dogu Karadeniz Bolgesi’nde denizde kurulmus isletmelerde
kafeslerde alabaliklarin yaninda 6nemli miktarlarda levrek ve az da olsa ¢ipura tiretimi de
yapilmaktadir ve ayni isletmedeki tiim baliklar (alabaliklar, ¢ipura ve levrek) yan yana
kafeslerde bir arada tutulmaktadir. VHSV Dogu Karadeniz Bolgesi’nde dogal balik
tiirlerinde endemiktir ve bircok balik tiirii kafeslerin ¢evresinde bulunmakta hatta tirsi,
istavrit, hamsi, sardalya vb. VHSV’ne duyarli pelajik tiirler kafes igerisine dahi
girebilmektedir. Bu durum VHSV’niin dogal baliklardan kiiltiir baliklarina ve/veya kiiltiir
baliklarindan dogal baliklara ve hatta kiiltiir baliklarindan birbirlerine viriis transferini
miimkiin kilmaktadir. Dolayisiyla deniz kafeslerinde tiretilen ve pazara sunulamayan kiiltiir
baliklar1 kesinlikle i¢ sulara ve diger bolgelere transfer edilmemelidir. Aksi takdirde VHSV
i¢ sularda yayilarak gerek nehir ve gollerdeki dogal baliklarda gerekse kiiltiir balik¢ilig
yapan isletmelerde virlis salginlarina neden olabilecektir. Buna benzer bir durum Kuzey
Amerika’da goller bolgesinde 2005-2008 yillar1 arasinda goriildii ve 25 farkli balik tiiriinde
VHSV salginlart nedeniyle yogun balik 6liimleri ile sonuglandi. Bu durumdan Dogu
Karadeniz Bolgesi’'nde ve Hazar Denizi’nde endemik olan ve VHSV ile enfekte kum
kayas1 baliginin (Neogobius melanostomus) gemiler vasitasiyla géller bolgesine taginmast,
burada yerlesmesi ve i¢ kesimlere kadar yayilmasi ve dolayisiyla bolgeye viriisii yaymasi

sorumlu tutulmaktadir (Groocock vd.,2007; Lumsden vd., 2007).

4.4. EPC ve BF-2 Hiicre Hatlarinin VHSV’ne (Ie) Duyarhhklar

Iki farkli hiicre hattinin (EPC ve BF-2) VHSV’ne (MM1207, genotip-le) karsi

duyarhiliklarinin karsilagtirilmasi amaciyla yapilan bu ¢alismada hiicre hatlarinin 7 giinliik
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stireyle trettikleri viriis miktarlar1 gilinliik olarak izlendi. Her iki hiicre hattinda da sitopatik
etkiler (CPE) ikinci giinde goriilmeye basladi. Fakat dordiincii giinde BF-2 hiicrelerinde
hiicrelerin % 35-40’1 (titer; 10" TCIDs ml) zeminden ayrilirken aymi giin EPC
hiicrelerinde hiicrelerin tamaminin (titer; 10888 TCIDs ml’) zeminden ayrildig1 goriildii.
Deneyin sonunda (7.giin) iretilen viriis miktarmmn BF-2 hiicrelerinde 10"* TCIDsy ml’
iken EPC hiicrelerinde 10%% TCIDsy mlI’ oldugu goriildii.

Avrupa Birligi komisyon kararlarina gore (E.C., 1996) baliklarin VHSV ile enfekte
olup olmadigini belirlemek amaciyla hiicre kiiltliriinde viriis izolasyonu ilk basamaktir ve
zorunludur. BF-2 (Bluegill Fry), CHSE-214 (Chinook Salmon Embrio), EPC (Epithelioma
Populosum Cyprini), FHM (Fathead Minnow) ve RTG-2 (Rainbow Trout Gonad) bu
amacla en ¢ok kullanilan hiicre hatlaridir (Lorenzen vd., 1999) ve bu hiicre hatlarinin
hangisinin VHSV izolasyonu i¢in en uygun oldugu konusunda halen tartigmalar devam
etmektedir.

