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ONSOZ

Viral Nervoz Nekrozis (VNN) etkeni betanodaviruslar, diinya {iizerinde
120’den fazla balik tiiriinden izole edilmis olup son otuz yilda Giiney Amerika harig
pek cok bolgede farkli dort genotipinin izolasyonlar1 yapilmistir. VNN, pek ¢ok balik
tiiriinii etkilemesine ragmen, farkli genotiplerin farkl sicakliklara adaptasyonu; farkl
cografyalardaki farkli balik tiirlerinin etkilenmesi ile sonug¢lanmistir. VNN,
Tirkiye’nin de i¢inde bulundugu Akdeniz havzasinda endemik bir 6zellik kazanmis
ve Akdeniz’de kiyr olan hemen her iilkede betanodavirus salginlar1 Redspotted
Grouper Nervous Necrosis Virus (RGNNV) genotipi ile iligkili olarak levreklerde
Olimler meydana getirmistir. VNN, levrek kiiltiir balik¢iligini etkileyen en onemli
hastalik olarak kayitlara gecmistir. Vertikal ve horizontal yolla bulasabilen
betanodaviruslar, merkezi sinir sistemi ve retina’da vakuolizasyonlarla iligkili olarak
ozellikle fingerling boy baliklarin i¢inde oldugu yavrularda 6liimlere veya persiste
enfeksiyonlara neden olmaktadirlar. Hastahigin bir kulugkahane veya yetistirme
isletmesine bulasmasi, anaclarin degistirilmesine kadar degisen pek cok kontrol
Oonlemi almay1 gerektirmekle beraber virusun eradikasyonunun oldukc¢a ¢ok zor

oldugu bildirilmektedir.

Tirkiye’de ilk betanodavirus izolasyonu 2011 yilinda yapilmis olmasina
ragmen, yiikksek mortaliteli salgmlara iligkin bildirim bulunmamaktadir. Tiirkiye,
sahip oldugu zengin su kaynaklari, ii¢ tarafinin denizlerle cevrili olmasi, iklimin
uygun olmas1 ve kiiltiir balik¢iligindaki onemli gelismeler sayesinde levrek
iretiminde % 42°lik bir pay ile diinya ve Avrupa’da s6z sahibi lilke konumundadir.
Yiiksek iiretimin siirdiiriilebilirliginin bir bileseni de iiretimin diismesine ve
ekonomik kayiplara neden olan salgin hastaliklarla miicadele etmektir. Bunun
yaninda kontrol ve izleme calismalarinin yapilmasi ile erken uyari sistemlerinin
olusturulmasi, salginlara hazirhk veya daha kolay miicadele etmede ©Onemli
politikalardir. Tiirkiye’de ve uluslararast hastalik bildirim sistemlerinde ihbari
mecburi bir hastalik olmamasina ragmen, dnemli ekonomik kayiplara neden olan ve

uluslararasi ticarette Oonemli yer tutan VNN ile ilgili tarama, izleme ve arilik
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caligmalarinin yapilmasi, levrek liretiminde dnemli bir seviyede bulunan Tiirkiye’de,

kiiltlir levrek yetistiriciliginin stirdiiriilebilirligi agisindan 6nem arz etmektedir.

Bu tez caligmasinda Tiirkiye’de faaliyette bulunan tiim levrek kulugkahaneleri
ve bazi1 yetistirme isletmelerinde betanodavirus yayginliginin ve enfeksiyon
kaynaklarmin belirlenmesi ve virusun eliminasyonu ile ilgili miicadele stratejilerinin

belirlenmesi amag¢lanmistir.

Doktora egitimim ve tez caligmalarim siiresince yakin ilgi, yardim ve
tavsiyelerini esirgemeyen, gerek bilimsel gerek sosyal anlamda bana her zaman
destek ve giiven veren doktora danigmanim Saym Prof. Dr. Mehmet Taner
KARAOGLU’na sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Doktora egitimim ve tez ¢alismam
boyunca yardimlarmi esirgemeyen Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji
Anabilim Dali Baskani Saym Prof. Dr. Yilmaz AKCA’ya, Sayin Prof. Dr. Feray
ALKAN’a, Saym Prof. Dr. Aykut OZKUL’a, Saym Prof. Dr. Seval Bilge
DAGALP’e ve Saym Prof. Dr. Tuba Cigdem OGUZOGLU’na ve tez izleme
komitesindeki olumlu katkilarmdan dolay1 Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Hakan YARDIMCI’ya
ve doktora egitimim siiresince yardimlarin1 esirgemeyen tiim doktora Ogrencisi

arkadaslarima tesekkiirii bir bor¢ bilirim.

Doktora ¢alismami yiiriittiigiim siire zarfinda yardimlarini higbir zaman
esirgemeyen, bilgilerini paylasarak her zaman katki saglayan Izmir/Bornova
Veteriner Kontrol Enstitlisii Viroloji Boliimii’nde calisan degerli arkadaslarim Dr.
Kemal PEKMEZ, Dr. A. Anil CAGIRGAN ve Ramazan TURKMEN’e ne kadar
tesekkiir etsem azdir. Doktora ve tez calismam siiresince katkilarini esirgemeyen
Enstitii Teknik Isler Sorumlusu Dr. Giilnur KALAYCI ve Veteriner Hekim Dr.
Buket OZKAN’a tesekkiirlerimi sunarim. Tez calismasinin 6rnekleme asamasmda
olumlu katkilar1 ve planlamalarm olusturulmasinda emegi gecen Veteriner Hekim
Ali Emre CANITEZ’e ayrica tesekkiir ederim. Betanodaviruslar ile ilgili bazi
goriiglerine bagvurdugum ve molekiiler ¢aliymalarda literatiir bilgilerini paylasan

VNN OIE Referans Laboratuvari Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie,
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Dipartimento di Ittiopatologia, Italy’de ¢alisan Valentina Maria PANZARIN’e ¢ok

tesekkiir ederim.

Tiim yasamim boyunca beni destekleyen, beni ben yapan, maneviyatini hi¢bir
zaman tartigamayacagim canim annem Ayse KAPLAN’a tiim kalbimle sonsuz
tesekkiirlerimi ve slikranlarimi sunarim. Ayrica babam Naci Tursun KAPLAN,
ablam Nuray GUL ve Giilay DEMIRTAS’a doktoram siiresince gdsterdikleri

desteklerinden dolay: tesekkiir ederim.

Tiim doktoram boyunca beni destekleyen, her zaman yanimda olan, hayatimi
paylastigim ve maalesef doktora siiresince istemeyerek ihmal ettigim ve bunu hig¢bir
zaman sorun etmeden bana daha ¢ok giiven veren, biricik esim Sevcan KAPLAN’a,

kizim Elis KAPLAN’a ve oglum Batu KAPLAN’a ne kadar tesekkiir etsem azdir.
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1. GIRIS

Viral Nervoz Nekrozis (VNN) veya Viral Ensefalopati ve Retinopati (VER),
pek ¢ok deniz balig: tiiriinde merkezi sinir sistemi ve retinada vakuolizasyonlarla
iliskili olarak 6nemli kayiplara neden olan ciddi bir viral hastaliktir (Anonim, 2017a).
Ekonomik 6nemi yiiksek pek cok balik tiirtinlin VNN virusuna duyarli oldugu
kanitlanmistir (Toffan ve ark., 2017).

VNN hastali§i, son otuz yildir deniz balik¢ilig1 yetistiriciliginin ciddi bir
problemi haline gelmistir. Hastalik, yakin gecmiste kiiltiiri yapilan tath su

baliklartyla da iligskilendirilmistir (Costa ve Thompson, 2016).

Ulkemiz gerek deniz gerekse i¢ su kiiltiir bahig1 yetistiriciligi agisindan oldukca
onemli kaynaklara sahiptir. Ulkemizde su {iriinleri yetistirme teknolojisinin gelisimi
ile beraber levrek kiiltiirii {izerindeki c¢alismalar 1980°den sonra artmis ve

giiniimiizde basarili sonuglara ulagilmistir (Alpbaz, 2005).

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2016 yil verilerine gére iilkemizde kiiltiirii
yapilan toplam balik miktar1 246.114 tondur. Bunun 80.847 tonu levrek olmakla
birlikte, levrek iiretiminin toplam kiiltiir balik¢iligindaki payr % 32,8’dir (Cizelge
1.1). Ulkemiz hayvancilik sektdriinde &zellikle Avrupa Birligi iilkelerine yapilan
ihracatta levrek oldukca 6nemlidir. Ulkemizde deniz kiiltiir balikgiligimdaki toplam

tesis sayisi ise 427 adettir (Anonim, 2018a).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarm Orgiitii (FAO)’niin son olarak 2018 yili
Mart ayinda giincelledigi istatistiklere gore, diinyadaki toplam levrek iiretimi yillara

oranla artmis ve 2016 yili itibariyle tiim diinyada 191.003 tona ulagsmistir (Anonim,
2018b).



Cizelge 1.1. Tiirkiye’de Yetistiriciligi En Cok Yapilan Balik Tiirlerinin Uretim Miktarlar:
(Ton/Y1l) (Anonim, 2018a).

Alabahk
Yillar ] Cipura Levrek
I¢su Deniz Toplam

2000 42.572 1.961 44533 15.460 17.877
2001 36.827 1.240 38.067 12.939 15.546
2002 33.707 846 34.553 11.681 14.339
2003 39.674 1.194 40.868 16.735 20.982
2004 43.432 1.650 45.082 20.435 26.297
2005 48.033 1.249 49.282 27.634 37.290
2006 56.026 1.633 57.659 28.463 38.408
2007 58.433 2.740 61.173 33.500 41.900
2008 65.928 2.721 68.649 31.670 49.270
2009 75.657 5.229 80.886 28.362 46.554
2010 78.165 7.079 85.244 28.157 50.796
2011 100.239 7.697 107.936 32.187 47.013
2012 111.335 3.234 114.569 30.743 65.512
2013 122.873 5.186 128.059 35.701 67.913
2014 107.983 5.610 113.593 41.873 74.653
2015 101.166 6.872 108.038 51.844 75.164
2016 101.297 5.716 107.013 58.254 80.847

Tiurkiye’nin gerek ¢ tarafinin denizlerle c¢evrili olmasi, gerek kiy1
uzunlugunun 8333 km olmasi, daha da Onemlisi deniz kiiltlir balik¢iligina artan
biiyiik ilgi ve yapilan yatirimlar levrek iiretim potansiyelinde diinyada s6z sahibi bir
seviyeye gelmesini saglamistir (Sekil 1.1). Tiirkiye’nin tiim diinya genelinde toplam
levrek tiretimine katkis1 % 42’lik bir oran ile ilk siradadir (Sekil 1.1 ve 1.2) (Anonim,
2018b). Tirkiye’nin toplam iiretim kapasitesi detayli incelendiginde, en yakin
iretimi yapan Yunanistan’in yaklagik iki kat1 miktarinda bir iiretime sahip oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 1.1. FAO 2018 Yiln istatistiklerine Gore Diinyada Levrek Ureten Ulkelerin Yillik
Uretim Miktarlar1 (Y1l/Ton, Yillik 1500 ton ve iizeri {iretim yapan iilkeler hesaplanmistir)
(Anonim, 2018b).

B Turkiye m Diger Ulkeler

Sekil 1.2. FAO 2018 Yih Istatistiklerine Gore Tiirkiye nin Diinya Levrek Uretimindeki Pay1
(2016) (Anonim, 2018b).

Deniz kiiltiir balikgiliginda levrekleri etkileyen en 6nemli viral hastaligin Viral

Nervoz Nekrozis (VNN)/Viral Ensefalopati ve Retinopati (VER) oldugu



bildirilmistir. Deniz kiiltiir balik¢iliginda diger bakteriyel veya paraziter hastaliklar
da dikkate alindiginda, VNN en Onemli hastalik durumundadir (Sekil 1.3)
(Vendramin, 2017). Siirdiirtilebilir bir levrek yetistiriciligi agisindan, tiim diinyada

dikkatler VNN {izerine yogunlagmaktadir.

Enteromyxosis

Flexibacteriosis _o

Atypical
Vibriosis

Sekil 1.3. 2016 Y1l Verilerine Gore En Onemli Tuzlu Su (Deniz) Hastaliklar1 (Vendramin,
2017).

1.1. Tarihge

Nodavirus ismi ilk kez 1956 yilinda Japonya’nin Nodamura kdyii yakilarinda,
petek giivelerinde (Culex tritaeniorhynchus) paraliz meydana getiren bir virusun
kesfedilmesiyle kullanilmistir ve diger bilinen arboviruslardan farkli olan bu virus

nodamura virus olarak adlandirilmistir (Scherer ve Hurlbut, 1967).

Baliklardaki VNN salginy, ilk kez 1985 yilinda meydana gelmistir ve o tarihten
itibaren su ftriinleri sektoriindeki Onemi her gegen giin artmaktadir (Costa ve
Thompson, 2016; Johansen ve ark., 2004). VNN, noropatojenik bir hastaliktir ve bu
yiizden ilk olarak sea bass viral encephalitis (SVE) olarak isimlendirilmistir
(Bellance ve Saint-Aurin, 1988).



VNN iizerine yapilan ilk ¢caligmalarda etken "picorna benzeri bir virus" olarak
tanimlanmistir (Breuil ve ark., 1991; Glazebrook ve ark., 1990). Virus, ilk olarak
striped jack (Pseudocaranx dentex)’ten izole edilmesinden dolayir Striped Jack
Nervoz Nekrozis Virus (SINNVO) olarak adlandirilmistir; virion blyikligi ve
genom Ozellikleri de dikkate alinarak Nodaviridae ailesinin bir iiyesi olarak
siniflandirilmistr (Mori ve ark., 1992). Ancak daha sonralar1 baska deniz
baliklarindan da izole edilmistir (Chi ve ark., 2001; Comps ve ark., 1994). Comps ve
ark. (1994) tarafindan yapilan bir ¢alismada da Avrupa levregi (Dicentrarchus
labrax) ve Asya levregini (Lates calcarifer) etkileyen VNN salgmlarinda yine bu

nodavirus identifiye edilmistir.

Uluslararast Virus Taksonomi Komitesi (ICTV) tarafindan 2000 yilinda
nodaviridae familyas1 i¢indeki viruslar, baliklar1 etkileyen nodaviruslar;
Betanodavirus cinsi, biitiin insektleri etkileyen nodaviruslar ise; Alfanodavirus cinsi
olarak iki cins seklinde tekrar klasifiye edilmistir (Ball ve ark, 2000). Betanodavirus,
ayrica Nervoz Nekrozis Virus (NNV) olarak ta anilmaktadir (Costa ve Thompson,
2016).

Hastalik ayrica, Viral Nervoz Nekrozis (VNN) (Yoshikoshi ve Inoue, 1990),
fish viral encephalitis (FVE) (Comps ve ark., 1994) ve viral ensefalitis ve retinitis
(VER) (Tanaka ve ark., 2004) gibi farkli isimlerle adlandirilmistir. Son olarak, OIE
tarafindan Viral Ensefalopati ve Retinopati olarak deklare edilmistir (Anonim,
2017a).

1.2. Etiyoloji

1.2.1. Simiflandirma

Betanodaviruslarin ilk tespiti ve izolasyonu yaklasik olarak 30 yil eskiye
dayanmaktadir. Bu nedenle virusa ait taksonomik c¢alismalar 1995’lerden sonra

yapilmaya baslamistir.



Striped jack tiirii baliklardan izole edilen nervous necrosis virus, Striped jack
nervous necrosis virus (SJINNV) olarak nodaviridae ailesi iginde nodavirus cinsi
icinde ilk defa ICTV’nin 1995 yilindaki 6. Raporunda yer almistir (Murphy ve ark.,
1995).

Baliklar1 enfekte eden tiim nodaviruslarin ilk smiflandirmasi ICTV tarafindan,
1996 yilinda Kudiis’te diizenlenen X.Uluslararas1 Viroloji Kongresinde
gerceklestirilmistir. Onaylanan ilk siniflandirmada bir cins ismi atanmamakta birlikte

olusturulan tanimlanmamis bu yeni cinse atanan viruslar igcerisinde;

- Striped jack nervous necrosis virus (SJINNV),

- Tiger puffer nervous necrosis virus (TPNNV),

- Barfin flounder nervous necrosis virus (BFNNV),

- Japanese flounder nervous necrosis virus (JFNNV),

- Redspotted grouper nervous necrosis virus (RGNNV),
- Dicentrarchus labrax encephalitis virus (DIEV),

- Lates calcarifer encephalitis virus (LCEV) bulunmaktadir.

Ayrica SINNV, tanimlanmamis bu cins igeriside tip spesifik bir virus olarak
kabul edilmistir (Pringle, 1996). ICTV’nin 1997 yilinda Strazburg oturumunda ise
nodaviridae ailesi alphanodavirus ve betanodavirus olmak tizere iki cinse ayrilmistir
(Pringle, 1997). Ozellikle baliklar1 enfekte eden viruslar; betanodavirus, 6zellikle
insektleri enfekte eden viruslar ise alphanodavirus cinsi i¢inde yer almaktadir (Ball

ve Jhonson, 1999; Schneemann ve ark., 1998; Van Regenmortel ve ark., 2000).

ICTV’nin 1995 yilindaki 6. Raporunda nodavirus cinsinde yer alan SINNV,
betanodavirus cinsinin kabul edilmesiyle birlikte ICTV’nin 1999 yilindaki 7.

Raporunda bu cins i¢erisinde giincellenmistir (Van Regenmortel ve ark., 2000).

Son olarak ICTV, 2017 yili Singapur sonug bildirgesine gore betanodaviruslar,

smiflandirilmamis virus takimlari i¢erisinde; Nodaviridae ailesi i¢inde, betanodavirus



cinsi iginde dort virus tiirii olarak klasifiye edimistir. Diger cins olan alphanodavirus
cinsi igerisinde ise toplam bes virus tiirii bulunmaktadir (Cizelge 1.2) (Anonim,
2017b). Chen-Fei ve Hamidun (2016) nodaviridae ailesindeki 9 virusun aralarindaki
iliskiyi molekiiler diizeyde ortaya koymak amaciyla RNA1 ve RNA2 segmentlerinin
tim genom aminoasit dizilimlerine gore filogenetik agaglarini olusturmuslardir

(Sekil 1.4).

Cizelge 1.2. Nodaviruslarin Genel Smiflandirilmasi (Anonim, 2017b).

Takim Aile Cins Tir

Tanimlanmamig Nodaviridae | Alphanodavirus Black beetle virus

Boolarra virus

Flock House virus

Nodamura virus

Pariacoto virus

Betanodavirus Barfin flounder nervous necrosis virus

Redspotted grouper nervous necrosis virus

Striped jack nervous necrosis virus

Tiger puffer nervous necrosis virus
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Sekil 1.4. Nodaviridae ailesinin RNAL(a) ve RNA2(b) tiim genom aminoasit analizine gore
filogenetik yakinliklari1 (Chen-Fei ve Hamidun, 2016).



1.2.2. Virusun Yapis1 ve Ozellikleri

1.2.2.1. Morfolojik Yapi

Etken nodaviridae ailesi iginde betanodavirustur (Thiery ve ark., 2011).
Betandaviruslarin ilk karaterizasyonu 1991°de elektron mikroskobu ile yapilmis, 23-
25 nm ¢apinda ve tipik bir ikosahedral simetriye sahip oldugu belirlenmistir. Ancak
daha sonra CsClI gradyanlarinda saflastirilan virusun enine 26 nm, boyuna ise 29 nm
ve cm® bagma 1,30 g'lik bir gekme yogunlugunda oldugu anlasilmistir (Breuil ve
ark., 1991). Betanodaviruslar zarfsiz, yuvarlak bir morfolojiye sahiptir (Johnson ve
ark., 2003). Virion kapsidi, es 180 kapsomerden olusur (Sekil 1.5 A ve B). Benzer
sekilde katlanmus ii¢ kapsid proteinininden olusan altmis tiggen birim, T = 3 simetrisi
ile bir ikozahedral kafes olusturur (Schneemann ve ark., 1998). Kapsid proteininin
korunmus C-terminal kalintilari, iki kath eksenlerde kapsid ara yiizeyini biiyiik
oranda diizenleyen ve stabilize eden genomik RNA ile temasa gecer (Sekil 1.5 C)
(Fisher ve Johnson, 1993). Kapsid proteininin C-terminal kalintilar1 RNA
kapstillemesi i¢in gereklidir (Ventor ve ark., 2010). Herbir virionda 60 adet olmak
iizere kapsid dis duvarindan disar1 dogru yonelen ¢ikintilar bulunmaktadir ve kapsid

toplaminin yaklagik % 45’ini olusturmaktadir (Sekil 1.6) (Tang ve ark., 2002).

Sekil 1.5. Nodavirus Virion Yapisi. A: T=3 Nodavirus Rekonstriiksiyon; B: Nodavirus (T=3)
virionlarmin alt iiniteleri. Her alt iinite bir yamuk ile gosterilir. Toplam 180 kapsomerden
olusan, benzer sekilde katlanmis {i¢ kapsid proteininin (A, B ve C) 60 alt iinitesi igerir; C:
Virion i¢indeki genomik RNA'larin diizenlenmesi. Simetrik olarak diizenlenmis sarmal RNA
kabugu (acik kahve), virionun i¢ ylizeyindeki kapsid proteinlerine (siyah) temas eder (Fields,
2013).



Sekil 1.6. Betanodavirus Cryoelektronmikroskobik Goériintiisii  (23-A  ¢oziiniirliik):
Protriizyonlar (kapsid dis duvarindan disar1 ¢ikintilar); Sari, Kapsid I¢ Duvari; Yesil, RNA;
Mavi (Tang ve ark., 2002).

1.2.2.2. Genetik Yapi

Genom, tek iplik¢ikli, pozitif polariteli, ¢ ac¢ik okuma gergevesi (Open
Reading Frame-ORFs) iceren RNA1 ve RNA2 olmak iizere iki segmentten olusur
(Sekil 1.7 ve 1.8) (Anonim, 2018e; Fields, 2013; Johnson ve ark., 2003).
Betanodavirus RNA’lari, 7-metil GpppN bashgi icerir, ancak 3’ ucu bir poly (A)
icermez. Her iki RNA'nin 3’ uglar1 bilinmeyen bir yap1 veya eklenmis bir faktore

sahiptir (Hegde ve ark., 2003; Mori ve ark., 1992; Ventor ve ark., 2010).

10



Nodavirus genome organization
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Sekil 1.7. Nodavirus Genom Yapist (Alphanodavirus) (betanodavirusta protein o, oto-
katalitik olarak, B ve y bilesenlerine ayrilmaz). Pozitif anlamli genomik RNA 1 ve 2,
sirastyla replikaz (protein A) ve kapsid oncii proteinini (protein o) kodlar. RNA 1 ayrica,
konakgi-hiicre RNA susturmanin baskilayicisi olan B2 proteinini kodlayan subgenomik
RNA3 diretir. Kapsid 6n maddesinden (o) bir araya getirilen proviruslar, § ve y kapsid
proteinleri tireten bir olgunlagsma yarilmasindan geger ve enfeksiyoz virionlar es molar orani
olan genomik RNA 1 ve 2 icerir (Fields, 2013).

RNA-1 (1kb) RNA-2 (1.4kb)
5'e—] ORF1a | 3-0H S'e—f C
¢ [_orFib
|
I RdRp |

g’ ® 3-0OH
subgenomic RNA-3 (0.4kb)

Sekil 1.8. Betanodavirus Genom Yapisi (Anonim, 2018e).
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1.2.2.2.1. RNA1

RNA 1 (3,1 kb), otonom ¢ogaltma i¢in gerekli tiim bilgileri tasir (Gallagher ve
Rueckert, 1988). Viral komponent olan "protein A" y1 kodlayan tek bir agik okuma
cergevesi (ORF) igerir. RNAL, molekiiler agirligi 110 kDa olan RNA bagimli RNA
polimerazin (RdRp) sentezinden sorumludur (Nagai ve Nishizawa, 1999). RdRp,
virus tarafindan kodlanmis tek enzimdir (Ahlquist ve ark., 2003). RNAI ayrica
virusun sicakliga duyarliliginin diizenlenmesinde de gorev alir (Hata ve ark., 2010;
Panzarin ve ark., 2014). RdRp, RNA1’in replikasyonu sirasinda subgenomik RNA3

tiretimini yonlendirir (Johnson ve ark., 2003).

RNAT’in uzunlugu ve kodladig1 protein konakei tiiriine bagimhidir. RNAL,
BFNNV’de 3100-3101; RGNNV’de 3103-3105; SINNV’de 3107; TPNNV’de ise
3112 nt uzunlugundadir. Protein A, SINNV’de 983 amino asit (aa), Atlantic halibut
(Hippoglossus hippoglossus) (AHNNV)’ta 981 aa, greasy grouper (Epinephelus
tauvina) (GGNNV)’lerde 982 aa, TPNNV ise 982 aa’ten olusmaktadir (Nagai ve
Nishizawa, 1999; Okinaka ve Nakai, 2008; Sommerset ve Nerland, 2004; Tan ve
ark., 2001).