Olesen ve Jorgensen (1992) BF-2, EPC ve CHSE-214 hiicre hatlarinin Danimarka’da
tatli suda yetistiriciligi yapilan alabaliklarindan izole edilen VHSV’ne kars1 duyarliliklar
ile ilgili yaptiklar1 bir ¢alismada, bu virlise en duyarli hiicre hattinin BF-2 oldugu ve bu
hiicre hattinin CHSE-214 hiicre hattindan 10 kat ve EPC hiicre hattindan 20 kat daha
duyarli oldugu belirlendi.

Lorenzen vd. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 11 farkli referans laboratuari
tarafindan 5 farkli hiicre hattinin (BF-2, EPC, CHSE-214, FHM ve RTG-2) 3 farkh
patojenik balik viriistine (VHSV, IPNV ve THNV) duyarliliklar1 karsilastirildi. Calisma
sonucunda, VHSV (genotip I ve III) i¢in BF-2 hiicre hattinin en yiiksek, EPC hiicre
hattinin ise en diisiik duyarlilikta oldugu, IHNV (Infeksiydz Hematopoetik Nekrozis
Viriisii) i¢in EPC ve FHM hiicre hatlarmin ve IPNV (Infeksiydz Pankreatik Nekrozis
Viriisli) i¢in BF-2 ve CHSE-214 hiicre hatlarinin en duyarli hiicre hatlar1 oldugu
belirtilmektedir.

Avrupa’da (tath sularda) yapilan viriis izolasyon g¢alismalarinda genellikle VHSV
icin BF-2 hiicre hattt kullanilirken Amerika ve Kanada’da (denizlerde) yapilan
calismalarda EPC hiicre hatt1 kullanilmakta ve kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Ariel vd.,
2009). Bu calismada, dogal deniz baliklardan izole edilen VHSV (genotip-Ie) i¢cin EPC
hiicre hatt1 BF-2 hiicre hattina gére daha duyarlidir ve bu durum Ariel vd. (2009) yaptig1

caligsma ile ortiismektedir.



5. SONUCLAR

Baliklarin  6rneklendigi tiim istasyonlarda VHSV izolasyonlar1 gerceklesti.
Orneklenen 18 farkli balik tiiriinden 12 tanesinin VHSV tasiyicisi oldugu ve
dolayisiyla bu viriisiin Dogu Karadeniz Bolgesi’nde endemik oldugu belirlendi.
Mezgit baliklarinda yapilan VHSV taramasinda bireysel olarak orneklenen
baliklardan 1-2 yas araliginda olanlarin bu viriise daha duyarli oldugu ve bu yas
araliginin mezgit baliklari i¢in ilk tireme donemine tekabiil ettigi goriildii.

Gelincik ve sardalya baliklarinin kis aylarinda tiremek (yumurta dokmek) i¢in sahile
yakin kesimlere geldigi ve bu baliklarda viriis prevalensinin daha yiliksek oldugu
goriildii. Bu durum tireme stresinin viriis prevalensini artirdigini gostermektedir.
Virolojik 6rnekleme sirasinda baliklarin gézle muayenesi sonucunda baliklarda her
hangi bir VHSV belirtisine rastlanmadi. Bu durum VHSV enfekte baliklarin
asemptomatik tasiyict olduklarini gostermektedir.

Persembe istasyonunda dogadan avlanarak deniz kafeslerinde stoklanan istavrit
baliklarinda goriilen yogun Oliimler diger patojenlerin varlifi ve asirt stres gibi
etkenlerin birlikte bulundugu durumlarda deride lezyonlar ve kanamalar (hemoraj)
gibi  klinik belirtiler gostererek bu baliklarin  6limiinde VHSV’niin  rol
oynayabilecegini gostermektedir.

Dogal baliklardan elde edilen toplam 74 adet VHSV izolatinin tamami: VHSV
genotip Ie’ye dahildir ve daha 6nce Karadeniz’den izole edilen izolatlarla % 99’un
tizerinde benzerlik gostermektedir.

Kiiltiir baliklart ile yapilan deneysel enfeksiyon ¢alismalar1 sonucunda deneylerde
kullanilan tiim baliklarin VHSV’ne duyarlt oldugu belirlendi. Deneysel ¢aligmalarda
en yiiksek 6lim oranit Karadeniz alabaliklarinda goriiliirken (% 34) bunu sirasiyla
levrek (% 25), ¢ipura (% 15), gokkusagi ve kaynak alabaliklar1 (% 12) izlemektedir.
Alabaliklar ile yapilan deneysel enfeksiyon c¢alismalarda olen baliklarda deride
hemorajlar, goz firlakligi, renkte koyulagma, aniis ¢evresinde kizariklik ve baligin
bas kisminda bir baloncuk olugmasi gibi VHSV klinik belirtileri goriildii.

VHSV izolasyonlarinda EPC hiicre hattinin BF-2 hiicre hattina gore daha duyarli
oldugu belirlendi.



6. ONERILER

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde deniz kafeslerinde alabalik yetistiriciligi baliklarin
Ekim-Kasim aylarinda kafeslere tasinmasi, burada Mayis-Haziran ayima kadar biiyiitiilerek
pazara sunulmasi, pazara sunulamayan baliklarin ise i¢ sulardaki (dere, baraj, gol)
isletmelere taginmasi seklinde yapilmaktadir ve bu baliklarin bir kismi ana¢ olarak
kullanilmaktadir. Deneysel c¢aligmalar 1s1ginda alabaliklarin VHSV duyarli olduklari
belirlenmistir. Dolayisiyla bu baliklar arasinda VHSV tasiyicisi baliklarin bulunabilecegi
ve balik transferi ile birlikte virlis transferinin de gergeklesecegi gercegi dikkate
alinmalidir. Bu yiizden denizlerden i¢ sulara balik transferi yapilmamalidir.

Yomra koyunda deniz kafesleri etrafinda yapilan mezgit 6rneklemeleri sirasinda ayni
noktadan mezgit ile birlikte istavrit, sardalya ve tirsi baliklar1 da avlanilmistir. Bu
baliklarin zaman zaman kafeslerin icerisine girdigi de bilinmektedir. Bu baliklarin yapilan
calismada VHSV konakgist oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla bu baliklarin kafeslerde
yetistiriciligi yapilan ve VHSV’ne duyarli oldugu belirlenen alabaliklar, ¢ipura ve levrek
baliklarina viriis bulastirabilecegi unutulmamali, kafes igerisinde goriildiiglinde ise mutlaka
uzaklastirilmalidir.

Denizlerde kurulu kafes isletmelerinde genelde tiim tiirler (alabalik, ¢ipura, levrek,
vd.,) yan yana kafeslerde bir arada tutulmaktadir. Hatta Persembe istasyonunda goriildiigii
gibi bazen dogal baliklar avlanarak yine bu kafeslerde bir siire stoklanmaktadir. Olas1 bir
kontaminasyonda enfekte dogal baliklardan viriis bulasabilecegi gibi baska patojenler de
(bakteri, parazit, vs.) bulasabilecektir. Bu yiizden dogadan avlanan baliklar ile kiiltiir
baliklar bir arada tutulmamalidir.

Gemiler, balast sular1 vasitasiyla birgok canliyr ve patojeni bir bolgeden diger bir
bolgeye tasimaktadir. VHSV ile ilgili boyle bir duruma Amerika’da goller bolgesinde
enfekte kum kayasi baliklarinin (Neogobius melanostomus) bolgeye yerlestigi ve
VHSV’nii yaymis olabilecegi ve salginlarla birlikte birgok balik tiirtinde toplu Sliimlere
sebebiyet verdigi bir olay Ornek gosterilebilir. Bu tiir olaylar1 engellemek amaciyla

gemilerin balast tanklarina doldurulan sular dezenfekte edilmelidir.
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Dogu Karadeniz’de ¢ipura ve levrek yetistiriciligi Marmara ve Ege Bolgesi’ndeki
kulugkahanelerden transfer edilen birkag¢ aylik yavrularin deniz kafeslerinde biiyiitiilerek
pazara sunulmasi seklinde yapilmaktadir. Son donemlerde bazi isletmeler yavru balik
transfer etmek yerine kendi kulugkahanelerini kurmak istemektedirler. Karadeniz
sartlarinda ¢ipura ve levrek baliklarinin iireme sezonunda su sicakligi 7-8°C’lere kadar
diismektedir ve 16°C’nin altindaki su sicakliklarinda VHSV bu baliklarda 6liimlere neden
olabilir. Bu durumda su sicakliginin mutlaka siirekli olarak 16°C’nin {lizerinde tutulmasina
dikkat edilmesi gerekir. Bu durum {iretim maliyetlerini 6nemli derecede artiracaktir. Bu

3

yiizden “yavru balik ihtiyaci liretimle mi yoksa diger bolgelerdeki kulugkahanelerden
transferle mi saglanmali” konusu detaylica irdelenmelidir.