1.2.2.2.2. RNA2

RNA2, 1410 b¢ uzunlugundadir ve 17-1036 niikleotid (nt) pozisyonlarinda 340
aminoasitten olusan kapsid proteinini (protein o) kodlayan 1023 bg tek bir ORF
icermektedir (Johnson ve ark., 2003; Nishizawa ve ark., 1994; Nishizawa ve ark.,
1995b). Protein o (37kDa), viral kapsid proteinlerinin proteolitik bir onciiliidiir (Tan
ve ark., 2001). RNA2 segmentinin uzunlugu da, virus susuna gore degismektedir.
GGNNV 1433 nt, SINNV 1410 nt, Sea Bass NNV (SBNNV) 1406 nt ve guppy
Poecilia retikiilat NNV ise sadece 1367 nt’tir. RNA2 boyutundaki farkliliklar, kapsid
proteini (CP) boyutunu etkilemez, SINNV disindaki tiim genotiplerin kapsid proteini
ayni biiyilikliiktedir. SINNV ve TPNNV genotiplerinde iki amino asitlik fazlalik
bulunmaktadir. Ancak agirlik olarak tiim genotipler esittir (Delsert ve ark., 1997,
Hegde ve ark., 2003; Nishizawa ve ark., 1995b; Tan ve ark., 2001). BFNNV ve
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RGNNYV tipleri, 724’ten 729 a kadar olan alt1 bazlik niikleotid azlig1 ile TPNNV ve
SINNV tiplerinden ayrilmaktadir ve kayip diziler icin tipik olmayan tekrarlayan
diziler periferal olarak gozlenmistir (Nishizawa ve ark., 1997). Kapsid proteini,
SINNV, TPNNV ve TNV’de 340; RGNNV ve BFNNV’de ise 338 aa’ten
olugsmaktadir ve 42 kDa agirhigindadir (Nagai ve Nishizawa, 1999; Okinaka ve
Nakai, 2008).

Farkli betanodavirus genotiplerinin, RNA2 tarafindan belirlenen tropizm ve
immunreaktivite gibi ¢esitli fenotipik 6zellikleri nasil gosterdikleri bazi ¢aligmalar ile
belirlenmistir (Ito ve ark., 2008; Iwamoto ve ark., 2004; Panzarin ve ark., 2016).
Panzarin ve ark. (2016), tarafindan betanodaviruslarin antijenik ¢esitliliklerinin
arastirildigi bir calismada, bilinen dort genotipin antijenik &zelliklerinin tekrar
klasifiye edilmesinin yanisira reassortant viruslarin antijenik Ozelliklerinin ortaya
konulmas: antijenik reaktivitede kapsid proteinlerinin rol oynadig1 daha agik bir
sekilde gosterilmis ve RNA2’nin major etkinligi ortaya konulmustur. Ito ve ark.
(2008), kapsid proteininin 695-765 nt (niikleotid) dizilerinin konakg1 spesifitesinde
rol oynadigmi gostermislerdir. Ancak Panzarin ve ark. (2012), tarafindan yapilan
calisgmada kullanilan farkli tiirlerin izolatlarinda, RNA2’ de belirgin bir degisiklik
saptanmamistir, farklilik tespit edilen RNA2’lerin orijinlerinin ise ayni veya benzer
ciftlikler olmasi bu yaklasima karsi ¢ikmistir. Farkli konak¢i tropizmi igin
mutasyonlarm gerekli olmadigini, mutasyonlara ise balik c¢iftliklerine 6zgii ¢cevresel
ve ciftliksel (stres, yogunluk, yeni balik girigleri vb.) 6zelliklerin neden olabilecegini
ileri siirmiiglerdir (Panzarin ve ark., 2012). Kapsid proteininin C-terminalinde
meydana gelebilecek kiigiik degisikliklerin yeni konak¢i kolonizasyonunda rol
oynayabilecegi bildirilmistir (Olveira ve ark., 2009). Kapsid proteininin 247 ve 270
aa pozisyonlarinin virusun patojenitesinde biiylik bir rol oynadigi gosterilmistir

(Souto ve ark., 2015c).

Kapsid proteininin topolojisi dort farkli bolgeye sahiptir; 1- N-terminal kolu
(N-kolu, rezidii 34-51); 2-Shell domain (kabuk alan1) (S domain, rezidi 52-213); 3-
baglayic1 bolge (rezidii 214-220) ve 4-gikint1 bolgesi (P-domain, rezidii 221-238)
(Sekil 1.9). Ortaya ¢ikarilan topolojide N, S ve P domainleri {i¢ major domaindir
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(Chen ve ark., 2015c). P-domaini, betanodaviruslarin konak¢i spesifitesi igin
belirleyici ihtiva eder, betanodaviruslarin dort farkli genotipe ayrilmasina sebep olan
T4 degisken bolgesini kodlayan nt dizileri de P domaini ig¢inde yer alir (Ito ve ark.,
2008; Nishizawa ve ark., 1997). GGNNV Kkapsid proteininde ayrica glikozillenme
vardir (Chi ve ark., 2001). Tang ve ark. (2002), 217-388, Chen ve ark. (2015c), ise
214-388 aa pozisyonlar1 arasindaki bolgede kapsid tabakasmin dis kismmdan bir P-
domaini i¢inde kalan bir ¢ikintinin varlig1 ortaya konulmustur. Bu ¢ikintinin biiyiik
ihtimalle antijen-antikor etkilesimlerinin meydana geldigi immunolojik bdlge

olabilecegi One siiriilmiistiir (Panzarin ve ark., 2016).

q
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Sekil 1.9. GNNV-LP kapsid proteini C alt iinitesi sematize gosterimi. Grouper Nervoz
Nekrozis Virus Benzeri Par¢acik (GNNV-LP): Diizensiz N-Kolu (N-ARM, rezidii 1-33,
gri), N kolu (N-arm, rezidii 34-51, mor), S Domain (S-domain, rezidii 52—213, kirmizi),
Baglant1 Bolgesi (linker region, rezidi 214—220, mavi), P Domain (P-domain, rezidi
221-338, agik mavi) ve Ca" iyonlari (sar1 alan) (Chen ve ark., 2015c).

RNA2, kapsid proteininin yarisi C-terminalini kodlayan T4 ¢ok degisken
bdlgesini icerir (Nishizawa ve ark., 1995b). T4 degisken bdlgesi, genotiplerin
klasifikasyonunda kullanilmaktadir (Nishizawa ve ark., 1997). Tang ve ark. (2002),

N-terminal ucunun 1-82 aa pozisyonlarinin viral replikasyonda virus olusumu ve
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RNA paketlenmesi sirasinda viral niikleik asitin negatif yiikiiniin notralizasyonunda
rol oynayabilecegini ileri siirmiislerdir. RGNNV ve SINNV genotiplerinin in vitro
eksprese edilmis vahsi tip ve kimerik kapsid proteinlerinin immunoaktivite ¢aligmasi,
kapsid proteinin C-terminalinin immiinoreaktif kismi muhafaza ettigini géstermistir
(Panzarin ve ark., 2016).

1.2.2.2.3. RNA3

RNA3 (0.4 kb) olarak bilinen tiglincii transkript, viral replikasyon sirasinda
RNATI terminusundan ayrilir ve hiicre RNA sessizlesmesinin bir inhibitori olan B2
(12 kDa) yapisal olmayan proteini kodlar ( Fenner ve ark., 2006a; Iwamoto ve ark.,
2005; Nagai ve Nishizawa, 1999). RNA3, viral RNA’nin konak¢i hiicrede
toplanmasinda gorev alir (Fenner ve ark., 2006a; Iwamoto ve ark., 2005).
Nodaviridae ailesinde RNA3, bir veya iki kiigiik yapisal olmayan proteini (B1 ve B2)
kodlar ve farkli nodaviridae tiirleri, bu proteinleri kodlayan, bir veya her iki ORF'a
da sahip olabilir. B1, 111 aa ve 11 kDa; B2 ise 75 aa ve 8,5 kDa’dur. Protein Bl
kodlama bolgesi, protein A ile ayni okuma g¢ergevesindedir. Protein B2 kodlama
bdlgesi, protein A'ya gére + 1 okuma ¢ergevesindedir ve protein A'nin C terminalini
hemen hemen tamamen ortiismektedir (Huang ve ark., 2001). Her iki ORF'a sahip
baz1 nodaviruslarda, enfeksiyon sirasinda sadece B2 bulunur (Cai ve ark., 2010).
RNA3'ln uzunlugu, 371 niikleotittir (RNA1 dizisi i¢inde 2730 ve 3100 arasi
niikleotitlerde bulunur), B2' yi kodlayan 227 niikleotitten olusan sadece 1 ORF
mevcuttur (Iwamoto ve ark., 2005; Sommerset ve Nerland, 2004). Chen ve ark.
(2009), Bl proteinin antinekrotik 6liim faktorii oldugunu ileri siirmiistiir. Balik
nodaviruslarinda B2, erken enfeksiyon sirasinda sitoplazmada lokalize olan yapisal
olmayan bir proteindir (24 h.p.i) ve enfeksiyondan sonraki evrelerde (48 h.p.i)
cekirdekte lokalizedir. Viral c¢ift sarmalli RNA'nin (dsRNA) baglanmasi ve
korunmasi yoluyla ya kisa interfere RNA (siRNA) susturucu inhibitorii oldugu veya
nekrotik bir 6liim faktoriiniin oldugu gosterilmistir. B2 proteini, Valas, less, Args; ve
Argss kalintilarinin bu hedefleme icin temel olusturdugu mitokondriyal hedef motifi

(“RTFVISAHAA™) icerir (Chen ve ark., 2009; Fenner ve ark., 2006a; Fenner ve
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ark., 2006b; Fenner ve ark., 2007; lwamoto ve ark., 2005; Su ve Hong, 2010). B2
ifadesinin seviyeleri akut ve kronik olarak enfekte olmus baliklar arasinda farklidir,

kronik olarak enfekte olmus baliklar B2 proteini icermez (Mézeth ve ark., 2009).

1.2.3.Virus Replikasyonu

VNN virusunun veya betanodaviruslarin replikasyon stratejisine ait bilgiler
oldukca kisithdir. Alphanodaviruslarin replikasyonu ile ilgili daha acik bilgiler
olmasina ragmen (Sekil 1.7), betanodaviruslarin replikasyon sablonlarinin daha iyi

tanimlanmasi i¢in daha ¢ok ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Virus, beyin, omurilik ve enfekte baliklarin retinalarinda g¢ogalirken, saglikli
goriinlimdeki yabani deniz baliklarinin i¢ organlarinda da tespit edilmistir (Gomez ve
ark., 2004; Sakamoto ve ark., 2008).

Viral replikasyonun, pozitif polariteli diger RNA viruslarinda oldugu gibi
hiicre organellerinin membranlarmi kullanarak gergeklestirdikleri,
betanodaviruslarin da mitokondride replike oldugu bildirilmektedir (Panzarin ve ark.,
2014; Salonen ve ark., 2005). Protein A’y1 kodlayan RNAL niikleotidlerindeki
mutasyonlarm, farkli genotip betanodaviruslarin, mitokondriyel lokalizasyon,
membran affinitesi, RNA toplanmasi, stabilite ve Protein A konak hiicre
etkilesimlerini etkileyerek farkli ¢evresel kosullar ve farkl sicakliklarda replikasyon
titrelerini etkileyebilecegi ortaya konulmustur (Panzarin ve ark., 2014). RNA1’in 1-
445 aa pozisyonlarindaki protein A’nin sicaklik sensitivitesinde rol aldigi, farkl
sicakliklarin protein A’nin mitokondriyal membrana transferini etkiledigi ortaya
konulmustur (Hata ve ark., 2010). RNAIl’de bulunan bu mutasyonlarin farkli
genotiplerin farkli sicakliklara (15-30°C) nasil adapte olarak salginlar ortaya
¢ikarabildiklerini daha iyi agiklamaktadir.

Dragon grouper nervous necrosis virus (DGNNV) kullanilarak yapilan bir

calismada; virusun konak¢i hiicrelere endositoz yoluyla girdigine ve konak
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hiicrelerin ylizeyinde siyalik aside baglandigina inanilmakla birlikte, konakg¢iya viral
girig ve enfeksiyonun biyolojik yolu ve dahil olan hiicre reseptdrleri hala belirsizdir.
Ayni ¢alismada tunicamicin inhibisyonu ve noraminidaz uygulamasi ile
makropinositozis varliginda, virion internalizasyonunun spesifik reseptor aracilt bir
proses izledigi bildirilmistir. Virion makropinositozisinin hiicre membraninda igeri
¢oklu biiziilmeler ve bunlarin birlesmesiyle gergeklestirdigi yiiksek titredeki virus, in
vitro olarak gosterilmistir. Ancak diisiik doz enfeksiyonda nasil bir internalizasyon
saglandig belirsizdir (Liu ve ark., 2005). Enfeksiyonun patogenezinin aydinlatilmasi
icin yapilan bagka bir ¢alismada, GHSC70 (1s1 soku kokenli protein 70) potansiyel
bir reseptér veya ko-reseptor olarak tanimlanmig ve grouper NNV kapsidi ile
etkilestigi gosterilmistir ve bu etkilesimin enfeksiyonun erken evrelerinde 6nemli bir

rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Chang ve Chi, 2015).

RNAI tarafindan sentezlenen RdRp, RNA sablonu ve baglatma alanlarmin
secimi, RNA sentezi ve iiretilen RNA'ya 5’ uclarinin eklenmesi veya 3’ poliadenilat
eklenmesi islevlerinden sorumludur (Ahlquist ve ark., 2003). Su isisinin, virusun
replikasyonu i¢in gerekli olan RARp enziminin aktivitesini etkiledigi, bu durum da
farkl1 genotiplerin epidemisi i¢in farkli optimum 1silara gereksinim oldugu
bildirilmektedir (Liu ve ark., 2015). Virusun sicakliga duyarliliginin belirlenmesinde
RNAT’in etkisinin kanitlanmis olmasma ragmen (Panzarin ve ark., 2014), Hata ve
ark. (2010), hem RNAZ1'in hem de RNA2'nin sicaklik duyarliiginda bir rol
oynadigini ve bu sicaklhigin viral RNA replikasyonunu etkiledigini, ancak konakg1
hiicrelere virion stabilitesi veya virion eklentisi {izerinde 6nemli bir etkisi olmadigini

bildirmislerdir.

Greasy grouper (Epinephelus tauvina) nervoz nekrozis virus (GGNNV) ile
yapilan bir ¢aligmada, RNA2 tarafindan sentezlenen protein a’nin hiicre apoptozisini
indiikledigi ve bu sekilde viral partikiillerin sagilmasini sagladigi gosterilmistir.
Calismada, protein o hem g¢ekirdek hem sitoplazmada tespit edilmis; sitoplazmadaki
islevinin apoptozizi indiikleyebilecegi tahmin edilirken, bazi proteinlerin ¢ekirdek
lokalizasyonlar1 apoptozis ile iligkilendirilememistir (Guo ve ark., 2003a; Guo ve

ark., 2003b). Protein a, kapsit proteininin onciiliidiir ve viral birlesim i¢in dnemli bir
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unsurdur (Guo ve ark., 2003a). Alphanodavirusta protein o, oto-katalitik olarak,  ve
v olgun kapsit protein alt birimlerini olusturmak i¢in ayrilirken, betanodavirusta bu
ikili olusum, 187 ve 201 sisteinler arasindaki bir intramolekiiler disiilfid baginin
formasyonunundan dolayi, oto-katalizin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaz (Gallagher
ve Rueckert, 1988; Krondiris ve Sideris, 2002). Sistein 201’in, sistein 115 ile birlikte
virus partikiiliiniin 1s1 stabilitesi ve kapsit formasyonu i¢in gerekli oldugu tespit
edilmistir (Wang ve ark., 2010). Aspartik asit kalintilarinin kapsid proteininin
parcalanmasi, kalsiyum iyonlar1 ile iligkili olarak ta 1s1 stabilitesi, trimerizasyon ve
kapsid birlesmesinin saglanmasinda ¢ok 6nemli rolleri vardir (Grotmol ve ark., 2000;
Wu ve ark., 2008b). Kapsid proteininin N-terminal ucu, dokuz arjinin ve alt1
lizinden olusan temel amino asitler bakimindan zengindir ve RNA genomunun
kapsid i¢ duvarmma baglanmasma katildig1 diistiniilmektedir (Fisher ve Johnson,
1993).

Karaciger, bobrek, sindirim kanali, kalp, dalak, bagirsak, gonad sivilari, ylizgeg
ve solungaglarda, Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR), in situ
hybridization (ISH), real-time nucleic acid sequence based amplification (NASBA),
quantitative PCR (qPCR veya real time PCR) ve loop-mediated isothermal
amplification (LAMP) veya real-time LAMP gibi teshis metotlar1 ile virusun (RNA-
1 veya 2) tespit edilmesine ragmen, viral RNA’nin enfektif olup olmadiginin
belirlenemedigi bildirilmistir. Ayrica bu dokulardaki viral yiikiin ¢ok diisiik oldugu
ve enfeksiyon doneminde bile 10 kattan daha az bir artis gosterdigi, bu durumun da
virusun noronal olmayan dokularda bulunmasina ragmen viral replikasyonu meydana
getiremedigi One siiriilmiistiir (Lopez-Jimena ve ark., 2011). Ancak baska bir
calismada, virusun levrek ve ¢ipura testislerinde replike oldugu gosterilmistir (Valero

ve ark., 2015b).

1.2.4.Genetik ve Serolojik Farkhhklar

Betanodavirus izolatlar1 arasinda gozlenen konakgi spesifitesinden kapsid

proteini sorumludur. Daha belirgin olarak bu 6zgiilliik T4 degisken bolgesi igine
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lokalize olmustur (Guo ve ark., 2003a; Ito ve ark., 2008). Betanodaviruslar, RNA2
segmentinin T4 degisken bolgesinin filogenetik analizine gore ilk olarak dort major
genotipte gruplandirilirlar. Bunlar striped jack nervous necrosis virus (SJINNV),
tiger puffer nervous necrosis virus (TPNNV), barfin flounder nervous necrosis virus
(BFNNV) ve red-spotted grouper nervous necrosis virus (RGNNV)’tur. Johansen ve
ark. (2004) tarafindan bir kalkan (Scophtalmus maximus) betanodavirus susunu
iceren yeni bir genotip; Turbot Nervoz Nekrozis Virus (TNV) 6nerilmistir. Bununla
birlikte, bu genotipler tiirlere 6zgli olmaktan ziyade belli bir su sicaklig1 aralig: ile
iliskili olma egilimindedir (Costa ve Thompson, 2016). Farkli genotipler, farkli
konakg tiirleri ve optimum invitro gelisme sicakliklarina sahiptir (Iwamoto ve ark.,
2000; Mori ve ark., 2003).

Identifiye edilen genotipler, poliklonal antikorlar ile yapilan virus
notralizasyon testiyle 1li¢ farkli serotiple iliskilendirilmistir. SJNNV  ve
RGNNV/SINNV viruslarmi igeren A serotipi, TPNNV genotipinden olusan B
serotipi ve son olarak BFNNV, RGNNV ve SINNV/RGNNYV suslarint kapsayan C
serotipini iceren ve kismen de ¢apraz reaksiyon veren ti¢ farkli serotipe ayrilabilirler
(lwamoto ve ark., 2000; Mori ve ark., 2003; Nishizawa ve ark., 1997). Ancak
Panzarin ve ark. (2016), tarafindan yapilan son g¢alismada, Mori ve ark. (2003),
tarafindan bildirilenin aksine BFNNV genotipi C degil, B serogrubunda
degerlendirilmistir. Farkliligin nedeninin ise; Mori ve ark. (2003), tarafindan yapilan
calismada serolojik farkliliklarin degerlendirilmesinde kullanilan 1/r esik degerinin
20, Panzarin ve ark. (2016), tarafindan kullanilan 1/r esik degerinin ise 10 olmasi
gosterilmistir. Farkliliga paralel olarak Mori ve ark. (2003), tarafindan yapilan
calismada araligin fazla olmasi durumunda BFNNV ile TPNNV c¢apraz reaksiyon
vermistir. Panzarin ve ark. (2016), tarafindan BFNNV serogruplandirma degerleri
incelendiginde hem A hem C grubundan biraz farkli oldugu goriilmektedir. Bir biitiin
olarak iki caligma degerlendirildiginde, Panzarin ve ark. (2016), hem c¢alismada
kullanilan 1/r esik degerinin daha uygun olmasi hem de c¢alismada kullanilan
izolatlarin daha genis bir cografi dagilim gostermesinden dolayr yeni
serogruplandirmanimn Serogrup-A: SINNV, RGNNV/SINNV; Serogrup-B: TPNNV,
BFNNV; Serogrup-C: RGNNV, SINNV/RGNNYV olmas1 gerektigi ileri siirtilmiistiir.
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Farkli ¢aligmalar, SINNV-poliklonal antikorlarin diger genotiplerle capraz
reaksiyon verebildigini gostermistir, bu da betanodaviruslarin ortak epitoplara veya
antijenik bolgelere sahip oldugunu 6ne siirmiistiir (lwamoto ve ark., 1999; Munday
ve ark., 1994). Ancak SINNV-poliklonal veya RGNNV-poliklonal antikorlar
kullanilarak yapilan c¢aligmalarda farkli genotipler arasinda c¢apraz notralizasyon
olmadig1 gosterilmistir (Skliris ve ark., 2001). RGNNV ve SINNV antijenik
cesitliligini sirasiyla 217-256 ve 257-341 amino asit (aa) dizilerinde ihtiva
etmektedir. Reverz genetik kimerik viruslarin nétralizasyonu ile, bu alanlarin

notralizan epitoplara sahip oldugu gosterilmistir (Panzarin ve ark., 2016).

RGNNV ve SINNV genotiplerinin konakc¢i tropizmi ile ilgili belirleyici
bolgeler sirasiyla 694-758 ve 695-765 nt dizileridi. RGNNV genotipinin
immunoreaktif bolgesi ise konak¢i tropizm dizilerini de igine alan 675-795 nt
dizileridir. Bunun aksine SINNV immunonoreaktif bolge 796-1023 nt pozisyonlar1
ile konakg1 tropizm bdlgesinden farklilik gostermektedir. Bu iki genotipte gdzlenen
gerek yapisal gerek fonksiyonel farkliligin, iki genotipin patogejenite farkliligi ve tiir
farkliligi ile ilgili olabilecegi bildirilmistir (Panzarin ve ark., 2016).

Betanodaviruslarin genotipik ve serolojik siniflandirmalari, duyarh balik tiirleri
ve optimum gelisme sicakliklar1 Cizelge 1.3’te gosterilmektedir. Farkli genotipler ve
bu genotiplerin optimum gelisme 1silarinda bir korelasyon oldugu in vitro olarak
gosterilmistir (Iwamoto ve ark., 2000). Tabloda gosterilen balik tiirlerinden levrek
(european sea bass - Avrupa Deniz Levregi) ile betanodaviruslar i¢in tasiyici olarak

kabul edilen ¢ipura tiretimi tilkemizde yaygindir.

Cizelge 1.3. Betanodavirusun genotipik ve fenotipik smiflandirilmas: (Iwamoto ve ark.,
2000).

. . Optimum
Genotip Serotip Hedef Konake¢1 Balik Gelisme Sicakhi
SINNV A Striped jack (Cizgili levrek, kral baligi) 20-25°C
TPNNV B Tiger puffer (Fugu) 20°C

Soguk Su Baliklari: Atlantik halibut, Atlantik cod, flounders
BFNNV C 15-20°C

(pisi baliklari), vb

Ilik Su Baliklart: Asian sea bass (barramundi-Asya levregi),
RGNNV C i 25-30°C
European sea bass (levrek) , groupers (orfoz, lahos, hani vs.)
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Bu gruplandirmadan farkli olarak, 2004 yilinda konak balik tiirii ile iligkili
olmayan bagka bir nomenklatiir 6nerilmistir. Betanodavirus genotiplerini basitce I, II,
III ve IV (srrastyla RGNNV, BFNNV, TPNNV ve SINNV) olarak gruplandirmistir
ve bu sistem alt gruplandirma yapmaya da izin vermektedir. Bu smiflandirmada
genotip Il (BFNNV), atlantik morina baligi (Ila), the Barfin flounder (llb) ve
Atlantik halibut/Fransiz Avrupa deniz levregi izolatlar1 arasindaki genetik farklilig1
gostermek amaciyla ¢ alt gruba (a, b ve ¢) ayrilmaktadir. Bu sistemde TNV, genotip
V olarak degerlendirilmektedir (Cutrin ve ark., 2007; Moody ve ark., 2009). TPNNV
clusteri, sadece tek bir balik (Tiger puffer) igeren tek clusterdir. Takifugu cinsinde
diger baliklardan izole edilen betanodaviruslar, bu cluster i¢inde degil RGNNV
clusterinde gruplandirilirlar (Liu ve ark., 2015).