Birkag y1l dncesine kadar VHSV niin {lilkemiz sularinda varlig1 bilinmiyordu. VHSV
[k kez 2004 yilinda Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii tarafindan iiretilen kalkan
baliklarinda goriildii. Daha sonra, Isidan (2010) tarafindan Karadeniz’de dogal baliklarda
bir VHSV tarama calismasi yapildi ve sadece kalkan baliklarindan viriis izolasyonu
gerceklesti. Bu ¢alismada ise Dogu Karadeniz’de 18 farkli balik tiiriinde VHSV taramasi
yapild1 ve 12 balik tiirlinden bu viriis izole edildi. Bu tiir ¢aligmalar ile birlikte VHSV gibi
diinya genelinde akuakiiltiir endiistrisinde 6nemli maddi kayiplara neden olan bir balik
patojeni hakkinda yeni bulgular elde edilmektedir. Bu tiir ¢alismalarin diger bolgelerde ve

diger 6nemli balik viriisleri i¢inde yapilmasi lilkemiz su kaynaklarinin, dogal baliklarin ve

kiiltiir balik¢iliginin siirdiirtilebilir olmasi agisindan son derece énemlidir.
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8. EKLER

Ek Tablo 1. VHSV’ne duyarli balik tiirleri (O.1.E., 2012)

Familya Balik Tiirii Latince Adi

Pacific sand lance Ammodytes hexapterus
Ammodytidae Sand eel Ammodytes spp.

Pacific sand eel Ammodytes personatus
Anoplopomatidae Sablefish Anoplopoma fimbria

- European eel Anguilla anguilla

Anguillidae American eel Anguilla rostrata
Argentinidae Lesser argentine Argentina sphyraena
Aulorhynchidae Tube-snout Aulorhynchus flavidus

Carangidae

Japanese amberjack

Seriola quinqueradiata

Catostomidae

Silver redhorse

Moxostoma anisurum

Shorthead redhorse

Moxostoma macrolepidotum

Centrarchidae

Largemouth bass

Micropterus salmoides

Largemouth bass

Micropterus salmoides

Smallmouth bass

Micropterus dolomieu

Bluegill

Lepomis macrochirus

Pumpkinseed

Lepomis gibbosus

Black crappie

Pomoxis nigromaculatus

Rock bass

Ambloplites rupestris

Atlantic herring

Clupea harengus

Pacific herring

Clupea pallasii

Clupeidae South American pilchard | Sardinops sagax
European sprat Sprattus sprattus
American gizzard shad Dorosoma cepedianum
Fathead minnow Pimephales promelas
Ebro barbel Barbus graellsii
Bluntnose minnow Pimephales notatus

Cyprinidae Emera_ld shiner Notrop@s atherinpides
Spottail shiner Notropis hudsonius
Iberian nase Chondrostoma polylepis
Zebra danio Danio rerio
Goldfish Carassius auratus

Embiotocidae Shiner perch Cymatogaster aggregata

Esocidae Muskellunge Esox ma§quinongy
Northern pike Esox lucius

Fundulidae Mummichog Fundulus heteroclitus
Atlantic cod Gadus morhua
Poor cod Trisopterus minutus
Whiting Merlangius merlangus
Blue whiting Micromesistius poutassou

Gadidae Norway pout Trisopterus esmarkii

Alaska pollock

Theragra chalcogramma

Pacific cod

Gadus macrocephalus

Haddock

Melanogrammus aeglefinus

Pacific tomcod

Microgadus proximus

Gasterosteidae

Three-spined stickleback

Gasterosteus aculeatus

. Sand goby Pomatoschistus minutus
Gobiidae -
Round goby Neogobius melanostomus
\ctaluridae Brown bullhead Ictalurus nebulosus
Channel catfish Ictalurus punctatus
Liparidae Cubed snailfish Liparis tessellatus
. Fourbeard rockling Enchelyopus cimbrius
Lotidae

Burbot

Lota lota




Ek Tablo 1’in devamu...