1990-1995 yillarinda ayn1 yerden izole edilen bes SINNV genotipi izolatin
bazlarindaki mutasyon; niikleotid yer degistirme/yer/zaman degiskenleri ekseninde
Li ve ark. (1988)’min metodu ile 2,6x10° molekiiler degisim orami olarak
hesaplanmistir. Bu hesaptan hareketle balik nodaviruslarinin dort biiyiik kiimesinin

100-150 yillik siiregte degisim gosterdigi ileri stirtilmistiir (Nishizawa ve ark., 1997).

1.2.5.Reassortment

Balik nodaviruslari, genomlarinin segmentli olmasindan dolayi, reassortant
viruslarin olusumuyla sonuc¢lanan genetik shiftler olusturabilirler.
Betanodaviruslardaki  reassortmentin  yeni  konakg¢ilara  adaptasyonda  ve
kolonizasyonda rol oynadigi bildirilmistir (Olveira ve ark., 2009; Panzarin ve ark.,
2012; Toffolo ve ark., 2007). Bugine kadar, genotip adlandirmalarini
polimeraz/kapsid protein genlerinin (sirasityla RNAL/RNA2) genotipik yapilarindan
alan, RGNNV/SINNV veya SINNV/RGNNV reassortant suslari tanimlanmistir
(Olveira ve ark., 2009; Panzarin ve ark., 2012). Her iki reassortant tipinin de tespit
edilmesine ragmen, RGNNV/SJNNV reassortantinin daha yaygm seyrettigi tespit
edilmistir (Ne'varez ve ark., 2005; Olveira ve ark., 2009; Panzarin ve ark., 2012).
SINNV/RGNNV reassortantinin levrekleri, RGNNV/SINNV reassortantinin ise
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cipura ve Senegalese sole (dil baligi) tiirii baliklarda salginlara neden oldugu

bildirilmistir (Olveira ve ark., 2009).

Betanodavirus smiflandirmasini daha karmasik hale getiren bu reassortant
durum, ayni baligin hem SINNV, hem RGNNV genotipi ile enfekte edilmesiyle
gosterilmistir (Lopez-Jimena ve ark., 2010). Genotipler arasi reassortant olusumu
simdiye kadar SINNV ve RGNNV genotiplerinde tespit edilmistir (He ve Teng,
2015). Bu reassortment durumlarinin varligi, betanodavirus teshisinde her iki
segmentin de dikkate alinmasi gerekliligini ortaya koymustur (Costa ve Thompson,
2016). Reassortant olusumu, segmentli RNA viruslarima 6zgii bir durumdur ve
virusun daha hizli evrimini saglayan bir mekanizma saglar. Bu mekanizma virusun
yeni konakgilara bulagmasina ve konagin immun yanitindan kagmasina sebep olarak
daha biiyiik salginlar olusturur (He ve Teng, 2015; Vijaykrishna ve ark., 2015).
Reassortant RGNNV/SINNV'nin RNA2 genomu, SINNV'nin RNA2 genomundan
degisiklik gosterir. SINNV, Avrupa levreklerinde hastaliga neden olamazken,
RGNNV/SINNV reassortantinin  bu tiirlerde klinik belirtiler ve mortaliteleri
indiikleyebilecegi ancak mortalite oraninin tekli RGNNV enfeksiyonuna gore daha
az oldugu bildirilmistir. RGNNV, SINNV ve reassortant RGNNV/SINNV'nin hepsi
Senegalensis sole’lerde yiiksek mortalitelere neden olur, ancak reassortant virus
mortalitesi daha fazladir ve challange uygulamasinda tiim baliklar1 enfekte ederek,
cok siddetli semptomlar ile birka¢ giin i¢inde oOldiirebilmektedir (Souto ve ark.,
2015b). RGNNV ve RGNNV/SINNV reassortantinin  RNA2 segmentleri
karsilastirildiginda, 247 ve 270 amino asitlerinin, reassortant betanodavirusun
enfektivitesinde rol oynayabilecegi ortaya konulmustur (Olveira ve ark., 2009).
RGNNV/SINNV mutantlariyla, RNA2'deki 247 ve 270 pozisyondaki amino asitlere
Ozgii mutasyonlarla yapilan enfektivite denemelerinde, yabani reassortant virus ile
enfektelere oranla, Senagalensis sole mortalitelerinde 6nemli bir azalma oldugu
gosterilmistir (Souto ve ark., 2015b). Vahsi tip RGNNV/SINNV reassortanti,
RNAZL'in sicakliga duyarl bolgesinde (aa 1-445) alt1 amino asit degisikligine sahiptir
ve Senegalensis sole’u enfekte edebilmek igin 18-22 °C gibi farkli bir sicaklik aralig

gereklidir, sicakhigin 16 °C gibi bir seviyeye inmesi virus replikasyonunu azaltmis,
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buna bagli olarak ta mortaliteler % 100’den % 8’lere kadar gerilemistir (Souto ve
ark., 2015a).

Souto ve ark. RGNNV/SINNV susunun 247 ve 270 aa pozisyonlarinin
(Ser247; Ser270) Senegalese sole ve kalkan’larda virulansin belirlendigi iki bdlge
olarak tanmimlamiglardir (Souto ve ark., 2015c; Souto ve ark., 2016). Bu bolgelerin
cipuralar i¢in de virulansi belirledigi saptanmistir. Cipuralardan farkli zamanlarda ve

farkli epidemiyolojik birimlerden elde edilen izolatlarin da benzer genetik yap1

gosterdikleri bildirilmistir (Toffan ve ark., 2017).

Hemen hemen tiim RGNNV/SINNV mutantlarin, biiyiik olasilikla 1980'lerin
baslarinda Giliney Avrupa'da meydana gelen tek bir reassortant olaymnin sonucunda
ortaya ¢iktig1 ortaya konulmustur. Ayrica intra-genotip reassortments durumlar1 da
gbzlenmistir. Avustralya'da, iki ayr1 RGNNV alt tipinden RNA1 ve RNA2 genlerinin
reassortanti sonucu bir izolat bulunurken, Malezya'da daha eski bir RNA2 geni ve
daha gen¢ RNAI1 geninden olusan bir betanodavirus saptanmistir (He ve Teng,
2015). Son yillarda ¢ipuralarda RGNNV/SINNYV ile iligkili hastalik raporlarinin
sayisindaki artis, Akdeniz ¢ipura yetistiriciliginde reassortant bir durumun ortaya
¢ikabilecegini ve bunun bir problem olusturabilecegini diisiindiirmektedir (Toffan ve

ark., 2017).

Daha o6nceden c¢ipuralardan izole edilen betanodaviruslarmm genetik
karakterizasyonlarinda, ¢ogunun ger¢cekten RGNNV/SINNV reassortant sus
olduklar1 ortaya cikarilmistir. Bu durumlar birlikte degerlendirildiginde, ¢ipuralara
belirli bir tropizme sahip RGNNV/SINNV betanodaviruslarin, Akdeniz kiiltiir
balik¢iligr i¢in yeni ve beklenmedik bir tehdit oldugunu giiclii bir sekilde
desteklemektedir. Reassortant RGNNV/SINNV'nin ozellikle c¢ipura larva ve
postlarvalar1 icin yiiksek virulens ve spesifik tropizm gosterdigi bildirilmistir.
Reassortant RGNNV/SINNV salginlarimin goriildiigii ¢ipura ¢iftliklerinin yaninda
bulunan levreklerde herhangi bir klinik semptom ve tastyicilik goriilmemistir (Toffan
ve ark., 2017). GenBank'dan alinan reassortant RGNNV/SINNV niikleotid

dizilerinin filogenetik analizleri, bu virusun en sik tespit edilen tiirlinlin ¢ipuralar
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oldugunu ve virusun bu tiire adaptasyonunu agiklamaktadir. Cipuralarda ayrica
RGNNYV veya SINNV/RGNNYV suslar1 da sporadik olarak tespit edilmistir (Toffan
ve ark., 2017).

1.2.6. Etken Stabilitesi

1.2.6.1. Cevresel Dayanikhhik

Betanodaviruslarin hem tathisu ortamma, hem deniz suyu ortamina yiiksek
dayanikli oldugu, ayrica dis ortamda da yiiksek direngli olduklari bildirilmistir
(Vendramin ve ark., 2012). Betanodaviruslar, akuatik ¢evrede olduk¢a dayaklidirlar,
25 °C ve daha fazla su sicakliginda canhiliklar1 6nemli oranda etkilenirken, diisiik

deniz suyu sicaklifindaki deniz suyunda uzun siire canli kalabilir (Frerichs ve ark.,
2000).

Farkli betanodavirus suslarinin  farkli sicakliklarda stabilitelerinin  ve
enfektivitelerinin arastirildigi galigmalar mevcuttur (Hata ve ark., 2007; Hata ve ark.,
2010; Panzarin ve ark., 2014). Optimum 25-30 °C’de gelisim gdsteren RGNNV
genotipinin 35 °C’ye kadar enfektivitesini koruyabildigi, 37 °C’de is enfektivitesinin
tamamen kayboldugu; hem virus ¢ogalmasmin hem viral RNA replikasyonunun
olmamasi ile gosterilmistir. Bu durum ¢ig yenebilen baliklarin betanodavirus ihtiva
etseler bile, insanlar igin bir risk tasimadigini gostermektedir (Hata ve ark., 2007).
Ote yandan 20-25 °C’de optimum gelisim gdsteren SINNV genotipinin 15 °C’deki
ireme kinetiginin diisilk olmasma ragmen, RGNNV’den daha iyi ve uyumlu oldugu

gozlenmistir (Panzarin ve ark., 2014).

Betanodavirus ile enfekte baliklar, bir salgini takiben olusan akuatik cevre
kontaminasyonunda, yabani duyarh tiirler i¢in bir enfeksiyon kaynagi olarak uzun
slire etkisini devam ettirir. Donmus baliklarda da uzun siire persiste kalabilir ve bu
baliklarin beslenme i¢in hammadde olarak kullanilmasi potansiyel bir risk ortaya

koyar (Mori ve ark., 2005). Betanodaviruslar akuatik c¢evre disinda
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sitopatojenitelerini kolayca kaybedebilir gibi goriilmektedir. 21 °C de 7 giinliik
periyotta, kuru kosullarda > % 99 inaktivasyon gozlenmistir (Maltese ve Bovo,
2007).

1.2.6.2. Kimyasal Dayanmikhhk

Formalin zayif aktivite gosterirken, sodyum hipoklorit, iodin, hidrojen peroksit
ve benzolkonyum klorid gibi yaygin olarak kullanilan dezenfektanlar inaktivasyon
icin ¢ok yararhidir (Frerichs ve ark., 2000). Yumurta kabugu yiizeyindeki virus
kontaminasyonunu azaltmak veya bu durumdan ka¢mmak icin ayrica 0zon
kullanilmaktadir (Grotmol ve Totland, 2000), virusla kontamine sular UV ile etkin

olarak sterilize edilebilir.

1.3. Epidemiyoloji

1.3.1. Bulasma

1.3.1.1. Horizontal Bulasma

Su en 6nemli abiyotik vektor olarak diistiniilmektedir. Virusun ¢evredeki sudan
horizontal gegis, sudan saflastirilmis nodavirus partikiillerinin canli olarak tespit
edilmesiyle teyit edilmistir (Arimoto ve ark., 1993a; Arimoto ve ark., 1993b; Breuil
ve ark., 2002). Betanodaviruslar klinik bir salgmn sirasinda bir ¢iftlikten digerine su,
kontamine personel, aglar, ¢izme ve diger ekipmanlar ile kolayca bulasabilir.
Ozellikle kulugkahanelerde yeterli biyogiivenlik énlemleri almmalidir (Mori ve ark.,
1998). Acik denizlerde akintilar, devamli akmtilar, botlarla farkl ciftliklerin ziyareti
ve go¢ halindeki yabani baliklar tarafindan bir ¢iftlikten digerine gegebilmektedir
(Anonim, 2017a). Yabani populasyondaki rezervuarlarm varhigr ¢iftlik

populasyonlardaki enfeksiyonun ana kaynagi olarak olduk¢a makul diizeydeyken,
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enfekte juvenil populasyonlar enfeksiyonun ¢evredeki virus partikiillerinin biiyiik bir

saylya ulagsmasinda en yaygim yoldur (Johansen ve ark., 2004).

Asemptomatik baliklarin veya salgmlarin oldugu isletmelere yakin bulunan
isletmeler risk altindadir (Athanassopoulou ve ark., 2004). Cipuralar, ayni sistemler
veya lokasyonlarda yetistirilen levrekler igin rezervuar olarak bilinmektedir (Castric
ve ark., 2001). Dogal enfeksiyon gegiren ve hayatta kalan Atlantik Halibutlarin,
enfeksiyondan bir yil sonra bile virus tasiyicis1 ve sagicist oldugu bildirilmistir

(Johansen ve ark., 2004).

Virusun asit kosullara ve 37 °C’ye yiiksek diregli olmasindan dolay1 (Frerichs
ve ark., 2000) balik¢1l kuslar da potansiyel vektor olarak degerlendirilmelidir. Daha
da kotiisii kontamine bolgelerden orijin alan yumusakcalar da biiyiik ticaret
hacminden dolay1 dikkate alinmalidir (Anonim, 2017a). Enfekte bir ciftlige yakin bir
yerden toplanan Nereidae ailesi Nereis genusunda bulunan kum solucanlarinda virus
tespit edilmistir (Bovo ve ark., 2011). Biiyiik uluslararas1 bir pazara sahip olan olta
solucanlarinin da betanodaviruslarm bir bolgeden diger bir bélgeye taginmasinda ¢ok

riskli bir duruma sahip olmalar1 g6z 6niinde bulundurulmalidir (Anonim, 2017a).

Yumusakealarin akuatik viruslarin potansiyel bir rezervuari1 olabilecegi
bildirilmistir (Gomez ve ark., 2010; Panzarin ve ark., 2012). Yumusakcalar
betanodaviruslarin ayrica dogal rezervuar ve muhtemel tasiyicilar1 olarak islev
goriirler. Betanodaviruslar, saglikli goriiniiste yabani ve ¢iftlik omurgasizlarindan ¢ift
kabuklular (midye; Mytilus galloprovincialis ve istiridye; Ruditapes philippinarum),
kabuklu (karides; Pandalus hypsinotus, yengec; Charybdis bimaculata, dikenli
istakoz; Pamulirus versicolor veya karindanbacakli; Opistobranchia) gibi
yumusakgalarda tespit edilmistir (Gomez ve ark., 2008a; Gomez ve ark., 2008b).
Artemia (Artemia salina) ve rotiferlerin (Brachionus plicatilis) de betanodaviruslar
icin kisa siireli olarak mekanik vektor olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Skliris ve

Richards, 1998).
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Betanodaviruslarin horizontal yolla bulagsmasini destekleyen bir c¢alismada,
Berzak ve ark. (2019), tarafindan Akdeniz’de Israil kiyilarinda yabani
popiilasyonlarda virus tespit edildikten 120 giin sonra, bir ¢ipura ciftliginde de ayni1
virus tespit edilmistir. Virus c¢ipuralarin yetistirildigi kulugkahanede ve denize

yetistirilmeye gonderildikten 7 giin sonra ise saptanmamistir.

Hastalik konakg¢ida tekrar aktivasyon, dalma ve enjeksion ile olusabilir
(Munday ve ark., 2002). Horizontal bulasma sahada siklikla gozlenmektedir ve
kontamine su aracilifiyla hastalik bulasmasmin en yaygm yol oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica enfekte larvalardaki yiiksek viral yiik ve biyogilivenlik
onlemlerinin yetersiz olmasmin kuluckahane boyunca tanktan tanka horizontal

bulasmada ¢ok biiyiik bir rol oynayabilecegi bildirilmistir (Toffan ve ark., 2017).

Olii, biitiinliigii bozulmus baliklar farkli biyolojik vektdrlere ulasarak cevreye
virus yayabilmektedirler. Daha ileri olarak hastalikli baliklar, enfekte olma olasiligi
da bulunan predator (avci-yirtict) baliklar tarafindan yenerek bu baliklarin enfekte

gaitalariyla etrafa bulasmaktadir. Hastaligin olas1 diger bir bulasmasi anaglarin ham

baliklarla beslenmesidir (Mori ve ark., 2005).

Sudaki tuz orani smirlayici bir faktor gibi goriinmemesine ragmen, ¢ogu VNN

salgin1 marin akuakiiltiir alanlarinda ortaya ¢ikmistir (Bovo ve ark., 2011).

1.3.1.2. Vertikal Bulasma

Vertikal bulasmaya bazi tiirler yiiksek derecede duyarlhidir. Cizgili levrek,
levrek, barramundi, pisi baligi, atlantik halibut, ve lahos tiirii baliklarda anaglardan
yavrulara vertikal bulasmanin olduguna dair kanitlar vardir. Bu durumdaki anaglar
larva ve juvenil baliklar i¢in en 6nemli enfeksiyon kaynaklaridir (Arimoto ve ark.,
1992; Comps ve ark., 1994; Grotmol ve Totland, 2000; Mori ve ark., 1998;
Mushiake ve ark., 1994; Watanabe ve ark., 2000). Bu gercek ozellikle klinik

hastaligin erken evrede goriilmesi ve olgun gonadlardan viral genetik materyalin
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tespiti ile gosterilmistir (Dalla Valle ve ark., 2000; Mushiake ve ark., 1994;
Nishizawa ve ark., 1996). Ayrica gonadlara ulasma durumunda yumurta ve seminal
stvilar enfekte olmaktadir (Nishizawa ve ark., 1994). Cipuralarda vertikal bulasma,
yumurtadan ¢ikistan 10-15 giin sonra larvalarda dogrulanmistir. Mao ve ark. (2015),
tarafindan Cin’de pasifik codlarda (Gadus macrocephalus) larval doneminde % 90
mortalitenin gorildigi bir salginda BFNNV tespit edilmesinden sonra yapilan geri
izleme caligmasinda da gonad, yumurta, déllenmis yumurta ve fry boy baliklarin
hepsinde ayn1 virusun tespit edilmesi salginda vertikal bulagmanin 6nemli oldugunu

gostermistir.

Virusun vertikal bulasma o6zelligi genellikle kiigiikk boy baliklarda hastalik
riskini artirmaktadir (Costa ve Thompson, 2016). Balik larvalarinda VNN salginlari,
hastaligin vertikal olarak bulastigin1 ve virusun yumurtalik, sperm, dollenmis
yumurta ve yumurtadan yeni ¢ikmis larvalarda bulundugunu diisiindiirmektedir.
Sperm i¢indeki virusun varligi, dolleme sonras1 yumurtalarin enfeksiyonu ile birlikte

gosterilmistir (Arimoto ve ark., 1992; Breuil ve ark., 2002).

Virusun anaglarin gonadlarinda ve diger bir¢ok organda (karaciger, bobrek,
mide ve bagirsak) tlireme stresi sirasindaki virus replikasyonu ile tasindigina
inanilmaktadir. Avrupa deniz levregi ve ¢ipuralarin testislerinde virus replikasyonu
ve kolonizasyonu ag¢ik bir sekilde gosterilmistir. Yumurtlama sirasinda anaglarin

gonadlar1 ve sindirim kanalindan sagilan virus, yumurta, sperm ve larvalar1 enfekte

eder (Valero ve ark., 2015a).

1.3.2. Konake¢1 Dagilimi

Betanodaviruslarm, 11 farkli diziye ait 30 farkh aileden 120'den fazla, farkl
ciftlik ve yabani balik ve omurgasiz tiirii iizerinde etkili oldugu bilinmektedir (Costa
ve Thompson, 2016). Balik nodaviruslarinin kiiresel boyutta yaygmligi vardir ve ¢ok
sayida farkl balik tiiriine bulasabilmektedir (Shetty ve ark., 2012).
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En ¢ok ¢izgili levrek, levrek, grouper (lahos-hani-orfoz) ve yassi baliklarda
(flatfish) goriilmekle birlikte, baslica deniz baliklarmi etkilemektedir (Munday ve
ark., 2002; Sano ve ark., 2011). VNN virusunun ilk tespit edildigi yillarda diinyanin
farkli cografyalarinda baslica; japon papagan baligi (Oplegnathus fasciatiis)
(Yoshikoshi ve Inoue, 1990), asya levregi (Lates calcarifer) (Glazebrook ve ark.,
1990; Renault ve ark., 1991; Munday ve ark., 1992), levrek (Dicentrarchus labrax)
(Breuil ve ark., 1991), kalkan (Scophthalmus maximus) (Bloch ve ark., 1991),
redspotted grouper (Epinepheliis akaara) (Mori ve ark., 1991) ve striped jack
(Pseudoearanx dentex) (Mori ve ark., 1992) tirii baliklarda gorilmistiir.
Betanodaviruslar i¢in, Striped jack, Avrupa deniz levregi, barfin flounder (Verasper
moseri), seven-band grouper ve Atlantic halibut, broodfish gibi tiirler en uygun ve
kalic1 virus rezervuarlar1 olup, larva ve juvenil baliklar i¢in en 6nemli enfeksiyon

kaynaklaridir (Mushiake ve ark., 1994; Watanabe ve ark., 2000).

Cipuralarda betanodavirus ile ilgili salginlar bildirilmistir (Bitchava ve ark.,
2007; Comps ve Raymond 1996). Saglikli goriinen veya sporadik olarak etkilenmis
¢ipura larva ve postlarvalardan VNN virusunun izole edilmesine ragmen, ¢ipuralarin
genel olarak VNN virusuna direngli olduklar1 diigiiniilmiistiir. Levreklerdeki VNN
salgmlarinin pek cogu RGNNV susu ile iliskilendirilmis ve bu virus tiiriine
¢ipuralarin duyarli olmadiklar1 benimsenmistir (Toffan ve ark., 2017). Nitekim
RGNNYV ile muamele edilen ¢ipuralarda yalnizca intramuskiiler yolla deneysel
enfekte edilenlerde Oliimler goriilmiis, daha yash baliklarda ise testlerle
betanodavirus pozitif bulunmalarma ragmen hafif veya higbir klinik bulgu
goriilmemistir (Castric ve ark., 2001; Valero ve ark., 2015a). Bu nedenle ¢ipuralarin
levrekler icin hep asemptomatik tastyici olduklar1 6ne siirlilmiistiir. Gegctigimiz
yillarda ¢ipuralarda betanodavirus ile iligkili yalnizca birka¢ sporadik 6liim olay1
bildirilmistir ki bu nedenle ¢ipuralarin VNN patogenezi ve epidemiyolojisindeki rolii

tizerindeki bilgiler sinirh kalmistir (Toffan ve ark., 2017).

Tath su balig: ciftliklerinde ¢ok az salgin rapor edilmistir (Bovo ve ark., 2011,
Chi ve ark., 2003). Bazi tath su siis balig tiirlerinde deneysel olarak klinik belirtiler

olusturulmustur (Furusawa ve ark.,, 2007). Betanodavirus ayrica akvaryum
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baliklarindan, ¢ift kabuklu yumusakcalardan, karideslerden ve kabuklulardan da
izole edilmistir (Gomez ve ark., 2006).

VNN salginlari, mersin baligi (Acipenser gueldenstaedtii) (Athanassopoulou ve
ark., 2004; Xylouri ve ark., 2007), tilapia (tatli su ¢ipurasi-Oreochromis niloticus)
(Bigarré ve ark., 2009), genis agizli levrek (Micropterus salmoides), sudak baligi
(Sander lucioperca), ¢izgili levrek, beyaz levrek (Morone saxatilis) (Bovo ve ark.,
2011), lepistes (Poecilia reticulata) (Hegde ve ark., 2003), Avustralya kedi baligi
(Tandanus tandanus), morina baligi (Oxyeleotris lineolatus) (Munday ve ark., 2002),
horozbina (Salaria fluviatilia) (Vendramin ve ark., 2012) gibi pek ¢ok tatli su balig1

tiirtinde de bildirilmistir.

Betanodavirusun hem tatlisu hem deniz suyuna yiiksek dayanikliligi, cevreye
yiiksek direnci ve diinya c¢apmdaki dagilimindan dolayi, yaban hayati baliklariyla
yapilan arastirmalarda bu hastaligin her zaman dikkate alinmasini gerekli kilmaktadir

(Vendramin ve ark., 2012).