Familya Balik Tiirii Latince Adi
Merlucciidae (North) Pacific hake Merluccius productus
European seabass Dicentrarchus labrax
White bass Morone chrysops
Moronidae Striped bass Morone saxat_ilis
White perch Morone americana
Black porgy Acanthopagrus schlegelii
Red seabream Pagrus major
Mugilidae Flathead grey mullet, Mugil cephalus
Ophidiidae Armoured cusk Hoplobrotula armata
Osmeridae Surf smelt Hypomesus pretiosus
(smelts) Eulachon Thaleichthys pacificus
Paralichthyidae Japanese flounder Paralichthys olivaceus
Yellow perch Perca flavescens
Percidae (perches) | Walleye Sander vitreus

European perch

Perca fluviatilis

Percopsidae

Trout-perch

Percopsis omiscomaycus

Petromyzontidae

European river lamprey

Lampetra fluviatilis

Pleuronectidae

Dab

Limanda limanda

Flounder

Platichthys flesus

European plaice

Pleuronectes platessa

Greenland halibut

Reinhardtius hippoglossoides

Atlantic halibut

Hippoglossus hippoglossus

Marbled flounder

Pleuronectes yokohamae

English sole

Parophrys vetula

Blackfin flounder

Glyptocephalus stelleri

Rainbow trout/Steelhead trout

Oncorhynchus mykiss

Chinook salmon

Oncorhynchus tshawytscha

Coho salmon

Oncorhynchus kisutch

Atlantic salmon

Salmo salar

Brown trout

Salmo trutta

Grayling Thymallus thymallus

Whitefish Coregonus lavaretus

Whitefish Coregonus spp.

Hibrit O. mykiss xO. kisutch

Hibrit O.mykiss XS. fontinalis triploid
Salmonidae Hibrit O. mykiss xS. alpinus triploid

Hibrit O. mykiss xS. namaycush

Hibrit O. mykiss xO. kisutch triploid

Chum salmon Oncorhynchus keta

Sockeye salmon Oncorhynchus nerka

Lake trout Salvelinus namaycush

Brook trout Salvelinus fontinalis

Lake whitefish Coregonus clupeaformis

Golden trout Oncorhynchus aguabonita

Artic char Salvelinus alpines

Splake S. namaycush xS. fontinalis

N Freshwater drum Aplodinotus grunniens

Sciaenidae

Yellow croacker

Larimichthys polyactis

Scophthalmidae

Turbot

Scophthalmus maximus

Scombridae

Chub mackerel, Pacific mackerel

Scomber japonicus

Scorpaenidae

Izu scorpionfish, sting fish

Scorpaena izensis

Scyliorhinidae

Cloudy catshark

Scyliorhinus torozame




Ek Tablo 1’in devamu...

Familya Balik Tiirii Latince Adi
Sebastidae Black rockfish, Mebaru (Japanese) | Sebastes inerrmis
Schlegel’s black rockfish Sebastes schlegelii
Serranidae Hong Kong grouper Epinephelus akaara
. Senegalese sole Solea senegalensis
Soleidae -
Senegalese sole Solea senegalensis
. Gilthead seabream Sparus aurata
Sparidae

Yellowback seabream

Dentex tumifrons

Stromateidae

Silver pomfret, butter fish

Pampus argentus

Trichiuridae Largehead hairtail Trichiurus lepturus
Non-fish Leech Myzobdella lugubris
Non-fish Crustacean Diporeia spp.