1.3.3. Konakg¢1 Duyarhihik Donemleri

Hastaligin ilk defa bildirildigi yerlerdeki yaslarda ve mortalitelerin goriildigt
periyotlarda dikkate deger bir varyasyon bulunmaktadir (Munday ve ark., 2002).
Ozellikle larva ve juvenil boy baliklar VNN virusuna duyarlidir, salgin durumlarinda
bu boy baliklarda %100’¢ varan mortaliteler meydana gelmektedir (Costa ve
Thompson, 2016). Genelde hastaligin erken belirtileri ortaya ¢iktiginda mortalitede
biiyilk bir oran vardwr. Cizgili levreklerde larvalarm hemen hemen tliimiiniin
kaydebilmesiyle sonuclanan hastaligin en erken goriilmesi yumurtlamadan 2 giin
sonra iken, mortaliteler yumurtlamadan sonraki 10 giin i¢inde en yiiksek siklikta
goriilmektedir. Levreklerde yumurtlamadan sonraki 30 giine kadar genellikle 6liim
gozlenmez, ancak salginlar pazarlama biyiikligiinde de goriilebilir. Mortalite yasa

bagimhidir (Anonim, 2017a).
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VNN virusunun ilk tespit edildigi yillarda striped jack tiirli baliklar tizerinde
yapilan patojenite ¢aligmalarinda larvalarin (3,5-4,4 mm) virusa duyarli oldugu ve
enfeksiyonu olusturdugu, juvenil boylarin (78 mm) ise virusa duyarli olmadig1 ve
enfeksiyon olusturmadigi ortaya konulmustur (Arimoto ve ark., 1993b). Ancak bu
calismanin ¢iktis1 biitiin balik tiirleri icin genellenmemelidir. Bildirilen farkli
caligmalarda daha farkli balik tiirlerinde hem larva hem pazar boylarinda hastalik
tespit edilmistir. Hastaligin baslica larva ve juvenil formdaki baliklar1 etkilemesine
ragmen, Atlantik halibut, seven-band grouper (lahoz-Epinephelus septemfasciatus)
ve levrek gibi baliklarin yetiskin ve market biiyiikliiglinde olanlarinda da rapor

edilmistir (Anonim, 2017a).

Enfekte ciftliklerde etkenin tespit ihtimali normal olarak juvenillerde
olgunlardan daha fazladir. Yumurtlama déneminde virus, anaclarin gonadlarinda da
bulunabilir (Dalla Valle ve ark., 2000; Mushiake ve ark., 1994). Bu nedenle
surveylans programlarina geng¢ baliklarin yaninda gonad dokulari, ovaryum sivilar

ve spermlerin de dahil edilmesi gerektigi bildirilmistir (Anonim, 2017a).

Epidemiyolojik agidan bakildiginda, hastalig1 atlatan ¢ipuralarda virusun aylar
sonra bile hem rt RT-PCR hem de virus izolasyonu yoluyla pozitif bulunmasi son
derece onemlidir. Virus stresli kosullar altinda (transport, kotii yonetim vb.) yeniden
etkinlesebilir veya alternatif olarak duyarli baliklara aktarilabilir. Her durumda,
noda-free durumun laboratuvar teyidinin olmadan ¢ok saglikli gbriinen gipuralarin

bir ¢iftlige girisi ciddi bir tehdit olusturabilir (Toffan ve ark., 2017).

1.3.4. Hastahi@in Cografi Dagilim

1.3.4.1. Hastahgin Diinyadaki Durumu

Betanodaviruslar deniz kiiltiir balik¢ilig1 i¢in biiylik bir kisit olarak ortaya
¢ikmig ve diinya ¢apinda ciddi kayiplara neden olmustur. Yaygimn bir cografi dagilim

ve genis bir konak¢t spektrumu gosterirler (Nufez-Ortiz ve ark., 2016).
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Betanodaviruslarin, farkli sicaliklara adaptasyonunun bir sonucu olarak, belirli
konake1 araligr ile iligkili belirli cografi dagilimlara sahip olduklar1 bildirilmistir.

Cevresel kosullar ile viral clusterler arasinda bir korelasyon vardir (Chérif ve ark.,
2009).

Hastalik ilk ¢iktig1 1985°ten bu yana, Giiney Amerika hari¢ diinyanin pek ¢cok
bolgesinde bildirilmistir (Costa ve Thompson, 2016). Giiney ve Dogu Asya (Cin,
Hindistan, Endonezya, Iran, Japonya, Kore, Malezya, Filipinler, Tayland, Vietnam),
Okyanusya (Avustralya, Tahiti), Akdeniz (Fransa, Yunanistan, Israil, italya, Malta,
Portekiz, Ispanya, Tunus), Birlesik Krallik, Norveg, Karayip ve Kuzey Amerika
(Kanada, ABD)’da bildirimler bulunmaktadir (Munday ve ark., 2002). Ayrica
Senegal ve Libya sahillerinde yabani lahoslarda betanodaviruslardan siiphenilen

mortaliteler resmi olmayan yollarla bildirilmistir (Anonim, 2017a).

Konak-sicaklik bagimliligi, farkli kiimelerin (cluster) cografi dagilimini
yansitr. BFNNV  grubunun tiimii Kuzey Amerika Atlantik sularinda, Norveg,
Iskogya, Fransa Atlantik kiyilar1 ve Japonya’da bulunan soguk su baliklarindan
(Atlantik halibut, Pasifik morina (Gadus microcephalus), Atlantik morina baligi,
Avrupa levregi, Dover sole (Solea solea) ve Barfin folunder) izole edilen soguk su
betanodaviruslaridir (Grotmol ve ark., 2000; Starkey ve ark., 2000; Starkey ve ark.,
2001).

RGNNV, en genis cografi dagilimi olan kiimedir ve tiim Akdeniz havzasi,
ABD, Fransiz Polinezyasi, Asya ve Avustralya'da bulunur (Chérif ve ark., 2010;
Curtis ve ark., 2001; David ve ark., 2010; Moody ve ark., 2009; Sakamoto ve ark.,
2008; Skliris ve ark., 2001; Panzarin ve ark., 2012; Toffolo ve ark., 2007).

SINNV genotipi, 2007 yilinda iber Yarimadasinda izole edilene kadar cografi
olarak Japonya sulari ile smirliyken (Cutrin ve ark., 2007), aymi yil igerisinde
Adriyatik Denizi'nde (Hirvatistan ve Italya) Avrupa deniz levreginden izole edilen
reassortant betanodavirus (SINNV/RGNNYV) izolatlar1 ilk defa tanimlanmistir
(Toffolo ve ark., 2007). Bunun ¢apraz reassortanti olan RGNNV/SINNV genotipi ise
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giiniimiizde Giiney Avrupa ve Iber Yarimadasinda levrek, ¢ipura ve dil baliklarinda

yaygin olarak bulunmaktadir (Olveira ve ark., 2009; Panzarin ve ark., 2012).

VNN, Akdeniz havzasinda endemiktir ve hastaligin ortaya ¢ikist hem ¢iftlik
hem de vahsi baliklarda ¢ok kez ortaya konulmustur (Toffan ve ark., 2017).
Betanodaviruslar, Akdeniz’de kiiltiir balik¢iliginda bildirilen en Onemli viral
patojendir (Athanassopoulou ve ark., 2003) RGNNV, bu bolgede en ¢ok tespit edilen
virus tiiriidiir (Costa ve Thompson, 2016), ancak SINNV tiirii de 2009 yilinda Iber
Yarimadasinda bildirilmistir (Panzarin ve ark., 2012). Reassortant RGNNV/SINNV
ve SINNV/RGNNYV suslar1 sadece Akdeniz'de bildirilmistir (He ve Teng, 2015).

1.3.4.2. Hastah@n Tiirkiye’deki Durumu

Ulkemizde VNN hastalig1 ile ilgili olarak ilk ¢alisma Ozkan Ozyer ve ark.
(2012), tarafindan yapilmistir. Calisma kapsaminda Ege Bolgesinde yer alan 20
kulugkahane ve 33 yetistirme isletmesinden iki yil siireyle saglanan levrek ve ¢ipura
ornekleri arastirilmis ve VNN virusu tespit edilmemistir. Ozkan Ozyer ve ark.
(2014), tarafindan iilkemizde levreklerden ilk izolasyon 2011 yilinda Mersin ilinde
tespit edilmistir. Virusun identifikasyonu striped snakehead fish fry (SSN-1) hiicre
kiiltliriinde virus izolasyonunu takiben immunfloresan antikor testi (IFAT) ve reverse

transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) teknigi ile yapilmustir.

Balik Hastaliklar1 Ulusal Referans Laboratuvar olan Izmir/Bornova Veteriner
Kontrol Enstitiisii Viroloji Boliimii tarafindan iilkemizdeki kuluckahane ve isletmeler
diizenli olarak taranmaktadir. Taramalar kapsaminda, 2012 ve 2014 yillarinda
kuluckahanelerden herhangi bir klinik bulgu gostermeyen, saglikli goriiniimdeki
yavru levrek ve cipuralardan virus tespit edilmistir. Bu kulugkahaneden yavru levrek
alan bir yetistirme tesisinde ylizme bozuklugu ve sinirsel bulgular gostererek giinliik
% 10 civarinda 6liim bildirilerek teshis i¢in getirilen yavru levreklerden de virus

izolasyonu yapilmistir. 2014 yilinda yine ayr1 bir kulugckahaneden ylizme bozuklugu
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ve sinirsel bulgular gdstererek giinliik % 5 civarinda 6liim bildirilerek teshis igin

getirilen yavru levreklerden de virus izole edilmistir (Kalayci ve ark., 2016).

1.3.5.Prevalans

Hastaligin prevalansi iizerine olan veriler olduk¢a azdir. Kanada’da yabani
tirlerin  belirli populasyonlarmin  hastaligin  dogal rezervuart olarak rol
oynayabilecekeri ile ilgili siipheler vardir (Anonim, 2017a). Barker ve ark. (2002),
tarafindan Amerikan pisi balig1 (Pleuronectes americanus) tiirii baliklarda PCR ile
440 baliktan sadece 1 adedinde pozitiflik bulunmus ve % 0,23 prevalans
bildirilmistir. Japonya’da iki farkli koydan toplanan 30 farkli tiire ait 131 adet
saglikli goriiniimdeki ciftlik ve yabani tiir baliklarda, RT-PCR ile 30 adet (% 22,9);
Nested RT-PCR ile ise 116 adetinde (% 88,5) pouzitiflik saptanmistir (Gomez ve
ark., 2004). Yine Japonya’da 20 tiire ait 729 adet yabani tiir balikta yapilan prevalans
caligmasinda, RT-PCR ile 6 adet (% 0,82); Nested RT-PCR ile ise 87 adetinde (%
11,9) pozitiflik saptanmistir (Sakamoto ve ark., 2008).

Liu ve ark. (2015), tarafindan VNN virusunun Cin’de yaygmligmin
belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismada; yaban hayatinda 59 tiire ait 892, kiiltiirti
yapilan 11 tiire ait 381 balikta sirasiyla % 42,3 ve % 63 pozitiflik tespit edilmistir.
Calisma yapilan bdlgenin su 1sismm 20-30 °C arasinda oldugunun bildirildigi
caligmada, filogenetik arastirmada tiim izolatlar su 1sisina uyumlu olarak RGNNV

genotipinde tespit edilmistir (Liu ve ark., 2015).

Berzak ve ark. (2019), tarafindan Akdeniz’de Israil kiyilarinda toplanan 195
yabani balik tiirii ve 33 adet kum yengecinde betanodavirus varligi arastirilmis ve
virus baliklarin 47’sinde, kum yengeclerinin ise 2’sinde tespit edilmistir. Buna gore

toplam prevalans % 21,49 olarak tespit edilmistir.
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1.4. Patogenez

Betanodaviruslarin yagam dongiisii hakkindaki bilgiler azdir. Farkli uzmanlar
tarafindan gergeklestirilen deneysel enfeksiyonlarin sonuglar1 diistiniildiigiinde, virus
konakg1y1 biiyiik ihtimalle intestinal epitelyum ve perifer sinir sistemi araciligla istila
etmektedir. Konak¢inm Sliimiine veya uzun yillar persiste kalabilmesine sebep olan
merkezi sinir sistemine ¢ok kisa siirede ulasir (Johansen ve ark., 2004).
Betanodavirus patojenitesi, hem ¢evresel kosullar hem de konake tiirler tarafindan
etkilenir (Souto ve ark., 2015c; Vendramin ve ark., 2014). Patolojiye neden olmak
icin dokuda belirli bir miktarda virus partikiili bulunmas1 gerekir (Korsnes ve ark.,
2009). Betanodavirus'un ndrotropik bir etken olarak noronal dokularinda patolojiye
neden oldugu ve ndéronal olmayan dokularda patolojiye neden olmadig1 bildirilmistir

(Mori ve ark., 1991; Yoshikoshi ve Inoue, 1990).

Betanodavirus i¢in tek bir enfeksiyon yolunun olmadigi diistiniilmektedir.
Japon papagan baliklarinda (Oplegnathus fasciatus) omurilik ve omurilik
gangliyonlar1 lezyonlarinin ilk bolgeleri iken; asya levreginde beyincik, optik tectum
ve retina enfeksiyon lezyonlarin ilk bolgeleridir (Renault ve ark., 1991; Yoshikoshi
ve Inoue, 1990). Stripe Jack’lerde, sinir hiicrelerinin nekrozu ve vakuolizasyonu ilk
olarak spinal kortda, 6zellikle hava kesesini ¢evreleyen bolgede gozlenir ve bu alanin
virus replikasyonunun baslangig yeri oldugu diistiniilmektedir (Nguyen ve ark.,
1996). Baz1 arastirmacilar, virusun omuriligin tabaninda anterior yonde yayildigini,
beyne ilerledigini ve retinada sonlandigini ileri siirmektedir. Bu durum enfeksiyonun
gec evresinde meydana gelen beyin ve retina lezyonlarini agiklamaktadir (Costa ve
Thompson, 2016). Atlantik halibut ile yapilan bir ¢alismada, lezyonlarin baglangi¢
odagmnin, beyin sapmin kaudal kism1 ve anterior bagirsagin tabakali epiteli oldugu
gosterilmistir (Husgard ve ark., 1999). Enfeksiyonun MSS'nde beyin sapina
yayilmasi, vagus siniri de dahil olmak iizere kranial sinirlerin aksonlari araciligiyla

oldugu bildirilmektedir (Costa ve Thompson, 2016).

Konagmn enfeksiyonunun burun boslugu araciligiyla olabilecegi de ileri

stirlilmiigtiir. Arastirmacilar, virusun nazal epitele penetre oldugunu, olfactor sinir ve
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bulbus olfactorius araciligryla yayildigina, beynin orta dokusuna, medulla oblongata,
omurilige ve son olarak retinaya dogru gittigini 6ne siirmektedirler (Mladineo, 2003;
Tanaka ve ark., 2004).

Molekiiler g¢aligmalar ile, betanodavirus enfeksiyonunun dinamiklerinin ne
kadar hizli oldugunu ortaya konulmustur; intraperitoneal (ip) enjeksiyon sonrasi 4
saat i¢inde beyin, bobrek, dalak, solungag, kalp ve kas dokusunda virus tespit edilmis

ve kantitasyonu yapilmistir (Su ve ark., 2015).

Virusun aktif olarak replikasyonu sonucunda genis doku vakuolizasyonlari
olusturdugu beyin, spinal kord ve retina hedef organ olarak diistiniilmektedir. Levrek,
barramundi (Lates calcarifer), Japanese parrotfish (Japon papagan baligi-
Oplegnathus  fasciatus) ve  brown-spotted  grouper  (orfoz-Epinephelus
malabaricus)’larin beyin hiicrelerinde intrasitoplazmik inkliizyonlar tanimlanmistir
(Munday ve ark., 2002). Virus ayrica anaglarin gonadlarinda da tespit edilmistir
(Dalla Valle ve ark., 2000; Mushiake ve ark., 1994; Nishizawa ve ark., 1996).
Virusun reprodiiktif organlarda her zaman replike olamayabilecegi ve normal
sartlarda bulunmayacagi, biiyiik ihtimalle stres kosullarinda dokuda bulundugu ileri

stirtilmiigiir (Mushiake ve ark., 1994).

Yirtici baliklarda (Anarhichas minor) daldirma ile olusturulan deneysel
enfeksiyonda, maruziyeti takiben 16 haftaya kadar beyinde virus tespit edilmistir
(Johansen ve ark., 2003). Atlantik halibut’larda dogal enfeksiyon sonrasi canli
kalanlarda hastaligin gelisimi bir yil boyunca gozlemlenmistir (Johansen ve ark.,
2002); PCR ve ELISA ile pozitif tespit edilenlerin orani tiim periyot boyunca yiiksek
kalmistir ve subklinik enfekte baliklardan bir yilin sonunda virus tekrar izole

edilmistir.
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1.4.1.immun Yamttan Kacinma Mekanizmasi

Grouper’lerdeki akut NNV enfeksiyonlarinm, virusun immun sistemden
kaginma stratejilerine bagli olarak persiste enfeksiyon ile sonuglanabilcegi
bildirilmistir (Chen ve ark., 2014). Virus, konak¢mim hem dogal hem de hiicresel
immun yanittan kaginmasini saglayan mekanizmalar gelistirmistir. Betanodaviruslar
icin immun yanittan ka¢gmmma mekanizmalarindan temel olarak bilineni, B2
proteininin konak¢1 RNA interferensini antagonize etme kabiliyetidir (Fenner ve ark.,
2006b). B2, uzun viral dsRNA'ya baglanarak, betanodavirusa kars1 konagm immun
yanit1 tarafindan RNA-susturmay1 uyaran siRNA'nin {iretiminden korur (Fenner ve
ark., 2006a; Fenner ve ark., 2007). Bu durum, enfekte dokularda viral proteinlerin
birikmesini kolaylastirir (Costa ve Thompson, 2016).

Apoptozis, konak¢r immun savunma mekanizmalarindan biridir, ancak virus
immun yanittan kaginma mekanizmasi olarak konakg1 hiicrelerin apoptosise maruz
kalmasina da neden olabilir (Finlay ve Mcfadden, 2006). Apoptozis indiiksiyonu {i¢
yoldan olusur; 1-6lim reseptorii veya ekstrinsik yol (kaspaz-8 tarafindan aktive
edilir), 2-mitokondriyal veya intrinsik yol (kaspaz-9 ile aktive edilir) ve 3-ER
(endoplazmik retikulum) stres aracili yol (kaspaz-8 tarafindan aktive edilir) (Su ve
Hong, 2010). ilk calismalar, protein-o’nm, kaspaz bagimli apoptozisi (kaspaz-3-

benzeri ve kaspaz-8-benzeri) indiikledigini gostermistir (Guo ve ark., 2003b).

Betanodaviruslarm konak¢1 hiicrelerde, fosfatidilserin (PS) eksternalizasyonu
(erken apoptotik evre), DNA'nin pargalanmasi ve kaybma neden olan mitokondriyal
permiabilite gecis gozenegine (MPTP) miidahale edilmesi sonucunda mitokondriyal
membran potansiyeli (MMP) ve sitokrom-C (orta apoptotik evre) salinimina neden
olarak, apoptotik nekroz hiicre 6liimiinii indiikleyebilecegi gosterilmistir (Sekil 1.10)
(Chen ve ark., 2006; Guo ve ark., 2003b; Wu ve ark., 2008a; Wu ve ark., 2010b).
Post-apoptotik nekroz, protein-o tarafindan aktive edilen kaspaz 3 ve 8 tarafindan
baslatilir (Wu ve ark., 2008a). Sitokromun-C’nin serbest birakilmasindan ayr1 olarak,

bu apoptosis islemi, B2 proteininin sentezine sebep olur (Chen ve ark., 2007).
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Sekil 1.10. RGNNV nin Nekrotik Hiicre Oliimiinii indiiklemesi (Wu ve ark., 2010b).

Betanodavirus proteinleri ve konakg1 hiicre 6liimii ile sonuglanan konakg¢min
mitokondri arasindaki etkilesimin 6nemi iyi bilinmektedir. B2 proteini,
mitokondriyal matriks ile kii¢iik kompleksler olusturarak mitokondriye hedeflenir ve
baglanarak nekrotik hiicre oliimiinii de indiikler. Indiikleme, kompleks II'nin
aktivitesininin inhibe edilmesi ve mitokondriyal ATP’yi yok sayilmasiyla olur (Su ve
Hong, 2010). Protein o ve B2 proteininin aktivitesinin yani sira, B1 proteininin de
enfeksiyonun erken evresinde eksprese edildigi ve mitokondri ile etkilesime girdigi,
erken apoptotik PS eksternalizasyonunu ve MMP kaybini azalttig1 ve bunun da viral
replikasyon i¢in mevcut konake¢i hiicrelerin miktarinda artisa neden oldugu ileri
stiriilmiistir (Chen ve ark., 2009). Betanodavirus ve ER stres aracili yol arasindaki
etkilesim, viral replikasyonun orta evresi sirasinda chaperone proteini GRP78'in
(glikoz regiile edilmis protein) yukar1 regiilasyonu ile gosterilmistir.
Mitokondriyumda, betanodavirus RdRp ile etkilesime girer ve viral replikasyonu
arttirmaya yardimer olur. Ayrica ER iligkili kaspaz 12 aktive olur (Su ve ark., 2011).
Betanodavirus tarafindan indiiklenen oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
varligiyla enfekte kalkan beyninde gozlemlenmistir (Montes ve ark., 2010) ve GF-1

hiicrelerinde ROS varlig1 enfeksiyonun erken sathasinda (enfeksiyondan 24 saat
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sonra) gozlenmistir. Mitokondriyal morfolojiyi etkileyerek ve MMP kaybina neden
olarak hiicre 6liimiinii indiikler (Chang ve ark., 2011). B2 proteinin mitokondriyi
hedefleyerek ve H,O; iiretimini indiikledigi ve bu sayede oksidatif stresi baglattigi
diistiniilmektedir; H,O, daha sonra, hiicre 6liimii ve parcalanmasma neden olan
mitokondri ile iliskilendirilen dinamin iligkili proteini (Drp1) aktive eder (Su ve ark.,
2014).

1.4.2. Konak¢1 immun Yamt Mekanizmasi

Zebra baligi hiicre hatti kullanilarak yapilan bir in vitro c¢alismada,
betanodavirus enfeksiyonunda RLR (retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-1)-like
receptors-retinoik asit indiikleyen gen-1 benzeri reseptor)’lerin ve MyD88 (Myeloid
Differentiation Primary Response 88-miyeloid diferansiyasyon faktér 88)'e bagh
TLR (Toll-like receptors - ¢an benzeri reseptor)'lerin ortaya ¢iktigi iki PPR grubunun
yukar1 regiile edildiginin gosterilmesiyle ortaya konulmustur. Ayrica, betanodavirus
enfeksiyonu sirasinda RIG-I’in grup II tip I IFN'nin diizenlenmesi ve enflamatuar
yanitta onemli bir rol oynadig1 gésterilmistir. RIG-1, grup II tip I IFN dretimini ve
monositlerin gogiinii baskiladig1 gosterilmistir (Chen ve ark., 2015b). Bir baska in
vivo ¢alismada Deniz levregi (Lateolabrax japonius) kullanilarak yapilan RGNNV
deneysel enfeksiyondan sonra, beyin, dalak ve bobreklerde MAV (mitokondriyal
antiviral sinyal) ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Jia ve ark., 2016). Viral
ssRNA'y1 tantyan TLR7'nin, betanodavirus ile enfekte olmus Atlantik halibut'ta daha
yiiksek ekspresyon seviyelerine sahip oldugu da gosterilmistir (@vergard ve ark.,
2012).

Betanodavirus ile enfekte baliklarda tip I ve II IFN tespit edilmistir.
Betanodavirus ile enfekte Atlantik halibut'ta yiiksek diizeyde IFN y ekspresyonu
saptanirken, enfekte kalkanlarda IRF1 (interferon regulatory factor 1- interferon
diizenleyici faktor-1) indiikleyici IFN y’nin yukari regiilasyonu ortaya konulmustur

(Montes ve ark., 2010; OQvergérd ve ark., 2012).
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Grup 1 tip 1 IFN indiikleyici antiviral bagisiklik molekiilii olan Mx proteininin,
betanodavirus enfeksiyonu ile miicadelede Onemli bir rol oynadigi grouper ve
barramundi hiicre hatlar1 ile yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Mx proteini RdRp
ile etkileserek, RdRp proteininin periniikleer alana yeniden dagilimini saglar ve
degredasyona sebep olarak viral proliferasyonu azaltir (Chen ve ark., 2008; Lin ve
ark., 2006; Wu ve Chi, 2007; Wu ve ark., 2010a). Mx proteinlerinin salimiminda
genotipler arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Avrupa levreginde yapilan bir
calismada, SINNV genotipi Mx saliniminin, RGNNV genotipinden oldukca fazla
oldugu ortaya konulmustur ki, bu durum Avrupa levreginin neden RGNNV
genotipine karsi daha duyarl bir tiir oldugunu agiklayabilmektedir (Carballo ve ark.,
2016).