Ek Tablo 2. istasyonlar, érneklenen balik tiirleri ve sayilar:

ISTASYONLAR
TURLER Akc¢aabat Camburnu Carsibasi Hopa Yomra TOPLAM
Barbunya 131 330 461
Caca 152 100 252
Cinekop 13 16 29
Dikenli vatoz 8 28 34 70
Dil balig 18 10 28
Gelincik 40 27 67
Komiircii Kayasi 23 23
Kum Kayabalig1 123 123
Hamsi 13 303 70 200 586
Iskorpit 21 143 164
Istavrit 417 186 76 679
Izmarit 242 64 306
Kurbaga balig1 11 101 12 124
Kay1s balig 9 5 14
Mezgit (grup) 368 481 849
Mezgit (bireysel) 339 653 992
Sardalya 100 100
Tirsi 85 24 109
Zargana 49 49

TOPLAM 1399 2481 116 376 653 5025




Ek Tablo 3. Dogal baliklarda VHSV taramasi (P/G/n; pozitif grup sayisi/grup sayisi/balik sayisi)

AKCAABAT

Barbunya

Mullus barbatus
Liifer

Pomatomus saltatrix
Dikenli Vatoz*

Raja clavata

Dil Bahg

Solea sp.

Gelincik
Gaidropsarus vulgaris
Hamsi

Engraulis encrasicolus
Iskorpit

Scorpaena porcus
istavrit

Trachurus mediterraneus

Izmarit

Spicara smaris
Kayis Bahigi
Ophidion barbatum
Kurbaga Bahg
Uranoscopus scaber
Mezgit (Grup)

Merlangius merlangus euxinus

Tirsi

Alosa immaculata
Komiircii Kayasi
Gobius niger

ARALIK OCAK SUBAT MART
2009 2010 2011 2009 2010 2011 2009 2010 2011 2009 2010 2011 TOPLAM
P/GIn P/GIn P/GIn P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n
0/9/43 0/3/13 0/5/24 0/2/8 1/9/43 1/28/131
0/1/1 0/1/2 0/3/5 0/1/5 0/6/13
1/8/8*
0/2/8 0/1/2 0/1/5 0/1/3 0/5/18
2/7/32 0/1/5 0/1/3 2/9/40
0/1/13 0/1/13
0/4/17 0/1/4 0/5/21
0/20/78 0/10/50  2/16/80  0/10/50 1/18/90 0/4/19 0/10/50 3/88/417
0/13/55 0/4/17 0/21/111 0/1/6 0/10/53 0/49/242
0/1/1 0/1/4 0/1/2 0/1/2 0/4/9
0/2/11 0/2/11
0/13/90 0/35/199 1/16/79 1/64/368
0/1/1 1/4/16 0/1/2 0/6/17 0/9/23 1/7/21 0/1/4 0/1/1 2/30/85
0/3/4 0/1/5 0/1/6 0/2/3 0/3/5 0/10/23




Ek Tablo 3’iin devamu...

AMBURNU

Barbunya

Mullus barbatus

Caca

S. sprattus pilchardus
Liifer

Pomatomus saltatrix
Dikenli Vatoz*

Raja clavata

Dil Bahg

Solea sp.

Gelincik
Gaidropsarus vulgaris
Hamsi

Engraulis encrasicolus
Iskorpit

Scorpaena porcus
istavrit

Trachurus mediterraneus

izmarit

Spicara smaris

Kayis Baligi
Ophidion barbatum
Kurbaga Bahg
Uranoscopus scaber
Mezgit (Grup)
Merlangius merlangus
euxinus

Mezgit (Bireysel)
Merlangius merlangus
euxinus

Sardalya

Sardina pilchardus
Tirsi

Alosa immaculata

ARALIK OCAK SUBAT MART
2009 2010 2011 2009 2010 2011 2009 2010 2011 2009 2010 2011 TOPLAM
P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n
1/31/138 0/22/105 0/6/27 1/13/60 2/72/330
0/5/40 0/16/112 0/21/152
0/1/1 0/5/15 0/6/16
0/19/20 0/8/8* 0/27/28
0212 0/2/5 072 0L/ 0/6/10
1/8/10 0/11/11 1/212 1/4/4 3/25/27
0/15/105 0/12/84 0/17/114 0/44/303
0/9/30 1/13/51 0/5/21 0/11/41 1/38/143
3/8/46 0/5/17 0/3/16 1/10/10 0/10/10 0/17/81 4/55/186
0/3/8 0/9/23 0/1/3 0/7/30 0/20/64
0/2/3 0/2/2 0/4/5
5/12/51 5/7/26 0/3/4 0/6/20 10/28/101
0/12/88 0/21/106 2/16/81 1/4/20 0/13/65  6/23/114 0/1/7 9/90/481
1/97/97 0/105/105 1/137/137 2/339/339
0/2/6 0/5/8 0/1/1 0/4/12 0/1/2 2/15/71 2/28/100
0/2/2 0/7/15 0/1/2 0/2/5 0/12/24



Ek Tablo 3’iin devamu...