Atlantik halibut, levrek ve kalkanlarda nervéz nekroz virus enfeksiyonunda,
IL-1B, IL-6 and TNFa (Tiimor Nekroz Faktor) gibi yangi oncesi sitokinlerin yukari
regiilasyonu gosterilmistir (Dios ve ark., 2007; Qvergard ve ark., 2012; Poisa-Beiro
ve ark., 2008; Scapigliati ve ark., 2010). Avrupa levreginin beyninde, ¢ipuralardan
cok daha fazla miktarda tespit edilen TNFa’nmn, Avrupa levregi enfeksiyonunda
ortaya c¢ikan ndroinflamasyon ve vakuolizasyondan sorumlu olabilecegi ileri

stirtilmiistiir (Poisa-Beiro ve ark., 2008).

Betanodavirus enfeksiyonu sirasinda tiretilen IgM sinifi antikorlar, RGNNV ve
SINNV'nin kapsid proteininin spesifik bolgelerini hedef alarak tiretilir ve bu bolgeler
N terminali ile C terminali iizerindedir ve 91-162, 180-212 ve 254-256 amino asitleri
tarafindan olusturulan bolgeler iizerinde tamimlanmistir (Chen ve ark., 2015a;
Coeurdacier ve ark., 2003; Costa ve ark., 2007; Nishizawa ve ark., 1999).
Betanodavirus ile enfekte Atlantik halibut, Avrupa levregi ve ¢ipuralarda T-hiicre
markir  (TRCB, CD4-2, CD4, CDS8a, CB8B, Lck, NCCRP-1 ve ZAP-70)
ekspresyonlarinda da artis gdzlemlenmistir (Chaves-pozo ve ark., 2012; Qvergard ve
ark., 2012; Scapigliati ve ark., 2010).

VNNV'nin hedef dokusu immiinolojik olarak ayricalikli bir bolge olan

MSS'dir. Gonadlar, immun yanitin, germ hiicresi hasarmi onlemek igin siki bir
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sekilde diizenlendigi immunolojik olarak ayricalikli bir baska bolgedir (Valero ve
ark., 2013). Bir ¢alismada, antimikrobiyal peptitlerin (AMP) rolii, Avrupa levregi ve
cipuralarinin gonadlarinda AMP genlerinin (kompleman faktorii 3, lizozim, hepsidin,
disentrasin, piscidin veya b-defensin) ekspresyonu incelenmistir. AMP, her iki tiiriin
gonadlarinda da tespit edilmis, ancak duyarli Avrupa levreklerinde daha aktif
olduklar1 tespit edilmistir. Bu durumun iki tiiriin virusa karsi duyarliliklarinda
farkliliklar1 oldugu sonucuna varimistir (Valero ve ark., 2015a). Ayni arastirmacilar,
VNNV enfeksiyonundan sonra ayni tiir baliklarin gonadlarinda ve beynindeki IFN
iretiminde rol alan genlerin ekspresyon profillerini incelemislerdir ve Avrupa
levreginin  beynindeki dogal bagisikligin virusu temizleyemedigi sonucuna
varmuglardir. Virusun vertikal bulagsmasini kontrol etmek i¢in gonad bagisikliginin da

onemli oldugu bildirilmektedir (Valero ve ark., 2015c).

Betanodavirus enfeksiyonunu atlatan baliklarin dogal re-enfeksiyona karsi
direncinin agiklandig1 kabul edilen nétralizan antikor olusturdugu gosterilmistir

(Tanaka ve ark., 2001).

1.5. Klinik Belirtiler

Klinik belirtiler ile su sicaklig1 arasinda kuvvetli bir korelasyon vardir ve bu
durum ozellikle levreklerde iyi bir sekilde bilinmektedir, bu nedenle hastalik ilk
baslarda yaz hastalig1 olarak isimlendirilmistir (Anonim, 2017a). Klinik belirtilerin
goriilmesiyle su sicakligi arasindaki iligki baslica in vitro ¢alismalarla desteklenmistir
(lwamoto ve ark., 2000). Su sicakligmin konakg1 spesifitesi ise RGNNV genotipi 1lik
su baliklarinda, BFNNV ise soguk su baliklarinda goriilmektedir. SINNV genotipi
(in vitro optimum gelisme sicakligi: 20-25 °C) tarafindan enfekte edilen ¢izgili levrek
larvalarinda, 20-26°C arasindaki farkhi sicakliklarda beslenen farkli gruplar
arasindaki mortalitelerde farklilik bulunmazken, RGNNV genotipi (in vitro optimum
gelisme sicakligi: 25-30°C) ile enfekte olanlarda 16-28°C arasindaki farkli
sicakliklarda beslenen farkli gruplarda hastaligin gelisimi etkilenebilmektedir

(Arimoto ve ark., 1993a). Kambur grouper’lerde (Chromileptes altivelis)
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RGNNV nin proliferasyonu 31 °C’den daha fazla sicaklikta inhibe olurken (Yuasa
ve ark., 2007), hastaligin daha yiiksek mortalitesi ve daha erken klinik belirtileri
daha yiiksek sicakliklarda da (35 °C) gozlenmistir (Hata ve ark., 2007; Tanaka ve
ark., 1998). Diger taraftan Atlantik halibut’larda AHNV’nin enfeksiyonu (BFNNV
genotip, optimum gelisme sicakligr: 15-20 °C) 6 °C’de ortaya ¢ikmaktadir. Benzer
sekilde levreklerde VNN salginlarmin 15°C’de de ortaya ciktigi bildirilmistir
(Borghesan ve ark., 2003). Hastaligin tath su baliklarinda da bildirilmesinden dolay1
tuzluluk oranmin hastaligin ortaya ¢ikmasma herhangi bir etkisinin olmadig:

diistiniilmektedir (Anonim, 2017a).

Klinik belirtiler balik tiirlerine gore farklilik gostermekle birlikte, genellikle
deride anormal renk degisikligi (solgunluk veya koyulasma), anoreksi, letarji, su
ylizeyinden asagi dogru yiizme, dipte dinlenme, davranislarda durgunluk goézlenir.
Ayrica, donme, aniden donme, yatay donme, dibe batma, ani veya tirbuson tarzinda
yiizme gibi ylizme hareketlerinde degisiklikler ve hava kesesi yangis1 gozlenmektedir
(Arimoto ve ark., 1993a; Bloch ve ark., 1991; Fukuda ve ark., 1996; Glazebrook ve
ark., 1990; Grotmol ve ark., 1997; Mori ve ark., 1991; Munday ve Nakai, 1997,
Munday ve ark., 2002; Nguyen ve ark., 1994; Yoshikoshi ve Inoue, 1990). Enfekte
baliklar, tankin dibinde yatar pozisyonda kalirlar veya ¢ember ¢izerek veya diimdiiz
hizlica ylizerler. Yass1 baliklar genellikle daha az belirti gosterirler. Bas ve kuyrugun
kalkmasiyla birlikte viicutlar1 kivrilarak alt kisimlarda uzunlamasma kalabilirler.
Farkl tiirlerde siklikla gozlenen hava kesesinin asir1 sismesi disinda enfeksiyonla
iligkili olarak makroskobik lezyon yoktur (Anonim, 2017a). Bunun yaninda beyin ve
retinadaki viral replikasyondan dolay1 sinirsel belirtiler goriiliir (Arimoto ve ark.,
1993b).

Farkli yazarlar tarafindan tanimlanan ilerleyici pigmentasyon degisiklikleri
disinda enfekte baliklarin solungaglari ve viicut yiizeyi iizerinde eksternal klinik
belirti yoktur. Cipuralarin mandibula ve bas bdlgesinde zaman zaman rapor edilen
kutandz erozyonlar muhtemelen goriis kaybinin meydana getirdigi travmatik

nedenlerdir (Anonim, 2017a).
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Avrupa’da bulunan kulugkahanelerde 2014-2016 yillar1 arasinda ¢ipura
larvalarinda yogun oOliimler goriilmiistiir. Bunlardan iki klinik salgin izlemeye
alimmigtir. Spesifik klinik belirti gdstermemelerine ragmen, etkilenen baliklarda
yiiksek mortalite ve histolojik olarak tipik VNN lezyonlar1 tespit edilmistir.
Baliklarda farkli laboratuvar teknikleri ile yapilan testlerde betanodavirus pozitif
bulunmustur. Genetik karakterizasyonlarinda ise RGNNV/SINNV reassortant susu
tespit edilmistir (Toffan ve ark., 2017). Hastaliktan sonra hayatta kalanlarm koti
performans gosterebildikleri bildirilmistir (Costa ve Thompson, 2016; Johansen ve
ark., 2004).

1.6. Teshis

1.6.1. Ornekleme Stratejisi

Olmek iizere olanlar ile yeni 6lmiis baliklara ilaveten, istahin azalmasiyla
iligkili olarak anormal yilizme davranis1 gosteren ve ilerleyen pigmentasyon
degisikligi ile karakterize baliklar potansiyel enfekte olarak degerlendirilmeli ve bu
ornekler siiphenin konfirme edilmesi amaciyla Orneklenmelidir. Sadece bas
bolgesinin saglanabildigi ¢ok biiyiik 6rnekler disinda, normal olarak tiim balik
laboratuvara gonderilmelidir. Surveyans programlarindaki orneklemede saglikli
baliklarm 6rneklenmesi, istatiksel 6rnekleme modellerine gore adapte edilmelidir.
Orneklerin almmasi ile laboratuvardaki taniya baslanmasi i¢in aradaki gecen siire en

fazla +4 °C’de 2-3 giin; -20 veya -80 °C’de 2-3- hafta olmalidir (Anonim, 2017a).

Klinik belirtideki baliklardan 5-10 adetinin gonderilmesi tanisal amaglar i¢in
uygundur. Potansiyel tasiyicilar arastirildiginda ise baliklar bireysel olarak test
edilmelidir. Tanisal amaglar i¢in hedef organlar beyin ve gozlerdir. Larval veya 1
cm’den kiiglik baliklardan siliphelenildiginde tiim balik gonderilmelidir. Balik
uzunlugu 1-6 cm ise beyin ve gozii iceren tiim bas bdlgesi ayrilmalidir. Daha biiyiik

baliklarda beyin ve goz toplanmalidir (Anonim, 2017a).
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Beyin ve goz disindaki diger organlarin tanisal amaglar i¢in uygun olmadigi
diistiniilmelidir. Yine de yavru baliklarin non-invaziv metotlarla test edilmesi
durumunda yumurta, ovaryum ve seminal sivilar ile gonadal biyopsiler uygun 6rnek
olarak degerlendirilmelidir. Cogu viral balik hastaliginda tespit i¢in dnerilen bobrek,

dalak ve kalp VNN tanisi i¢in uygun degildir (Anonim, 2017a).

1.6.2. Teshis Metotlan

VNN teshisinde, viral etkenin hiicre kiiltiirlinde izolasyonunu takiben
immunolojik veya molekiiler tiplendirme uzun yillar boyunca altin metot olarak
kabul edilmistir. Simdilerde yiiksek sensitivitede pek c¢ok molekiiler arag
tanimlanmistir, fakat bunlarin kesin kullanimlar1 laboratuvarlar arasi yeterlilik testleri
araciligiyla ileri validasyona veya altin metot ile eslestirme testlerine gerek
duyulmaktadir. Virus ayrica, donmus kesitler veya beyin imprintlerinde uygulanan
immunofloresan (IF) ve beyin ile retinada immunohistokimyasal (IHC) olarak
identifiye edilmistir. IHC, histolojik analiz i¢in fikze edilmis materyallerde virus

tespitinde en uygun testtir (Anonim, 2017a).

1.6.2.1. Hiicre Kiiltiiriinde Virus Izolasyonu

Tan1 ve arastirmalar i¢in betanodaviruslarin izolasyonu ve iretilmesinde iki
balik hiicre hatti1 bulunmaktadir. Bunlar, Stripe snakehead’tan kdoken alan SSN-1
hiicre hatt1 (Frerichs ve ark., 1996) ve SSN-1’den klonlanan E-11 hiicre hattidir
(lwamoto ve ark., 2000). SSN-1 veya E-11 hiicrelerindeki CPE, ince veya yuvarlak,
kirilgan, vakuollii graniiler hiicreler ve monolayerin parsiyel veya biitiin olarak
parcalanmasi ile karakterizedir (Anonim, 2017a). SSN-1 hiicre hattinin tim fry
Stripe snakehead’ten olusmasi sebebiyle, virus tiiremesi sirasinda olusan CPE
nonspesifiktir ve uyumsuzluklar gézlenmektedir. Bu durum titrasyon gibi kantitatif
analizleri ¢ikmaza sokmaktadir. Bu amagla SSN-1’den klonlanan E-11’in, kantitatif

analizler i¢in daha uygun oldugu yapilan ¢aligma ile gosterilmistir. Ayrica SSN-1
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hiicre hatt1 retrovirus-C ile persiste enfektedir; bu durum hem molekiiler hem
histolojik testlerde saptanmaktadir. E-11 hiicre hattinda molekiiler olarak tespit

edilmesine ragmen, histolojik olarak saptanmamistir (Iwamoto ve ark., 2000).

Duyarlilig1 daha yiliksek hiicre hatlar1 (GF-1) gelistirilmis ve tanimlanmistir
(Chi ve ark., 1999). Barramundi’lerin (Lates calcarifer) beyin dokularindan elde
edilen BB hiicre hatt1 (barramundi brain cell) hem in vitro hem in vivo sartlarda viral
enfeksiyon ve replikasyon mekanizmalarinin ¢alisilmasi igin gegerli bir model olarak
onerilmektedir (Chi ve ark., 2005).

Sakamoto ve ark. (2008), tarafindan saghkli goriiniimdeki yabani deniz
tiirlerinde VNN tespiti i¢in yapilan epidemiyolojik arastirmada 729 baliktan 87 adeti
Nested PCR ile pozitif tespit edilmelerine ragmen, E-11 hiicre hattina inokiile edilen
pozitif Orneklerin higbirinde CPE elde edilememis ve virus Tretilememistir.
Arastirmacilar bu durumu, pozitif bulunan 6rneklerde ya CPE olusturmak i¢in yeterli
virus titresinin bulunmamasina ya da viral RNA olmasina ragmen sadece virion veya
enfektif kapsidinin olmayabilece§ine baglamislardir (Sakamoto ve ark., 2008).
Betanodaviruslarm cesium chloride gradients araciligiyla ultrsantrifiigasyon ile
kolaylikla piirifiye edilebilecegi farkli arastirmacilar (Chive ark., 2001; Comps ve
ark., 1994; Mori ve ark., 1992) tarafindan bildirilmistir.

1.6.2.2. immunofloresan

Klasik IF’ a gore boyanmis beyin kesitleri, betanodavirus infeksiyonunun
tespiti igin uygun bir metot olarak rapor edilmistir. Sensitivitesinin bilinmemesinden

dolay1, bu metot sadece klinik enfekte baliklarda onerilmektedir (Anonim, 2017a).

1.6.2.3. Histopatoloji

VNN'in histopatolojik tanisi, merkezi sinir sisteminin (MSS) genis nekrozuna

dayanir; etkilenen sinir hiicrelerinin sitoplazmasinda bulunan ¢ok sayida virus
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partikiili, orta ve arka beyinde yaygin ndronal dejenerasyon ve retinada
vakuolizasyon ile karakterizedir (Glazebrook ve ark., 1990; Nishizawa ve ark.,
1995a). Larva ve juvenillerde bu lezyonlar ¢ok daha fazla gbze c¢arparken,
semptomatik yetiskinlerde bazen ¢ok nadirdir, bazen de tespit etmek zordur. Yangi
prosesi genellikle ¢ok ihtiyathidir ve makrofajlarin varligi1 biiyiik ihtimalle sekonder
enfeksiyonun sonucudur (Anonim, 2017a). Baliklarin yas farkliligina gore histolojik
farkliliklar da ortaya ¢ikabilmektedir. Virusun doku dagiliminda yasa baglh farklilik
olmamasma ragmen, larvalarm beyninde siddetli nekroz goriilirken, geng ve
yetiskinlerin beyinlerinde daha yiiksek virus konsantrasyonlar: varliginda bile daha
diistik diizeyde nekroz goriilebilmektedir (Mladineo, 2003).

Enfekte Asya levregi larvalarinda genislemis, yuvarlak, bazofilik hiicreler ile
birlikte optik tektum, serebellum, tegmentum, vagal loblar, medulla oblongata ve
omurilik  hiicrelerinde  inkliizyon cisimcikleri ve sitoplazmik  vakuoller
tanimlanmistir. G6zlenen vakuoller genellikle ¢ok genistir ve noral madde kaybimna
neden olarak retina dahil olmak iizere dokularda siingerimsi bir goriiniime neden
olmaktadir (Renault ve ark., 1991). Atlantik halibut'ta VER'in dogal salginlari
sirasinda doku lezyonlar1 ve solungag tabani hiicrelerinde virus benzeri pargaciklar

gbzlenmistir (Grotmol ve ark., 1997).

1.6.2.4. Elektron Mikroskobi

Elektron mikroskobik muayenede, beyin ve retina hiicrelerinin dejenerasyonu
gbzlenir, 25 nm capindaki virionlar néronlarin sitoplazmasi i¢inde niikleer kromatin
marjinasyonu gostererek bulunurlar. Virionlar retinada, ya sitoplazmada
endoplazmik retikulum (ER)'e baglanmis olarak ya da serbest olarak bulunabilir.
Cekirdek membranin ayrilmasit ve mitokondrinin i¢ kristallerinin parcalanmasi
gozlemlenebilir, bunun sonucu olarak sadece plazma membranin kalintilar1 kalir
(Glazebrook ve ark., 1990). Piknoz ve hiicre lizisi gibi iki dejeneratif degisiklik te
goriilebilir. Hiicre lizisi daha sik meydana gelir ve vakuolasyon ile yakindan

iligkilidir. Piknotik hiicrelerin sitoplazmalarinda yogun olarak virus parcaciklari
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bulunur, birka¢ dejenere mitokondri gdzlenir ve hiicreler yiiksek oranda nekrotik

goriiliir (Yoshikoshi ve Inoue, 1990).

1.6.2.5. Molekiiler Teknikler

Hastaligin tanisinda molekiiler tan1 metotlarin gelismesiyle birlikte ilk
onceleri konvansiyonel RT-PCR metodu kullanilmistir. Devam eden ¢alismalarda
Nested PCR metotlar1 gelistirilmis ve kullanilmistir. F2-R3 primerleri, RNA2
segmentinin T4 degisken bolgesi hedeflenerek dizayn edilmistir (Anonim, 2017a).
Dalla Valle ve ark. (2000) ve Thiéry ve ark. (1999), protokolleri akdeniz kdokenli
betanodaviruslarin tespiti i¢in gelistirilmistir. Grotmol ve ark. (2000) nin protokolleri
ise soguk su suslarinin tespiti i¢in gelistirilmistir. Ancak Nested PCR, yiiksek
sensitivitesine ragmen, kontaminasyona yatkin olmasi ve fazla zaman almasi gibi
sebeplerden dolayr c¢ok yogun calisan laboratuvarlar igin uygun olmamaktadir
(Panzarin ve ark., 2010). Bu nedenle daha giivenilir, sensitiv, kontaminasyonun en
aza indirgendigi ve daha kisa siirede sonu¢ veren pek ¢ok Real Time RT-PCR
metodu gelistirilmistir (Baud ve ark., 2015; Dalla Valle ve ark., 2005; Grove ve ark.,
2006; Hick ve Whittington, 2010; Hodneland ve ark., 2011; Korsnes ve ark., 2005;
Nerland ve ark., 2007; Panzarin ve ark., 2010). RNAZ2 tespitinin RNAL tespitinden 2-
10 kat daha fazla oldugu ve Real Time testlerinde kapsid protein hedefli
yaklasimlarin daha duyarli oldugu bildirilmistir (Dalla Valle ve ark., 2005).

VNN OIE referans laboratuvar: tarafindan gelistirilen TagMan temelli Real
Time RT-PCR metodu (Panzarin ve ark., 2010), OIE standartlarina gére valide
edilmistir ve Atlantik cod (Gadus morhua) ile Atlantik halibut betanodaviruslarmnin
yani sira yayinlanan dort genotipin tespiti i¢in de uygun goriilmektedir (Anonim,
2017a). Gelistirilen bu metodun hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu veya Nested
PCR’a gore 100 kat daha sensitiv oldugu yapilan caligmalar ile kanitlanmistir
(Panzarin ve ark., 2010).

Genomik sekanslama, taninin konfirmasyonu i¢in ¢ok kiymetli olmasinin yani

sira, epidemiyolojik caligmalar i¢in de gereklidir. T4 degisken bdlgesinin (Nishizawa
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ve ark., 1997) sekans analizi, genotipin dogru tayin edilmesine imkan tanir. Ancak
iki genomik segmentin sekansina dayali filogenetik analiz, daha informatif
gorildiigl ve farkl betanodavirus genotipleri arasinda ve genotip i¢i meydana gelen
olasi reassortment durumlarinin da ortaya konulmasinda ¢ok ©nemli oldugu
bildirilmektedir (Olveira ve ark., 2009; Panzarin ve ark., 2012; Toffolo ve ark.,
2007). Betanodaviruslarin ilk filogenetik analizi Toffolo ve ark. (2007), tarafindan
RNA1 ve RNA2 parsiyel sekansina gore yapilmustir.

1.6.2.6. Serolojik Testler

Yeterli arastrma olmadigi i¢in, simdiye kadar spesifik antikorlar, balik
populasyonlarinin viral durumunun degerlendirilmesi i¢in rutin bir izleme metodu
olarak diistiniilmemistir. Yine de spesifik antikorlarn bulundugu farkli yazarlar
tarafindan rapor edilmistir. Saha arastirmalarma gore, ELISA titresinin > 1:40 olmasi
viral enfeksiyonun gostergesiyken, < 1:10 degeri viral enfeksiyonun ariliginin
gostergesidir (Watanabe ve ark., 2000). Hedef dokulardan betanodavirus antijeni
tespitinde de ELISA kullanilmistir (Arimoto ve ark., 1992).

1.6.3. Tam Metodunun Se¢imi

VER/VNN’in, tanisi i¢in pek ¢ok metot bulunmaktadir. Hiicre kiitiiriinde virus
izolasyonu ve identifiasyon testlerinin yani1 sira yiiksek sensitiviteli molekiiler tabanl
testler gelistirilmistir. Sadece viral niikleik asidin tespitine olanak saglayan
molekiiler tabanli testlerin yiiksek duyarliliklari, diisiik maliyetleri ve zaman
tasarrufu gibi 6zellikleri avantaj saglarken, virusun varligint daha dogru bir ifadeyle
aktif bir enfeksiyonu tanimlayan konvansiyonel metotlar da altin metot olarak
avantaj saglamaktadirlar. Bu nedenle VNN tanisinda amag, maliyet ve zaman gibi
parametreler gozetilerek tan1 yontemi seg¢ilmelidir. Hedeflenen surveylans ve tanisi

i¢in varolan metotlar Cizelge 1.4’te gosterilmistir (Anonim, 2017a).
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Cizelge 1.4. Betanodavirus surveylans, tespit ve tan1 metotlar1 (Anonim, 2017a).

Metot Hedefli Siirveylans Olasi Tan Konfirmasyon
Tanisi
Histopatoloji d c d
Histopatoloji+Immunboyama c b a
Elektron Mikroskobi d c d
Hiicre Kiiltiirtinde Virus
Izolasyonu+Immunboyama, RT-gPCR, RT- b a a
PCR, Sekans
RT-PCR c a c
RT-PCR+Sekans b a a
RT-gPCR a a a

a) Ulasilabilirlik ve kullanilabilirlik/yararlilik ve tanisal spesifite ve sensitivitesinden dolay tavsiye edilen metot
b) lyi tanisal sensitivite ve spesifitesi ile standart bir metottur, ancak maliyet ve ulasilabilirligi uygulanmasim
sinirlandirir

€) Metot bazi durumlarda uygulanir, ancak kesinlik/dogruluk/hassasiyeti ve diger faktorler uygulanmasint ¢ok
sinirlandirir

d) Metot bu amag i¢in su anda tavsiye edilmemektedir.

Bu metotlarin uygunlugu, giivenirlilik, sensitivite, spesifite ve yararlilik
basliklar1 iizerinde olmasindan dolay1 kismen subjektiftir. Kategori a ve b olarak
listelenen testlerin hepsinin resmi standardizasyonu ve validasyonu gegirilmemis
olmasina ragmen, rutin yapilis ve silipheli sonucglar olmadan genis kullanimda

olmasindan dolayi, bu testleri kabul edilebilir kilmaktadir (Anonim, 2017a).

Hedefli siirveylans, duyarli tiirlerin yetistirildigi ¢iftliklerin diizenli olarak
izlenmesi prensibinde olmalidir. Siiphelenilen genotiplerin optimum sicakligi dikkate
almarak en uygun mevsimde, miimkiin ise larval donem ve juveniller
orneklenmelidir. Saglikli populasyonlarda hastaliktan ariligin gosterilmesi i¢in suan
icin resmi veya Onerilen bir test metodu bulunmamaktadir. RT-gPCR ve takibinde
virus izolasyonu hedefli betanodavirus siirveylansi i¢in en uygun metot olarak

diistiniilmelidir (Anonim, 2017a).
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1.6.4. Destekleyici Tam Kriterleri

1.6.4.1. Siipheli Vakalarin Tanimlanmasi

Asagidaki kriterlerden en az Dbiri ile karsilagilirsa VNN  hastaligindan

stiphelenilmelidir;

a) Duyarl: tiirlerde anormal ylizme davranislari,

b) Duyarl tiirlerde bir populasyonda tipik histopatolojik lezyonlarin tespit edilmesi,

c¢) Etkenin identifikasyonu yapilmadan hiicre kiiltiirlerinde tipik CPE g6zlenmesi,

d) Cizelge 1.4’te bildirilen ”Olas1 Tani”da a veya b olarak tani testlerinden birinin
pozitif sonug¢ vermesi,

e) Enfekte ¢iftlikten digerine canli balik transferi,

f) Enfekte bir ¢iftlik ve ikincil bir ¢iftlik arasinda epidemiyolojik farkliliklarin var
olmasi,

g) Spesifik antikor varligmnin tespiti (Anonim, 2017a).

1.6.4.2. Konfirme Vakanin Tanimlanmasi

Konfirme bir VNN vakasi, hiicre kiiltiirtinde tipik bir CPE meydana getiren
stipheli bir vakanin etkenin izleyen identifikasyonunun serolojik, molekiiler veya

farkli bir tan1 yontemi ile ikinci bir pozitif sonug¢ alinmasidir (Anonim, 2017a).

1.7. Korunma ve Kontrol

Betanodaviruslar, ciddi bir viral hastaliga neden olurlar ve hastaligin su an i¢in
hicbir tedavisi yoktur. Ancak, {imit verici as1 ¢alismalar1 devam etmektedir (Nufiez-
Ortiz ve ark., 2016). Kontrol stratejileri tasarlanirken virusun replikasyon kaynagi
olan damizliklar ve larvalar ile horizontal bulagsmadan sorumlu asemptomatik
tastyicilarin hedeflenmesi, ayrica bulagmanin kontrol altina almmasi onemli bir

husustur. Yetistiricilik Onlemleri VNN salginlarini azaltmada etkilidir, ancak
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tamamen kontrol etmek icin yeterli degildir. Virus replikasyonunu engelleyen
antiviral ilaglarm kullanimi, baliklarda ve su ortaminda viral yiikiin azaltilmasinda
umut veren diger yontemlerdir. Hem vertikal hem horizontal olarak bulasabilen bir
RNA virusunun neden oldugu VNN hastaliginin  mantikli  kontrolii; etkili
biyogiivenlik 6nlemleri ve asilamalardir (Costa ve Thompson, 2016).

1.7.1.Biyogiivenlik Onlemleri

Kuluckahaneye giren suya UV muamelesi, sanitasyon bariyerlerinin
konulmasi, biyolojik filtrelerin ve tanklarin diizenli dezenfeksiyonu ve nadasa
birakilmasi, alet ve gereglerin dezenfeksiyonu, beslemede kullanilan islenmemis
baliklardan kacinmak gibi genel hijyen uygulamalarina ek olarak, anaglar i¢in yeterli
yem saglanmasi, larva ve juvenillerin stok yogunlugunun azaltilmasmi igeren
iiremeyi indiikleyici metotlar ile stres faktorlerinin azaltilmas: 6nemlidir (Mushiake

ve ark., 1994).

Etkili dezenfeksiyon prosediirlerinin uygulanmasi, VER'in kontrol edilmesine
yardimc1 olabilir. SINNV ile yapilan ¢aligmalar, virus partikiillerinin pH 12'de ve
sodyum hipoklorit, kalsiyum hipoklorit, benzalkonyum kloriir ve iodin ile tamamen
inaktive oldugunu gostermektedir (Arimoto ve ark., 1996). SBNNV, isil islem,
ultraviyole 151k (UV) ve ozon ile etkin bir sekilde etkisiz hale gelirken; formalin,
etanol, metanol, eter ve kloroform, virusun inaktivasyonunda etkili degildir (Frerichs
ve ark., 2000).

Larval donemde vertikal bulasma duyarliliginin yiiksek olmasi nedeniyle ile,
mortaliteyi azaltmak igin onlemlerin alinmasi 6nemlidir (Mori ve ark., 1998). Striped
jack, sevenband grouper, barfin flounder ve Atlantik halibutlarin larva tiretiminde
hastaligin kontrol altma alinmasinda; fertil yumurtalarin ozonla muamele edilmis
deniz suyunda yikanmasi veya besleme suyunun ozonla muamelesi veya klorlama
etkili yontemlerdir (Arimoto ve ark., 1996; Grotmol ve Totland, 2000; Mori ve ark.,
1998; Watanabe ve ark., 2000).
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Kuluckahanelerde vertikal bulagsmadan kaginmak ic¢in, gonadal biyopsilerde
PCR metotlarinin yiiriitilmesiyle tasiyici anaglarin tespit edilmesi ve biitiin
pozitiflerin ¢ikarilmasi 6nerilmektedir (Mori ve ark., 1998; Mushiake ve ark., 1994,
Nishizawa ve ark., 1994). Buna ragmen secili anaglarda virus enfeksiyonun PCR ile
tespitinin bazi durumlarda basarisizliga ugradigi da bildirilmistir (Nishizawa ve ark.,
1996). ELISA ile anaglarda virusa karsi antikorlarin taranmasi da saglikli siiriilerin
olusturulmasi agisindan 6nemlidir (Watanabe ve ark., 2000). Betanodavirus sagilima,
siklikla yumurtlama mevsiminde meydana geldiginden yumurtlama sayisini

sinirlamak ta vertikal bulagsma insidansini azaltmaktadir (Mushiake ve ark., 1994).

1.7.2. Asilama

Son 20 yildan beri pek ¢ok inaktif, rekombinant, virus benzeri partikiil (Virus-
like particles-VLPs) ve DNA asisi, sahada ve laboratuvarlarda denenmektedir. Orta
siddetten yiiksek siddete kadar farkli hastalik tablolarinda rolatif hayatta kalma
oranlarna (relative percent survival-RPS) gore, asilarin korunmalar1 ya azdir ya da
hi¢ yoktur (Costa ve Thompson, 2016). 2017 yilinda giincellenen OIE Akuvatik El
Kitabi’na gore, betanodavirus asisi ile ilgili yogun arastirmalara ragmen,
Japonya'daki seven-band grouper VER'ine kars1 inaktif RGNNV asis1 disinda higbir
ticari asinin heniiz mevcut olmadigi bildirilmistir (Anonim, 2017a). Ancak son
gelismeler takip edildiginde, 2018 yili Subat aymda Norve¢ menseli, Akdeniz
havzasinda yaygin olarak bulunan RGNNYV genotipine kars1 “ALPHA JECT micro®
1Noda” isimli ilk inaktif ticari asinin gelistirildigi bildirilmistir (Anonim, 2018c).
Asinm Ispanya, Italya, Hirvatistan ve Yunanistan tarafindan da resmi onay aldig:

bildirilmektedir (Anonim, 2018d).
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1.7.2.1. As1 Cahsmalan

1.7.2.1.1. inaktif Asilar

Formalinle inaktive edilmis RGNNV asilarinin sevenband grouper baliklara
intraperitoneal olarak verilmesiyle yapilan denemelerde, enjeksiyonun 10. giinden
sonra notralizan antikorlarin olusmaya basladigi; 160. giinden sonraki RPS degerinin
% 67 veya daha istii, 9. haftadaki degerin ise % 85 oldugu ortaya konulmustur
(Yamashita ve ark., 2005) . DKIDsy degeri 107 olan as1 denemelerinde ise
hastaliktan tam korunma i¢in gerekli notralizan antikor titresinin 1/200 veya daha
yiikksek olmasi1 gerektigi bildirilmistir (Yamashita ve ark., 2009a). Formalinle
inaktive edilmis baska RGNNV as1 denemelerinde de nétralizan antikorlarin varlig
ortaya konulmus, ayrica deneysel enfeksiyon ¢alismalarinda bu antikorlarin beyin ve
bobrekte virusun replikasyonunu baskiladigi kanitlanmistir (Pakingking ve ark.,
2009; Pakingking ve ark., 2010).

1.7.2.1.2. Rekombinant Asilar

VNN i¢in rekombinant protein ekspresyonu ile asi gelistirilmesine y6nelik
artan bir ilgi vardir (Costa ve Thompson, 2016). Nakai ve ark. (1995), tarafindan
Escherichia coli'de eksprese edilen, SINNV’nin rekombinant kapsid proteini, striped
jack tiiri baliklara im. olarak uygulandiginda nétralizan antikorlarin olustugu
gosterilmistir. Benzer rekombinant protein asilar1 RGNNV genotipi kullanilarak,
sevenband grouper’lerde (Tanaka ve ark., 2001) ve humpback (kambur) grouper
(Cromileptes altivelis)’lerde (Yuasa ve ark., 2002) yapilmis ve yiiksek titrede
noétralizan antikorlar elde edilmistir. Ancak denenen bu asilar, farkli artan dozlarinda
azalan RPS g¢eliskisinden dolay1 ticari olarak gelistirilememistir (Tanaka ve ark.,
2001). Asya levreginden izole edilmis virustan elde edilen rekombinant kapsid
proteininin 50 pg doz ile yapilan bagka bir denemede ise juvenil boylarda % 76 RPS
elde edilmistir (Vimal ve ark., 2014).
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1.7.2.1.3. Virus Benzeri Parcaciklar

Virus benzeri parcaciklar (Virus like particles-VLP) betanodavirus
enfeksiyonlar: igin bir as1 alternatifidir (Costa ve Thompson, 2016). Malabar orfoz
(Epinephelus malabaricus) ve ejderha orfozunun (Epinephelus lanceolatus)
Escherichia coli' den eksprese edilen betanodavirus VLP ile immiinizasyonunda;
notralizan antikorlarin 4. haftada (w.p.i.) yiiksek titrede oldugu, raphel (booster)
uygulamasi ile de bu seviyenin daha da arttig1 ortaya konulmustur. Ayrica antikor
yanitini artirmak i¢in adjuvanin gereksiz oldugu ve VLP immunizasyonunda yiiksek
antikor titrelerinin 5 aydan fazla devam ettigi bildirilmistir (Liu ve ark., 2006).
Turuncu benekli grouperlerde (orfoz) (Epinephelus coioides) Escherichia coli'de
retilen tek doz VLP'nin, 1 haftada (w.p.i.) yiiksek titre ndtralizan antikor
olusturdugu, enjeksiyondan 12 saat sonra (h.p.i.) karaciger, dalak ve 6n bobrekte
hiicresel ve dogal bagisiklik ile ilgili genleri aktive ettikleri gosterilmistir (Lai ve
ark., 2014). Thiery ve ark. (2006), tarafindan, Avrupa levreklerinde, bakalovirustan
eksprese edilen kapsid proteini kullanilarak RGNNV VLP'nin hem immun yanit hem
challenge’a kars1 koruyucu etkisi ortaya konulmustur, ayrica immunizasyondan 30
giin sonra % 89’a kadar yiiksek bir RPS degerine ulagilmistir (Thiery ve ark., 2006).
Saccharomyces cerevisiae mayast kullanilarak {iretilen RGNNV  VLP’nin
Epinephelus septemfasciatus orfozunda oral ve i.p. uygulamalarmm RPS iizerinde
etkisi incelenmis; sirasiyla % 50 ve % 100 gibi ¢ok farkli degerler bulunmustur (Wi
ve ark., 2015).

1.7.2.1.4. Sentetik Peptit Asilar

Sentetik peptidlerin Betanodavirus asilari olarak kullanilabilirliginin fizibilitesi
de incelenmistir. Bu asilar1 gelistirmek igin koruyucu epitoplarin bilgisinin gerekli
oldugu bildirilmektedir (Winton, 1998). Bu konudaki ilk ¢aligmalarda potansiyel
sentetik peptitlerin  kullanimlar1 arastirilmis  ve betanodavirusun N-terminal
peptidinin korunmada rol oynadig1 ileri siiriilmiistiir (Coeurdacier ve ark., 1999;
Coeurdacier ve ark., 2003).
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1.7.2.1.5. DNA Asilan

VER'in kontrolii i¢gin DNA asilarinin kullanimin fizibilitesi ile ilgili ¢aligmalar
yapilmistir. Bunlardan bazilari, diger balik viruslari ile ¢apraz reaksiyon veren ve
nonspesifik immun yanit olusturarak hastaliktan korumayi amaglayan infectious
hematopoietic necrosis virus (IHNV) veya viral hemorajik septisemi virusu (VHS)
kdkenli DNA asilaridir. ilk haftalardaki % 100 olan RPS degerleri, 5. haftadan sonra
% 63’lerin altina inmektedir (Sommerset ve ark., 2003; Sommerset ve ark., 2005).
Baska bir DNA as1 ¢calismasinda, asinin TLR9, Mx, IL-18, spesifik antikorlar ve Th1
ve Th2 belirtegleri T-bet ve GATA-3"lin yukari regiilasyonu ile hem dogal hem de
kazanilmis immun yanitlar1 indiikledigi ortaya konulmustur. Ayrica ayni calismada
adjuvan kullanimmin RPS seviyesini bir miktar artirdigi bildirilmistir (Chen ve ark.,
2015d).

1.7.2.2. Asillama Yontemleri

As1 caligmalarinin ¢ogu, yavru olmayan baliklarda i.m. veya i.p. enjeksiyon ile
yapilmaktadir. Betanodaviruslar gen¢ baliklari, 6zellikle de larvalar1 ve yavrulari
etkilediginden dolay1 asilarin enjeksiyon yoluyla verilmesi zorlasir. Ayrica ¢ogu
zaman da baliklar tam olarak immunokompetant olmadigi i¢cin uygun degildir. Yavru
baliklarin immunokompetant olmamasina ragmen yine de diger Kkitlesel asilama
yontemleri tizerine c¢alismalar devam etmektedir (Costa ve Thompson, 2016).
Konuyla ilgili olarak yavrularda yem olarak kullanilan artemialara kapsiillendirilmis
rekombinant NNV asis1 oral olarak uygulandiginda daha dnceki denemelerden daha

iyi sonuglar elde edilmistir (Chen ve ark., 2011; Lin ve ark., 2007).

Alternatif baska bir agillama yolu olarak banyo asilamasi denenmistir.
Kapsiillenmis veya kapsiillenmemis formalin ile inaktive edilmis betanodavirusun,
turuncu benekli grouper larvalar1 (0.2 g) banyo yoluyla immunizasyon denemeleri
yapilmistir. Inaktif asi, patentli Alarvita Biolife Co teknolojisi ile nano-kapsiilleme

gerceklestirilmis ve daha 1iyi sonucglar elde edilmistir. Arastrmacilar ayrica,
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kapstillenmemis virusun 0.4 mM binary ethylenimine (BEI) ile inaktivasyonunda ; %
79 <RPS <95, 0.1-0.2 formalinle inaktivasyonunda ise; % 39 <RPS <43 degeri elde
etmislerdir. BEI ile inaktive edilmis betanodavirus korumasi 30. giinde (d.p.v.) pik

degere ulagmis ve en az 3 ay koruma saglamistir (Kai ve Chi, 2008).

VNN virusunun vertikal bulagma 6zelliginden dolayi, anaglarin asilanmasi da
bir bagka alternatiftir. Kai ve ark. (2010), tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada,
35-60 kg’lik patates grouperleri (Epinephelus tukula) Freund's complete adjuvantl
inaktif betanodavirus agisi ile i.m. yolla immunize edilmistir ve immunize
edilmeyenlere gore vertikal bulasma riskinin Onemli derecede azaldigi ortaya
konulmustur. Asilamadan sonraki 5. ayda bile spesifik antikorlarin, asilanmayanlara
gore hala yiiksek seviyede oldugu, bu anaglardan elde edilen yumurtalarda da
virusun saptanmadigi, asilanmayanlarda ise virusun aktivitesini hala devam ettirdigi

bildirilmistir (Kai ve ark., 2010).

Reishi immiinomodiilatér protein gibi Iimmiinostimiilatér bilesiklerin
uygulanmasi da, larva boy baliklarin adaptif bagisiklik sisteminin tam olarak
gelismesinden once bagisiklik yanitini arttirmak igin Onerilmistir (Kuan ve ark.,
2012). Canli NNV ile birlikte uygulanan Poly I: C'nin, sevenband grouperlerde, hem
laboratuvar kosullar1 altinda (Nishizawa ve ark., 2011) hem de saha uygulamalarinda
(Oh ve ark., 2012) koruma sagladigi gosterilmistir. Saha ¢aligmalarinda, VNN
salgmindan 20 giin sonra uygulanan Poly I: C, baliklarin hayatta kalma oranlarini

artirmis ve bu koruma 10 aydan daha uzun bir siire devam etmistir (Oh ve ark.,
2012).

Is1 uygulamalarindaki degisiklikler de asilarin etkinligi {izerine Onemli bir
faktordiir. Optimum 26 °C'de yetisirilen baliklara, canli as1 uygulamasmm 17 © C'de
yapilmasmim VNN enfeksiyonlarinda hayatta kalma yiizdesini artirdigi gosterilmistir
(Nishizawa ve ark., 2012). Tanaka ve ark. (1998), su sicakliginin VER gelisimini
etkileyebilecegini ve daha yiiksek su sicakliklarinda daha erken ve daha yiiksek 6liim

oranlarmin ortaya ¢ikabilecegini bildirmistir.
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Asilarin miks kullanimlarmin da korunmadaki etkileri arastirilmistir. Baliklar
ya canli apatojen aquabirnavirus (ABV) (i.m.) veya inaktif RGNNV (i.p.) ya da her
ikisi ile birlikte immunize edilmistir. Daha sonra RGNNYV ile challange uygulamasi
yapilmistir. ABV ve inaktif RGNNV'yi birlikte alan baliklar, 3 d.p.v. kadar erken bir
zamanda % 60"'n lizerinde bir RPS gostermistir. ABV nin, enfeksiyonun ¢ok erken
asamalarinda RGNNV'ye kars1 spesifik olmayan koruma saglayan potansiyel bir
immiinomodiilator aktiviteye sahip oldugu ileri siiriilmiistiir (Yamashita ve ark.,
2009b).

VNN’ in agilama yoluyla kontrol edilmesi ¢ok umut vericidir. Pek ¢ok inaktif
ve rekombinant as1 ¢aligmalart 6nemli bir korunma saglandigini gostermektedir.
Bununla birlikte, genotipler arasinda gapraz bagisiklik goriilmemektedir; baliklar
ayni anda birden fazla genotip ile enfekte olabilir, bu nedenle farkli genotiplerden
korunmak i¢in multivalan bir asiya ihtiyag duyulabilmektedir. NNV, hiicre igi
patojen oldugundan, virusa karsi etkili bir adaptif yanit saglamak i¢in hem B hiicresi
hem de CTL aktivitelerine gereksinim vardir (Costa ve Thompson, 2016). Uygulanan
antijen tiirti ve izledigi immunizasyon stratejisinin bu yanit1 etkiledigi bilinmektedir.
Canli, atteniie veya DNA agsilar1 gibi hiicre i¢i yoldan antijenlerin sunumu MHC-I
bagimli CD8 + yanitlarin1 (yani CTL'ler) indiiklerken, inaktif ve rekombinant protein
asilar1 gibi hiicre dis1 uygulama ise MHC-IlI bagimli CD4 + yanitlarin1 (6rnegin
antikor tepkileri) indiiklemektedir (Munang'andu ve ark., 2015).

1.8. Tedavi

Virus replikasyonunu inhibe eden kimyasallarin kullanimi incelenmis ve
betanodavirus tropizminin monoamin ndrotransmitter sistemini igerdigi One
siriilmiistir (Huang ve ark., 2014). Anti-RdRp olan Ribavirinin (1-b-D-
ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide), betanodavirus enfeksiyonuna etKkisi
aragtirtlmis ve RGNNV RdRp ile etkilestigi; viral enfeksiyonu in vitro olarak inhibe
ettigi ortaya konulmustur (Huang ve ark., 2015). Oligonol (saflastirilmis fenolik

ekstrakti lyche'nin meyvesi)’un, enfeksiyonun erken evrelerinde uygulandiginda
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muhtemelen virusun hiicreye baglanmasini engelleyerek viral yiikii azalttig1 ortaya

konulmustur (Ichinose, 2013).

Betanodavirus enfekte baliklarin tedavisinde, AMP'lerin (antimikrobiyal
peptitler) kullanimi ile konak¢inin immun yanitin1 modiile etme kabiliyetleri olasi bir
yontem olarak onerilmistir. Baliklara iki AMP, TH1-5 (tilapia hepcidin 1-5) ve Epi-1
(epinisin-1) verildiginde, TH1-5'in enfeksiyon sirasinda viral yiikii azaltmaya
yardimc1 oldugu, Epi-1’in ise enfeksiyon sirasinda ve sonrasinda virusu temizledigi

gosterilmistir (Wang ve ark., 2015).

Malabar orfoz larvalarina grouper (orfoz, lahos) IFN ve somon IFN i.p. veya
oral yolla uygulandiginda, grouper betaodaviruslarmma kars1 6nemli bir koruma

sagladig1 gozlemlenmistir (Kuo ve ark., 2016).

Bu ¢alismanin amaci, Tiirkiye’de kiiltiirii yapilan tim levrek kulugkahaneleri
ve bazi levrek yetistirme isletmelerinde VNN virusunun yaygmlhiginin
arastirtlmasidir. Calisma kapsaminda kullanilacak Kantitatif Real-Time RT-PCR ve
hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu ile enfekte isletmeler tespit edilecektir. Tiirkiye’de
ve diinyada ihbari mecburi bir balik hastalig1 olmamasina ragmen, 6nemli ekonomik
kayiplara neden olan ve uluslar arasi balik ve balik iiriinleri ticaretinde 6nemli bir yer
tutan VNN virusunun yaygmligmin arastirilmasi ile levrek kulugkahanelerinin
enfeksiyon kapasitesi ve levrek yetistirme isletmelerinin virus epidemiyolojisindeki

rolleri ortaya konulacaktir.

Arastirmada, saha ¢aligsmalarma baslamadan once OIE tarafindan onerilen ve
Panzarin ve ark. (2010), tarafindan gelistirilen Real Time RT-PCR metodu Balik
Hastaliklar1 Ulusal Referans Laboratuvari olan izmir/Bornova Veteriner Kontrol
Enstitiisii Viroloji Boliimii’nde optimize edilerek, hali hazirda hiicre kiiltiiriinde virus
izolasyonunu takiben Nested PCR olan metodun yerini alarak teshis siiresinin

kisalmasima katki saglayacaktur.

58



Arastirmanmn  birinci  kisminda,  iilkemizde bulunan tiim levrek
kulugkahanelerindeki farkli yas gruplarma ait déllenmis yumurta, prelarva, postlarva,
fry ve fingerling boy levrekler VNNV yoniinden belirtilen metot ile taranacak ve
olas1 viral kapasite ortaya konulacaktir. Ayrica virusun tespiti halinde yapilacak
retrospektif epidemiyolojik ¢alisma ile kontamine kulugkahaneler ile iligkisi bulunan
isletmeler taranacak ve bu isletmelerdeki durum ortaya konulacaktir. Ayrica
kuluckahanelerde enfeksiyonun veya virus varligmin hangi asamada basladigi ve

enfeksiyon siireci takip edilecektir.