AMBURNU

Zargana

Belone belone

Kum Kaya Bahg1
Neogobius melanostomus

CARSIBASI

Dikenli Vatoz*

Raja clavata

Hamsi

Engraulis encrasicolus
Kurbaga Bahg
Uranoscopus scaber

HOPA

Caca

S. sprattus pilchardus
Hamsi

Engraulis encrasicolus
Istavrit

Trachurus mediterraneus

PERSEMBE
istavrit
Trachurus mediterraneus

YOMRA
Mezgit (Bireysel)
Merlangius merlangus euxinus

ARALIK OCAK SUBAT MART
2009 2010 2011 2009 2010 2011 2009 2010 2011 2009 2010 2011 TOPLAM
P/GIn P/GIn P/GIn P/GIn P/G/n P/GIn P/GIn P/G/n P/GIn P/G/n P/G/n P/G/n P/G/n
1/10/49 1/10/49
0/4/11 2/11/49 0/2/6 0/4/21 0/7/36 2/28/123
1/34/34*
1/10/70 1/10/70
0/3/12 0/3/12
0/10/100 0/10/100
2/10/100 2/10/100 2/20/200
0/15/76 0/15/76
4/10/70 4/10/70
4/43/43 2/150/150 4/80/80 8/199/199 1/88/88  1/93/93 20/653/653

(*): 2009 y1l1 Nisan ayinda drneklenen dikenli vatoz baliklari




Ek Tablo 4. Alabaliklarda deneysel enfeksiyon ¢alismalari (AV: Baliklara uygulanan viriis miktart (Log (TCIDsg) ml™), NM: Dogal éliimler,
DRM: Viriis kaynakli 6liimler, SI: Deney sonrasinda hayatta kalan enfekte baliklar)

Karadeniz Alasi Gokkusagi Alabahg Kaynak Alasi

Grup AV n NM DRM %DRM SI |AV n NM DRM %DRM SI |AY n NM DRM %DRM SI
6.2 50 6 4 8 1/4 |1 59 50 1 4 8 0/4 | 54 49 2 3 6 0/5

H 6.2 50 4 8 16 0/4 159 50 1 2 4 2/4 | 54 50 2 6 12 0/5
6.2 50 7 17 34 2141 59 50 3 5 10 2/4 | 54 50 3 3 6 0/5

5.2 50 7 0 0 14| 49 50 1 3 6 214 | 44 51 3 0 0 0/5

M 52 50 9 4 8 04149 50 2 2 4 14 | 44 49 1 0 0 0/5
5.2 50 5 2 4 04149 50 2 6 12 0/4 | 44 49 0 2 4 0/5

42 50 8 0 0 0/41 39 50 2 1 2 1/4 | 34 49 1 0 0 0/5

L 42 50 2 0 0 0/41 39 50 3 1 2 2/4 | 3.4 50 1 0 0 0/5
42 50 4 1 2 0/41 39 50 3 1 2 0/4 | 34 50 1 0 0 0/5

3.2 50 7 0 0 04129 50 3 0 0 0/4 | 24 50 0 0 0 0/5

LL 32 50 5 1 2 04129 50 1 0 0 04 | 24 49 1 0 0 0/5
3.2 50 6 0 0 04129 50 2 1 2 04 | 24 49 0 0 0 0/5

K K1 50 4 0 0 0/4 1 KI 50 1 0 0 0/4 | KI 49 0 0 0 0/5
K2 50 S 0 0 0/4 1 K2 50 1 0 0 0/4 | K2 51 1 0 0 0/5
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