Aragtirmanm ikinci kisminda, levrek yetistirme isletmelerinde VNNV’nin
yaygmhigmin, epidemiyolojik temelli bir modelleme ile arastirilmasiyla da kiiciik,
orta ve bliyiikk boy levreklerde virusun iilkemizdeki yayginlig1 arastirilacak, ayrica
iligkili bulundugu kuluckahanelerdeki virusun durumunun karsilastirilmasiyla; viral
bulagsmanin olast kaynagmim (yavru aligverisi, su, yem vs.) ortaya konulmasi

saglanacaktir. Bu baglamda s6z konusu tez projesi ile;

" Levrek kulugkahanelerinde dollenmis yumurta, prelarva, postlarva, fry ve
fingerling boy baliklarda hastaligin arastirilmasi ile enfeksiyon kaynaklarmin
belirlenmesi, ayrica kulugkahanelerde enfeksiyonun veya virus varligmin hangi
asamada bagladig1 ve enfeksiyon siireci takip edilecek,

. Levrek yetistirme isletmelerinde hastaligin arastirilmasi ile tilkemizde mevcut
epidemiyolojik durum ortaya konulacak,

. Levrek kulugkahaneleri ile isletmeleri arasinda olasi bulasma durumlarmin
ortaya konulmasi ile riskler belirlenenecek,

. Ayrica virusun tespiti halinde yapilacak retrospektif epidemiyolojik ¢alisma ile
kontamine kulugkahane/yetistirme isletmeleri izlenecek ve bunlarla iligkili olan
diger kulugkahane/yetistirme isletmeleri izlenerek bu isletmelerdeki virusun
durumu ortaya konulacak,

. Calisma ile olasi tespit edilecek izolatlarda molekiiler arastirmalarin yapilarak,
izolatlar aras1 farkliliklar molekiiler diizeyde ortaya konulacak,

. Genetik dizilimlerin ortaya konulmasiyla filogenetik analizler yapilacak ve bu

sayede ileride gelistirilebilecek as1 ¢caligmalarina degerli veriler saglayacak,
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S6z konusu caligma ile hem levrek kulugkahaneleri hem levrek yetistirme
isletmeleri bir biitiin olarak diisliniildiigiinde, tiim yas gruplarinin bir arada
incelendigi bir ¢alisma olacak,

Ayrica Real Time RT-PCR metodunun laboratuvarda optimize edilmesiyle,

teshis siiresinin kisalmasina ve maliyetin azalmasina katki saglayacaktir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Ornekleme ve Kayit

Ornekleme, virusun aktif olarak bulundugu su 1sismn optimum gelisme 1s1s1na
(25-30 °C) en yakm bulundugu yaz ve erken sonbahar aylarinda yapilmustir.
Orneklemede ayrica isletmelerin cografi konumu, hastalik ge¢misleri, kag yildir faal
olduklari, enfekte iilkelerle herhangi bir balik veya balik iiriinii aligverisinin olup
olmadigi, 1ilke icinde hangi isletmelerle iliski halinde oldugu, O6rnekleme

zamanindaki gilincel su 1s1s1, hava sartlar1 gibi bilgiler de bilgi formuna yazilmistir.

Kulugkahane 6rneklemesinde virusun daha aktif oldugu yaz mevsimi zorunlu
tutulmamistir. Kuluckahane sistemlerinin gerek kapali sistemler olmalari, gerek
kuluckahane 1sisinin dis ortamdan daha diisiik olmasi gibi faktdrler goézoniine
almarak orneklemeler tretimlerin aktif oldugu tarihlerde yapilmistir. Ddllenmis
yumurta orneklemesinde ise isletmelerin iiretim planlamalar1 da dikkate alinarak
miimkiin oldugunca dogal yumurtalamanin gergeklestigi Ocak-Mart aylar1 arasinda

ornekleme yapilmaistir.

2.1.1.1. Kuluckahane Orneklemesi

Levrek kuluckahanelerinde VNN virusun yaygmhiginin tespiti amaciyla
iilkemizde kayith tiim levrek kuluckahanelerinin 6rneklenmesi hedeflenmistir. Her
kuluckahaneden alinacak Ornek sayisimnin belirlenmesinde OIE tarafindan Onerilen
surveylans tablosuna gore % 10 prevalans, % 100 sensitivite ve spesifite hesabina
uygun gelen 30 sayist hesaplanmistir. Bu amacla dort farkli yas grubundan
(dollenmis yumurta, prelarva, fry ve fingerling) 30’ar adet olmak {izere (Anonim,

2015) her kuluckahaneden toplam 120 adet levrek 6rneklenmesi amaglanmistir.
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Uretim donemleri ve faaliyet durumlar1 farklilk gostermekle birlikte
Balik¢iklik ve Su Uriinleri Genel Miidiirliigii 2014 yil1 verilerine gore iilkemizde
toplam 21 adet levrek kulugckahanesi bulunmaktadir. Kayith tiim kulugkahanelerin
faaliyette olmasi durumunda alinacak toplam Ornek sayisinin 2520 adet olmasi

ongoriilmekteydi.

Ik planlamadaki iiretim dénemi Orneklemesinde virusun farkli yas
dagilimlarinda daha iyi tespit edilebilmesine imkan saglamak amaciyla kulugkahane
orneklemesine postlarva donemi de eklenmistir. Bu durumda kulugkahanelerdeki
orneklenen liretim donemleri sirasiyla; dollenmis yumurta, prelarva, postlarva, fry ve

fingerling olarak belirlenmistir (Cizelge 2.1).

Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigii’niin resmi izinleri ¢er¢evesinde 11 Gida ve
Tarim Miidiirliikleri ile yapilan yazigmalar neticesinde faaliyette bulunan
kulugkahaneler ve iiretim donemleri belirlenmistir. Resmi yazismalar sonucunda
2016 yil1 itibariyle Tiirkiye’de toplam 18 aktif kulugckahanenin oldugu belirlenmistir.
Belirlenen kulugkahanelerin ticari isimlerinin sakli kalmasi amaciyla herbirine K-

1’den baglayarak K-18’e kadar kod numaras1 verilmistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 galisma programi dahilinde tez calismasma baslanmig, ancak
kulugkahanelerdeki 6zel durumlar, ekonomik durumlar, yangin ve sel gibi dogal
felaketler, iiretim donemi degisikligi veya liretimden vazgegme gibi sebeplerden
dolay1 planlanan tiim donemlerin 6rneklemesi yapilamamustir. Ilk planlamada
bulunan K-7 ve K- 16 kodlu kulugkahanelerde bahsedilen sebeplerden dolay1 iiretim
olmadigindan 6rnekleme yapilamamustir (Cizelge 2.2). Mevcut imkanlar dahilinde
tez ¢alismasi sirasinda aktif olan 16 kuluckahanenin mevcut iiretim donemlerinden
ornekleme gergeklestirilmistir (Cizelge 2.2). Kulugkahanelerin kapali sistemler
olmas ve ilgili liretim donemlerine gore 1s1 stabilitelerini saglamalarindan dolayi, tez
calismasmi etkilemeyecegi goz Oniinde bulundurularak ilk planlanan 6rnekleme

tarihlerinde bazi degisiklikler yapilmistir.
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Cizelge 2.1. Aktif levrek kulugkahaneleri ve drnekleme tarihleri (planlanan).

Sira il Kuluckahane | Déllenmis Prelarva Postlarva Fry Fingerling
No Kodu Yumurta (0-5 Giin) | (5-40 Giin) | (40-80 Giin) | (80-120 Giin)
8-10 Mayis | 8-10 Mayis | 8-10 Mayis | 8-10 Mayis 8-10 Mayis
1 Adana K-1 2017 2017 2017 2017 2017
19-22 Aralik | 19-22 Aralik 19-22 22-25 Mayis
2 | Aydm K-2 2016 2016 Aralik 2017 -
2016
19-22 Aralik | 19-22 Aralik 19-22 22-25 Mayis
8 | Avdn K-3 2016 2016 Aralik 2017 -
2016
24-27 Nisan | 24-27 Nisan 24-27 24-27 Nisan
4 Aydm K-4 2017 2017 Nisan 2017 2017 i
24-27
S Aydin K-S ) Temmuz 2017
§ 20-23 Subat | 20-23 Subat | 20-23 | 10-13 Nisan | 10-13 Nisan
6 | Mugla K-6 2017 2017 | Subat2017| 2017 2017
< 6-9 Mart 6-9 Mart 6-9 Mart 6-9 Mart
! Mugla K-7 2017 2017 2017 2017 .
. 6-9 Mart 6-9 Mart 6-9 Mart
8 Mugla K-8 2017 2017 2017 i i
§ 23-26 Ocak | 23-26 Ocak |23-26 Ocak | 6-9 Mart
9 | Mugla K-9 2017 2017 2017 2017 |89 Mart2017
§ ) 20-23 Subat | 20-23 Subat | 20-23 | 10-13 Nisan | 10-13 Nisan
10 | Mugla K-10 2017 2017 | Subat2017| 2017 2017
- 20-23 Subat | 20-23 Subat 20-23 10-13 Nisan | 12-15 Haziran
11 | Mugla K-11 2017 2017 | Subat2017| 2017 2017
- 2-5 Ocak 2-5 Ocak
12 Izmir K-12 2017 2017 - - -
13 i K13 13-16 Mart | 13-16 Mart | 13-16 Mart | 13-16 Mart | 7-10 Agustos
Zmir 2017 2017 2017 2017 2017
Lo 2-5 Ocak 2-50cak | 7-10 Subat | 7-10 Mart 8-11 Mays
14| Tzmir K-14 2017 2017 2017 2017 2017
Lo 24-27 Nisan | 8-11 Mays
15 Izmir K-15 - - - 2017 2017
16 fzmir K-16 - - - - -
Lo 12-15 Aralik | 12-15 Aralik | 3-6 Nisan 3-6 Nisan 7-10 Agustos
17| lzmir K-17 2016 2016 2017 2017 2017
18 | conaitate| ks 14-16 Subat | 14-16 Subat |  14-16 Tg%ﬁ]lu , 30-31
ana 2017 2017 Subat 2017 2017 Temmuz 2017
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Cizelge 2.2. Ornekleme yapilan kulugkahaneler ve iiretim dénemleri (gergeklesen).

Sira il Kuluckahane | Dollenmis Prelarva Postlarva Fry Fingerling
No Kodu Yumurta | (0-5 Giin) (5-40 Giin) | (40-80 Giin) | (80-120 Giin)
Uretim . 8-10 Mayis | 8-10 Mayis | 8-10 Mayis
1 Adana K-1 iptal Uretim Iptal 2017 2017 2017
Uretim 21 Aralik 21 Aralik 02 Agustos
2 Aydin K-2 iptal 2016 2016 2017 i
Uretim 31 Mayis 31 Mayis 31 Mayis
3 Aydm K-3 iptal 2017 2017 2017 .
Uretim . 31 Mays 31 Mays 31 Mays
4 Aydin K-4 iptal Uretim Iptal 2017 2017 2017
02 Agustos
5 Aydin K-5 - 2017
- 13 Subat 13 Subat 13 Subat
6 Mugla K-6 2017 2017 2017 28 Mart 2017 | 28 Mart 2017
Uretim L L L .
7 Mugla K-7 iptal Uretim Iptal | Uretim Iptal | Uretim Iptal | Uretim Iptal
8 | Mugla K-8 28 Mat | Uretim Iptal | 28 Mart 2017 | 28 Mart 2017 ]
. 13 Subat 13 Subat 13 Subat 13 Subat
9 Mugla K-9 2017 2017 2017 2017 13 Subat 2017
Uretim .
10 Mugla K-10 iptal Uretim Iptal | 28 Mart 2017 | 28 Mart 2017 | 28 Mart 2017
Uretim . . .
11 Mugla K-11 iptal Uretim Iptal | Mart 2017 | Uretim Iptal | Uretim Iptal
_ 4 Ocak
12 Izmir K-12 2017 4 Ocak 2017 - - -
oo 16 Mart .
13 Izmir K-13 2017 16 Mart 2017 | 16 Mart 2017 | 16 Mart 2017 | Uretim Yok
Lo 3 Ocak
14 Izmir K-14 2017 3 Ocak 2017 | 3 Ocak 2017 | 7 Mart 2017 | 7 Mart 2017
S 24 Nisan :
15 Izmir K-15 - - - 2017 24 Nisan 2017
16 Izmir K-16 - - - - -
_— 13 Aralik 13 Aralik 12 Nisan 12 Nisan e
17 Izmir K-17 2016 2016 2017 2017 Uretim Iptal
15 Subat 15 Subat 15 Subat 31 Temmuz | 31 Temmuz
18 | Ganakale | K-18 2017 2017 2017 2017 2017
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2.1.1.2. Yetistirme Isletmesi Orneklemesi

Balik¢ilik ve Su Uriinleri Genel Miidiirliigii 2014 yil1 verilerine gore iilkemizde
toplam 418 adet levrek yetistirme isletmesi bulunmaktadir. Arastirmada
orneklenecek isletme sayisinin belirlenmesinde Cannon (2001) tarafindan gelistirilen
formiile gore hesaplama yapilmis, % 95 giiven araligi, % 100 sensitivite ve % 15
tahmini prevalans dikkate almarak yapilan hesaplamaya gore 20 islemenin
orneklenecegi  belirlenmistir. Her isletmede oOrneklenecek balik sayisinin
belirlenmesinde ise OIE tarafindan oOnerilen surveylans tablosuna gore % 10
prevalans, % 100 sensitivite ve spesifite hesabina uygun gelen 30 Ornek sayisi
alimmistr  (Anonim, 2015). Bu amagla levrek yetistirme isletmelerinden farkli
biiyiikliikte 30’ar adet balik tesadiifi 6rnekleme yontemi ile alimmistir. Buna gore
levrek yetistirme isletmelerinden alinacak toplam 6rnek sayisinin 600 adet olmasi

planland:.

Yetistirme  igletmelerinin  6rnekleme  programlarinin  planlanmasinda,
isletmelerin bulundugu denizlerin yillik su sicakliklarmin aylara gore dagilimlar
arastirilmis ve virusun en aktif olabilecegi donemler goz Oniine alinmistir.
Isletmelerdeki &zel durumlar, ekonomik durumlar, yangm ve sel gibi dogal
felaketler, tiretim donemi degisikligi veya tiretimden vazge¢me gibi herhangi bir
sebepten dolay1r ornekleme yapilamamasi ihtimali goziinde bulundurularak
hesaplanan 20 isletmeye, 4 isletme daha eklenmistir. 20 isletmenin tamaminin
orneklenebilmesi durumunda sonradan ilave edilen 4 isletme prevalans hesabina

alinmayacaktir (Cizelge 2.3).

Rastgele 6rnekleme yontemi ile belirlenen levrek yetistirme isletmeleri ticari
isimlerinin sakli kalmas1 amaciyla herbirine Y-1’den baslayarak Y-24’e kadar kod

numarasi verilmis ve 6rnekleme programi olusturulmustur (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. Orneklenecek levrek yetistirme isletmeleri ve érnekleme tarihleri.

Sira No il ilge isletme Kodu Tiir Ornekleme Tarihi
1 Mugla Milas Y-1 Levrek 22-24.08.2016
2 Mugla Milas Y-2 Levrek 22-24.08.2016
3 Mugla Milas Y-3 Levrek 22-24.08.2016
4 Mugla Milas Y-4 Levrek 22-24.08.2016
5 Mugla Milas Y-5 Levrek 22-24.08.2016
6 Mugla Milas Y-6 Levrek 22-24.08.2016
7 Mugla Milas Y-7 Levrek 22-24.08.2016
8 Mugla Milas Y-8 Levrek 22-24.08.2016
9 Mugla Milas Y-9 Levrek 22-24.08.2016
10 Mersin Silifke Y-10 Levrek 19.09.2016
11 Aydin Didim Y-11 Levrek 05.09.2016
12 Aydin Didim Y-12 Levrek 05.09.2016
13 Aydin Didim Y-13 Levrek 05.09.2016
14 Izmir Dikili Y-14 Levrek 06-07.09.2016
15 Izmir Urla Y-15 Levrek 06-07.09.2016
16 Izmir Cesme Y-16 Levrek 06-07.09.2016
17 Izmir Urla Y-17 Levrek 06-07.09.2016
18 Izmir Karaburun Y-18 Levrek 06-07.09.2016
19 Mugla Bodrum Y-19 Levrek 22-24.08.2016

20 Mugla Bodrum Y-20 Levrek 22-24.08.2016
21 Mugla Bodrum Y-21 Levrek 22-24.08.2016
22 Antalya Konyaalt1 Y-22 Levrek 20.09.2016
23 Adana Karatas Y-23 Levrek 20.09.2016
24 Hatay Iskenderun Y-24 Levrek 20.09.2016
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2.1.1.3. Retrospektif Epidemiyolojik Calisma

VNN hastaliginin iilkesel epidemiyolojisinin daha iyi ortaya konulmasi
amaciyla virusun tespit edildigi kulugkahane/yetistirme isletmelerinde izleme,
baglantili oldugu kulugkahane/yetistirme tarama ¢alismasi ve retrospektif
epidemiyolojik calisma yapildi. Bu amagla belirlenen kulugkahane/yetistirme
isletmelerinden tekrar 6rneklemesi yapildi, baliklarin gelisme durumlar1 gézoniine

almarak virusun hangi asamada aktif oldugu ve olas1 bulagsma kaynaklar1 belirlendi.

2.1.2. Hiicre kiiltiiri

Virus izolasyonunda OIE’nin VNN Referans Laboratuvarindan (Istituto
Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Dipartimento di Ittiopatologia, Italy)
temin edilen ve ulusal referans laboratuarinda stoklanan SSN-1 (Striped Snakehead)
ve SSN-1°den klonu E-11 hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicre hatti devami ve virus
izolasyonunda, % 1 antibiyotik (Sigma, USA, Product Number: A5955) ve % 5-10
fotal bovine serum (FBS) (Biowest, France, Cat. No: S181G-500) i¢eren Leibovitz-
15 (L-15) (Gibco, USA, Ref: 11415-049) vasat1 kullanildi.

2.1.3.RNA Ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonu, ticari ekstraksiyon kiti (MagNA Pure LC Total Nucleic
Acid Isolation Kit, Roche, Germany, Product No. 03038505001) ve otomatik
ekstraksiyon cihazi (Roche MagNA Pure LC System) kullanilmak suretiyle yapildi.

2.1.4. Kantitatif Real Time RT-PCR

VNN viruslart RNA2 segmentinin T4 degisken bdlgesinin filogenetik
analizine gore dort genotipe (RGNNV, SINNV, BEFNNV, TPNNV) ayrilmaktadir ve
bu bolgeye spesifik rtRT-PCR ile saptanabilmektedir. Calismanin Kantitatif Real
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Time RT-PCR (qrtRT-PCR) testinde, VNN virusunun RNA2 segmentinin T4
degisken bolgesine gore dizayn edilen OIE (Anonim, 2014) tarafindan da Onerilen
Panzarin ve ark. (2010), tarafindan gelistirilen genetik dizilimdeki primer ve problar
kullanildi (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Real Time RT-PCR testinde kullanilan primer ve prob dizilimleri.

Primer Hedef | Nt 5’ = 3’ Dizilim Amplikon | Referans

Bolge | Pozisyonlari Biiyiikliigii | Yayin
(be)

RNA2 392-410 CAA-CTG-ACA-RCG-AHC-ACA-C Panzarin

Forward ve ark.,

RNA2 RNA2 445-460 CCC-ACC-AYT-TGG-CVA-C 69 2010

Reverse

RNA2 422-442 TYC-ARG-CRA-CTC-GTG-GTG-CVG*

Prob

*Reporter; FAM, quencher; BHQ1

Kantitatif Real Time RT-PCR testinde ticari kit (Real Time Ready Virus
Master, Roche, Germany, Cat. No. 05 992 877 01) ve Real Time RT-PCR cihazi
(Roche LightCycler® 480 Multiwell Plate 96) kullanildu.

2.1.5.cDNA Sentezi, PCR ve Dizi Analizi

Pozitif bulunan Orneklerin hem uzun siire saklanmasi hem de dizi
analizlerinin  yapilabilmesi amaciyla RNA ekstraklarindan cDNA sentezi
(Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, Roche, Germany, No. 04 379 012
001) yapildi. Kismi ve tiim genom dizi analizi amaciyla pozitif 6rnek CDNA’larindan
ticari kit (FastStart High Fidelity PCR System, dNTPack Roche, Germany, Cat. No.
04 738 292 001) kullanilarak PCR yapildi1 (Techne TC-412, United Kingdom). Kismi
ve tim genom dizi analizleri i¢in yapilan PCR’larda kullanilan primer dizilimleri

Cizelge 2.5 ve 2.6’de gosterilmistir.

Pozitif bulunan oOrneklerin Oncelikle hangi genotipe ait oldugunun
belirlenmesi amaciyla, virusun iki segmentine (RNA1 ve RNA-2) ayri ayr1 olarak
kismi dizileme yapildi. Dizileme iglemleri ticari bir firmaya hizmet alimi1 yontemiyle
yaptirildi. Gelen sonuglarin diizeltme ve eslestirme islemleri DNADynamo programi

ile yapildi. Elde edilen sonuglar, GenBank’ta yakm bulunan dizilimler ve virusun
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tim referans genotiplerinin dizilimleri ile MEGA6 programi ile eslestirildi ve

filogenetik analizleri yapildi. Filogenetik analiz ile genotipi belirlenen 6rneklerden

de virusun iki segmentine (RNAL ve RNA-2) ayr1 ayri1 olarak tiim genom ¢aligmalar1

yapildi.

Cizelge 2.5. Kismi dizilemede kullamlan primerler ve iiriin biiytikliikleri.

No Hedef Primer Primer Dizilimi (5" > 3) “Arnp'l'lilion Referans
Segment | Adi Biiyiikliigii (bg) Yayin
VNNV1 ACACTGGAGTTT GAAATT CA
1 RNA2 605
VNNV2 GTCTTGTIGAAGTTGTCC CA Toffolo
VNNV5 GTT GAG GAT TAT CGC CAACG ve ark., 2007.
2 RNAL VNNV8 CAG CAACACGGT AGTG 4r8
FOR521 | ACG TGG ACA TGC ATG AGT TG Bovo ve ark., 2011,
3 RNA1 630 Toffolo ve ark,
VNNV6 ACC GGC GAACAG TAT CTG AC 2007.

Cizelge 2.6. Tiim genom dizilemede kullanilan primerler ve iirlin biiyiikliikleri (Panzarin
ve ark., 2014).

No Seng:s;t Primer Ad: Primer Dizilimi (5 —> 3) Bﬁ;f?{ﬁ’ég’?bq)

. RNAL 283 _5f TAA CAT CAC CTT CTT GCT o7
RNAL_856_874r GGT GCT CAC CCA TCT TGA

) RNAL_684_705f GAA CTA CAA CCA GGA TAC CAT G oo
RNAL 1346 1367r | GAC TCA CTT GGA AAT ACA

5+ |y | RNALLIZAL145F | ACAATT TGT CAG ATACTG "
RNAL 1955 1973r | TGA CAG CAG GTG CTT GG

. RNAL 1750_1769f | TCA ATG CCA ACG CAC ACA e
RNAL 2488 2507r | TTC ACC CAG AAT GGA ATG

- RNAL 2200 2221f | GGC TTT GAC TTG AAG ATA 003
RNAL RG._ 3r CGA AGC GTA AGA CAG CA

) RNA2_283_5f TAA TCC ATC ACC GCT TTG co3
RNA2_578_597r GCT GCC AAC ACA CAG GA

, VNNV ACA CTG GAG TTT GAA ATT CA w0

anpp | VNNV2* GTC TTG TTG AAG TTG TCC CA

Z RNA2_283 818 837f | CAT TGA CTA CAA CCT TGG AG e
RNA2 1206 1227r | CAA TGG TAC CAA CAA TAG

. RNA2_1041_1050f | GGA AAA CTA ACC GGG TC 209

RNA2_283 3r

CCG AGT TGA GAA GCG AT

*Toffolo ve ark., 2007
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2.1.6. Pozitif Kontrol ve Plazmid

VNN OIE Referans Laboratuvari (Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle
Venezie, Dipartimento di Ittiopatologia, Italy)’ndan temin edilen referans
betanodavirus pozitif kontrol olarak kullanildi. Plazmid klonlamada ticari Kit
kullanild1 (InsTAclone PCR Cloning Kit, #K1213, #K1214, Thermo Scientific, USA,
Pub. No. MAN0012706).

2.2. Yontem

2.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Kuluckahane ve yetistirme isletmelerinden saglanan balik numunelerine
Otanazi (Tricaine methane sulfonate (TMS, MS 222) 500 mg/L, Benzokain hydrklorit
250 mg/L) yapildiktan sonra, biitiin 6rnekler absorban kapasitesi olan kagit ile
silindikten sonra plastik ornek tasima ambalajina yerlestirilip dogrudan kalin duvarl
strafor kutular i¢inde buz veya buz akiileri ile desteklenerek soguk zincirde en ge¢ 48
saat igerisinde laboratuvara wulastirildi. Herhangi bir pozitifligin saptanmasi
durumunda gerek ornek ile ilgili gerekse Orneklerler arasi bir korelasyonun olup
olmadigiin belirlenmesi amaciyla, gelen tiim 6rneklerin boy, agirlik ve yas bilgileri

kaydedildi. Ornekler boy, agirlik ve yas dzeliklerine gore gruplandirild (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Levrek orneklerinin gruplandirilmasi. A: Y-16 Yetistirme Isletmesi: biiyiik boy:
31 cm, 385 g; orta boy: 26 cm, 205 g; kiigiik boy: 15 cm, 45 g. B: K-14 Kulugkahanesi: alt: 6
cm, 1,57 g; iist: 6,3 cm, 2,24 g.
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Calismada laboratuvar ortaminda aseptik sartlarda dollenmis yumurta,
prelarva, ve postlarva baliklar biitiin olarak; fry baliklarda tiim kafa; fingerling ve
daha biiyiik baliklarda ise beyin, spinal kord ve g6z alind1 (Sekil 2.2). Baliklarin yas,
agirlik ve boylar1 dikkate alinarak farkli sayida baliktan bir grup/havuz olusturuldu.
Steril havanda pens ve makas yardimiyla pargalara ayrildiktan sonra steril kum (Sea
sand, Merck, Germany, CAS-No: 14808-60-7) ile ezilerek, % 2 FBS, % 1 antibiyotik
iceren EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) (Sigma-Aldrich, United
Kingdom, Product No: MA4655) vasati ile 1/10 oraninda homojenize edildi.
Homojenizatlar 15 ml hacimdeki steril santrifiij tiiplerine (Sarstedt, Germany, Ref:
62.554.502) aktarildiktan sonra +4 °C ve 3500 rpm’de santrifiij (ThermoFisher SL
16R, Germany) edildi ve elde edilen siipernatantlar 0.45 pm’lik membran filtreden
(Sartorius, USA) gecirilerek inokulumlar hazirlandi. Inokulumlara ilgili kod
numaralar1 yazilarak 2 ml’lik cryoviallere (CRYO.S, greiner bio-one, Germany, Ref:
122278) boliindii ve kullanilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

Sekil 2.2. Biiyiik boy baliga ait beyin ve omurilik.

2.2.2.Pozitif Kontrol ve Plazmid Klonlama

Real Time RT-PCR optimizasyonu ve c¢aligma testlerinde kullanilmak {izere
referans betanodavirus plazmide klonlandi. Virusun RNA ekstraksiyonu yapildi.
RNA2 segmentinin T4 degisken bolgesi OIE Aquatic Manual (Anonim, 2014)
tarafindan Onerilen metoda gore (Panzarin ve ark., 2010) 69 b¢’lik kismi amplifiye

edilerek kit protkoliine uygun olarak plazmide klonlandi. Plazmid ekstraksiyonundan
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sonra nanodrop cihazi ile DNA miktar1 90 ng/pl olarak belirlendi. Yapilan hesap
neticesinde (Anonim, 2016) 2.82 x 10™ kopya/ul DNA konsantrasyonunda oldugu
belirlendi.

2.2.3.RNA Ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonu, bolim 2.1.3’te bildirilen ticari ekstraksiyon Kiti
kullanilarak otomatik ekstraksiyon cihazinda yapildi. Bu amagla homojenizatlardan
elde edilen siipernatantlardan 200’er pl alinarak 32 gozlii ekstraksiyon pleytlerine
konuldu. RNA ekstraksiyonu ticari Kkitin protokiiline uygun olarak yapildi.
Ekstraksiyon isleminin dogrulanmasi ve olast c¢apraz kontaminasyonun tespit
edilmesi amaciyla, her ekstraksiyon isleminde her ekstraksiyon pleytine pozitif
kontrol ve negatif kontrol konuldu. Pozitif kontrol olarak referans betanodavirus,
negatif kontrol olarak ise materyal hazirlama asamasinda kullanilan EMEM vasati

kullanildi. Elde edilen ekstraktlar kullanilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

2.2.4. Kantitatif Real Time RT-PCR Optimizasyonu

Balik hastaliklar1 Ulusal Referans Laboratuvari olan Izmir/Bornova Veteriner
Kontrol Enstitiisii laboratuvarlarinda VNN virusunun teshisinde hali hazirda hiicre
kiiltiirinde (SSN-1) virus izolasyonu ve devaminda Nested PCR metodu
kullanilmaktadir. Tez calismasmin amaglarindan biri de OIE tarafindan Onerilen
teshis metodunun referans laboratuvar sartlarina optimize edilmesi ve rutin
kullanimda yerini almasidir. Bu amacla, OIE (Anonim, 2014) tarafindan Onerilen,
Panzarin ve ark. (2010), tarafindan VNN virusunun RNA2 segmentinin T4 degisken
bolgesine gore dizayn edilen primer ve problar kullanilarak gelistirilen kantitatif

Real-Time RT-PCR (qrtRT-PCR) metodunun optimizasyon ¢alismasi yapildi.

Optimizasyon kapsaminda qrtRT-PCR metodunun lineer tespit araligi,
analitik sentitivite, spesifite ve tekrarlanabilirlik ve tekrar tretilebilirlik ¢alismalar1

yapildi. Standart egrinin elde edilmesi ile qrtRT-PCR testinin sensitivite ve etkinligi
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degerlendirildi. Optimizasyon ¢alismalarinda Boliim 2.1.6°’da bildirilen ve viral
yiikii tespit (Boliim 2.2.2) edilen plazmid DNA’s1 kullanild.

2.2.4.1. Mastermiks Bilesimi ve PCR Kosullari

VNN virusunun tespit edilmesi i¢in yapilan Real Time RT-PCR isleminde
ticari kit (Real Time Ready Virus Master, Roche, Cat. No. 05 992 877 01) ve Real
Time PCR cihazi (Roche LyghtCycler ® 480 Multiwell Plate 96) kullanildu.
Mastermiks kit protokoliine gore hazirlandi (Cizelge 2.7).

Cizelge 2.7. qrtRT-PCR mastermiks hazirlamada kullanilan reagentlar ve miktarlari.

Reagent 1 Ornek icin (ul)

H,O 9,1
F primer (10 pMol) 0,5
R primer (10 pMol) 0,5
Prob (10 pMol) 0,5
5x Buffer 4

Enzim 0,4
RNA miktari 5

Toplam hacim 20

Buz lizerinde hazirlanan mastermiks, 96 gozlii Real Time PCR pleytlerine
(Roche LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, White, Germany, Ref: 04 729 692 001)
15’er pl konulduktan sonra iizerlerine 5’er pul 6rnek, pozitif kontrol ve negatif kontrol
eklendi. Pleyt lizeri seffaf bant ile kapatildiktan sonra 1500g’de +4 °C’de 2 dk
santrifiij edildi ve PCR cihazmm karoseline yerlestirildi. Cizelge 2.8’de bildirilen
reaksiyon kosullart uygulanarak rtRT-PCR testi yapildi ve sonuglar cihaza bagh
bilgisayar ekraninda degerlendirildi.
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Cizelge 2.8. qrtRT-PCR reaksiyonu sicaklik/siire kosullar1 ve dongii sayilari.

BT Komplementer DNA’ya ¢evrilme 53°C 4 dakika
50°C 6 dakika
(1 Déngi) ___ _
RT inhibisyonu 95°C 65 saniye
On Denatiirasyon 95°C 10 saniye
PCR _
Baglanma ve sentez 54°C 30 saniye
(45 Dongi) _
Uzama 72°C 1 saniye

Pozitif Orneklerdeki floresan 1sildama ve buna bagl logaritmik artig
bilgisayar ekraninda goriintiilendi. Bilgisayar programinin hesaplamasiyla pozitif

orneklerin Cycle threshold (Ct) degerleri okundu ve degerlendirildi.

2.2.4.2. Analitik Sensitivite ve Minimum Tespit Limiti

Plazmid DNA’sinin 10 kath seri sulandirmalari, baslangic viral yiik orani 10°,
son diliisyonu teorik olarak hic viral yiik icermeyecek sekilde 10™"’e kadar yapilarak
her diliisyondan ii¢ kez konulmak suretiyle qrtRT-PCR yapildi. Testin slope degeri,
etkinligi, verimliligi ve R? degeri hesapland1 ve gegerlilikleri kontrol edildi. Sonuglar
analitik sensitivite ve minimum saptama limiti yoniinden degerlendirildi.
Diliisyonlardan elde edilen Ct degerleri, plazmid DNA’smin viral yiiki ile
karsilagtirilarak hangi Ct degerinin hangi viral yiikii tespit ettigi degerlendirildi.

2.2.4.3. Spesifite

Testin diger balik viruslar1 ile herhangi bir ¢apraz reaksiyon verip
vermediginin arastirilmasi amaciyla VNN virusu, Infeksiydz Pankreatik Nekrozis
(IPN), Viral Hemorajik Septisemi (VHS) ve Infeksiyoz Hematopoetik Nekrozis

(IHN) viruslar1 ve negatif kontrol ayn1 protokol ile test edilmistir.
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2.2.4.4. Tekrarlanabilirlik ve Tekrar Uretilebilirlik

Testin tekrarlanabilirlik ve tekrar tretilebilirliginin belirlenmesi, ayni test
icindeki ve testler arasindaki uyumun saptanmasi amaciyla degisim katsayilari
(coefficient of variation-CV) degerlendirildi. Test i¢indeki uyumun belirlenmesi
amaciyla diisiik diliisyondaki (10®), orta diliisyondaki (10®) ve yiiksek diliisyondaki
(10?) ii¢ 6rnek ve her bir diliisyon ii¢ tekrarli olarak iki kisi tarafindan ii¢ farkli

giinde ¢alisild1.

2.2.5. Pozitif Orneklerde Viral Yiik Tespiti

Calismada rtRT-PCR testi ile pozitif bulunan 6rneklerin viral yiikleri, analitik
sensitivitesi belirlenen kantitatif metotla elde edilen ve viral yiikii bilinen standard
diliisyon ile ayni reaksiyonda amplifiye edilerek belirlendi. Bu amagla, pozitif
bulunan 6rnekler kopya miktar1 bilinen plazmid DNA ile ayni reaksiyonda amplifiye
edilerek bilgisayar programi yardimiyla viral yiikleri hesaplandi. Viral yiikler hiicre
kiiltliriinde virus izolasyonu ¢alismalarindan once ve sonra ayri ayri hesaplanarak

aradaki farklar degerlendirildi.

2.2.6. Molekiiler Cahismalar
2.2.6.1. cDNA Sentezi

Pozitif bulunan RNA ekstraktlari, filogenetik analizlerinin yapilmasi amaciyla,
Bolim 2.1.5°te bildirilen ticari kit ve cihaz kullanilarak ¢cDNA’ya doniistiiriildii.
cDNA sentezinde kullanilan reagentler ve reaksiyon kosullar1 Cizelge 2.9’da

gosterilmistir.
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Cizelge 2.9. cDNA sentezinde kullanilan reagentler ve reaksiyon kosullari.

Reagent 1 Ornek icin (ul) Reaksiyon Kosullar
Random Hexamer Primer, 00 pmol/pl 2 .
65°C 10 dakika

H,O 3,5
. Sonrasinda buz iizerinde
Ornek RNA 7,5 muhafaza
Toplam Hacim 13
Transcriptor Reverse Transcriptase
Reaction Buffer, 5% conc. 4
Protector RNase Inhibitor, 0,5 25°C 10 dakika
40 U/ul .

. . 55°C 30 dakika
Deoxynucleotide Mix, 10 mM each 2
Transcriptor Reverse Transcriptase,
20 U/ul 0,5
Toplam hacim 20

2.2.6.2. Kismi Genom Dizileme ve Filogenetik Calismalar

Pozitif bulunan Orneklerin tiim genom dizilemelerinin yapilabilmesi i¢in
gerekli olan genotiplendirme, kismi dizileme ile yapildi. ¢cDNA’ya doniistiiriilen
pozitif 6rneklerin RNA1 ve RNA2 segmentlerini hedef alan kismi dizilemeleri i¢in,
Cizelge 2.5’te bildirilen primer ¢iftleri kullanilarak PCR yapildi. Kismi ve tiim
genom dizileme i¢in yapilan PCR testleri ¢izelge 2.10’da bildirilen mastermiks
bilesimi ve Cizelge 2.11°de belirtilen reaksiyon kosullarinda gergeklestirildi. Elde
edilen amplikonlar DNA yiikleme boyasi (6x Loading Dye, Thermo Scientific, USA,
R0611) ile muamele edilerek 0,5 ug/ml ethidium bromide (Nalgene Fisher Scientific,
BP-1302-10, USA) igceren % 1,5’luk agaroz (Sigma, USA) jele aktarildi. Uriin
biiylikligiiniin tespit edilebilmesi amaciyla ayrica 100 bg’lik marker (GeneRuler 100
bp DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, Litvanya, SM0241COMPONENTA) ilk
tarak goziine konuldu. Elektroforez igslemi 80 voltta 60 dakika siirdiiriildii. Daha
sonra agaroz jel, goriintilleme cihazinda (Vilber Lourmat, EEC, France) incelendi.
Cizelge 2.5’te bildirilen b¢’lerde elde edilen bantlar pozitif olarak kabul edildi.
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Cizelge 2.10. Kismi ve tiim genom dizileme i¢in yapilan PCR’da mastermiks bilesimi

Reagent 1 6rnek i¢cin (ul) Son Hacim
H,0 34,5
10x Buffer 5 1,8 mM MgCl,
dNTP miks 1 200 uM
Enzim 0,5 25U
F primer (10 pMol) 2 0,4 uM
R primer (10 pMol) 2 0,4 uM
Ornek cDNA 5
Toplam hacim 50

Cizelge 2.11. Kismi ve tiim genom dizileme i¢in yapilan PCR’da reaksiyon 1s1 kosullar1 ve
dongii sayilar.

1 Déngii On Denatiirasyon 95°C 2 dakika
Denatiirasyon 95°C 30 saniye

45 Dongii Baglanma ve sentez* 55°C 30 saniye
Uzama 72°C 1 saniye

1 Déngii Son Uzama 72°C 4 dakika

*RNALI segmentinin tiim genom analizinde 1. ve 5. bolgeler i¢in 50 °C kullanildt

Pozitif orneklerin PCR’larmdan elde edilen urtnlerin, virusun RNA1 ve RNA2
segmentlerinin  kismi dizilemeleri ticari bir firmaya (Microsynt, Balgach,
Switzerland) hizmet alimi ydntemiyle yaptirildi. Gelen sonuglarin diizeltme ve
eslestirme islemleri DNADynamo programi ile gergeklestirildi. Elde edilen
konsensiis niikleotid dizileri National Central for Biotechnology Information (NCBI)
(Altschul ve ark., 1990)’de Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) sisteminde
karsilastirildi ve dogrulandi. Tez c¢aligmasinda elde edilen pozitif Orneklerin
filogenetik analizleri i¢in izolatlarm RNA-1 ve RNA-2 kismi niikleotid dizileri (Ek-
3) ve genbanktan alinan referans dizilerinin (Ek-4, 5 ve 6) ¢oklu dizi hizalamalar1
MEGAG programi kullanilarak ClustalW metodu ile gergeklestirildi. Her iki segment
icin en iyi Protein/DNA modeli belirlenerek diziler arasi niikleotid benzerlik oranlar1
belirlendi. Komsu birlestirme (Neigbor-Joining-NJ) yontemi ile 1000 tekrarh
onyiikleme sekmesi (Bootstrap: 1000) secildi ve filogenetik agaglar olusturuldu

(Tamura ve ark., 2013).
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2.2.6.3. Tiim Genom Dizileme ve Filogenetik Calismalar

RNAI ve RNA2 segmentlerinin kismi niikleotid dizileri kullanilarak yapilan
filogenetik ¢aligmalarla genotipleri belirlenen pozitif betanodavirus izolatlariin tim
genom dizileri, RNA1 ve RNA2 segmentlerinin tim gen bdlgelerini kapsayacak
sekilde Cizelge 2.6’da bildirilen primer g¢iftleri kullanilarak Bolim 2.2.6.2°de
bildirilen reaksiyon kosullar1 ile amplifiye edildi. Amplifikasyonun Boliim 2.2.6.2°de
bildirilen goriintilleme yontemleri ile dogrulanmasindan sonra, amplikonlarin
dizilemeleri ticari olarak ayni firmaya yaptirildi. Gelen sonuglarmn diizeltme ve
eslestirme islemleri DNADynamo programi ile gerceklestirildi. Elde edilen
konsensiis niikleotid dizileri NCBI (Altschul ve ark., 1990)’de BLAST sisteminde
karsilastirildi ve dogrulandi.

Tez c¢alismasinda elde edilen pozitif orneklerin filogenetik analizleri i¢in
izolatlarin RNA-1 ve RNA-2 tiim genom niikleotid dizileri (EK-3) ve genbanktan
alinan referans dizilerinin (Ek-5 ve 6) ¢oklu dizi hizalamalar1t MEGA6 programi
kullanilarak ClustalW metodu ile gergeklestirildi. Filogenetik calismalarda izolatlarin
UTR 5' ve 3' bolgeleri kesilerek, RNAI i¢in Protein A’nmn kodlandigi tiim ORF;
RNA2 igin ise kapsid proteininin kodlandigi tiim ORF kullanildi. En iyi
Protein/DNA modeli belirlendikten sonra izolatlar ve referans izolatlarin benzerlik
oranlar1 belirlendi. NJ yontemi ile 1000 tekrarli 6nyilikleme sekmesi (Bootstrap:
1000) segildi ve filogenetik agaglar olusturuldu (Tamura ve ark., 2013). Tiim genom
niikleotid dizileri akdeniz havzasindan elde edilen izolatlar ve diinyanin ¢esitli
bolgelerinden elde edilen izolatlar ile karsilastirilarak niikleotid ve amino asit

farkliliklar1 degerlendirildi.
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2.2.7.Virus Izolasyonu

grtRT-PCR ile pozitif bulunan ve molekiiler ¢alismalar ile genotiplendirmesi
yapilan 6rneklerin hiicre kiiltiirlerinde izolasyon ¢alismasi yapildi. Stvi azot tankinda
muhafaza edilen SSN-1/E11 hiicre kiiltiirleri 25 °C’de, % 5-10 FBS, % 1 antibiyotik-
antimikotik iceren L-15 vasat1 ile 25-75 cm?lik flasklarda ¢ozdiiriildii. Yirmi bes
°C’de monolayer hiicre kiiltiirii olugsmasi i¢in 48-72 saat inkiibe edildi. Calisma hiicre
stoklarindan virus izolasyon g¢alismasinda kullanilmak tizere 24 saatte % 85-90

monolayer olacak sekilde 24 gozlii hiicre kiiltiirii pleytleri hazirlandi.

Pozitif 6rneklerden SSN-1/E11 hiicre kiiltiirtine her bir gruptan 1/10 ve 1/100
diliisyonunda inokiilasyon yapildi. Ayrica, her hiicre kiiltiirii pleytinde 2 géz L-15
vasati inokiile edilerek hiicre kontrol, 2 g6z de referans virus inokiile edilerek pozitif
kontrol olarak birakildi. Bir saat 25 °C’de adsorbsiyona birakildi ve PBS ile 3 kez
yikandiktan sonra, lizerine virus liretme vasati (% 2 FBS, % 1 antibiyotik-antimikotik
iceren L-15) ilave edildi. Kiiltiir sistemleri 25 °C’de inkube edildi ve sitopatik etki

yoniinden 10 giin boyunca izlendi.
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3. BULGULAR

3.1. Kantitatif Real Time RT-PCR Optimizasyonu

OIE tarafindan Onerilen Real time RT-PCR testinin, hem tez c¢alismasinda
toplanan Orneklerde virus tespitinde hem de balik hastaliklar1 ulusal referans
laboratuvarinda rutin teshiste kullanilmasi amaciyla optimizasyon calismasi yapildi.
Bu kapsamda, testin analitik sensitivitesi, spesifitesi, minimum saptama limiti ve

tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik ¢calismalar1 yapildi.

3.1.1. Analitik Sensitivite ve Minimum Tespit Limiti

OIE Aquatic Manual (Anonim, 2014) tarafindan 6nerilen metoda gore rtRT-
PCR testi yapildi. Plazmid DNA’nin 10 kath seri sulandirmalari, her diliisyondan ii¢
reaksiyon olusturacak sekilde dizayn edilen qrtRT-PCR testi ile her diliisyonun Ct
degeri ve DNA kopya miktar1 ile testin lineer teshis araligi ve minimum saptama
limiti belirlendi (Sekil 3.1 ve 3.2). Lineer teshis arahgmm 2,82 (2,82x10°)-
2.800.000.000 (2,82x10%°) kopya/ul arasinda oldugu belirlendi. Saptanabilen en
diisiik plazmid DNA diliisyonu 10-*° olarak tespit edildi. Molekiiler tanecik olarak
hesaplandiginda ise test ile en az 3 (3x10°) kopya/ul DNA iceren drneklerin tespit
edilebildigi degerlendirildi. Hesaplanan 10™ diliisyonunda matematiksel olarak
higbir DNA kopyasinin kalmamasi ve negatif olmasi gerektigi degerlendirildi.
Optimizasyon testi ile bulunan sonug, bu hipotez ile uyumlu bulundu ve negatif
bulundu. Minimum tespit limiti ise 10™ diliisyon, yani 2,8 (2,8x10°) kopya/u1 olarak
belirlendi. Bu diliisyonun Ct degerleri incelendiginde; 34,68, 35,52 ve 34,84 olarak
bulundu. Bu bilgiler 1s1ginda 35. Ct’ye kadar olan degerler pozitif, >35 Ct degerlerin

ise negatif olarak degerlendirilmesi kanaatine varildi (Sekil 3.1).
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Pos  MName Type cCP Concentration = Standard Status

= AT |4 Standard 19.08 2 44E6 2.82E6
= AB |4 Standard 18.90 2 TEEE 282E6
= A 4 Standard 18.92 2.72E6 282E6
B | A0 -5 Standard 2216 297ES 282E5
B | A11 -5 Standard 2218 292E5 282E5
B | A12 -5 Standard 22323 2.83E5 282E5
= B1 -6 Standard 2562 2 80E4 282E4
= B2 |6 Standard 2555 293E4 287E4
= B3 -6 Standard 2553 2497E4 252E4
= B4 -7 Standard 28.15 251E3 282E3
= B5 |-7 Standard 2893 292E3 282E3
= BE |-7 Standard 2503 272E3 282E3
= BT -8 Standard 3198 1.79E2 282E2
= B8 |-& Standard 31.69 2.50E2 282E2
= B3 -8 Standard 31.14 4 52E2 282E2
B | B10 -9 Standard 3359 2.26E1 2.82E1

B | B11 -9 Standard 3207 162E2 282E1

B | B12 -9 Standard 3393 1.38E1 282E1

= c1 |10 Standard 3468 4 35E0 282ED
= c2 |-10 Standard 35.52 1.07ED 282ED
= C3 |10 Standard 3484 3.32ED 282ED
= c4 -1 Megative Control

= Cc5 | -11 Megative Control

i ce |-11 Megative Control

i 1 | Negatif Kontrol Megative Control

i 02 | Negatif Kontrol Megative Control

i D3 | Megatif Kontrol Megative Control

Sekil 3.1. Plazmid DNA’nin farkli sulandirmalarmin Ct degerleri ve kopya miktarlari.

Niikleik asit konsantrasyonundaki azalmanin dogrusallik gdsterdigi, testin
verimliligi E= (107%°P*"") x 100 esitliginden E= (107>} x 100 = % 98 olarak
hesaplanarak belirlendi. Bu sonug testin tekrarlanabilir ve sensitivitesinin yiiksek
oldugunu gostermektedir (Sekil 3.2 ve 3.3). Real Time PCR testlerinde iyi bir
reaksiyonun verimliliginin % 90 ile % 110 arasinda (Broeders ve ark., 2014), slope
degerinin ise -3,58 ile -3,1 arasinda (Anonim, 2017c) olmas1 gerektigi
bildirilmistir. Analitik ¢alismada elde edilen slope degeri -3,373, verimlilik ise %
98 olarak bulunmus olup, sonuglar gegerli kabul edildi (Sekil 3.2, 3.3 ve Cizelge
3.2).
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Sekil 3.2. Plazmid DNA’nin farkli sulandirmalarinin amplifikasyon egrileri.

Standard Surwe

— 5td curve # Zamples |

Ermor 0.0182 E
Efficiency: 1.979 31:““\
Slope: -3.373 ] i
Yintercept: 37.43 1% ﬁ\“—a\
Link: ] *
ink: 2,510 e 30 \
a3 '
= 25
g 36 .
fud 24 \
iy .
20/ \
]

1] 05 1 15 a a5 3 35 4 45 5 55 ]
Log Concentration

Sekil 3.3. Standart egri.

Plazmid DNA’nm 10™ - 10™ diliisyonlarma ait Ct degerleri kullanilarak
standart egri olusturuldu (Sekil 3.3). Real Time testlerinde standart egrinin regresyon
katsayisinin(R?) >0,98 olmas: gerektigi bildirilmistir (Broeders ve ark., 2014). Tez
calismasida qrtRT-PCR testinde farkli diliisyonlarin ti¢ tekrarli Ct sonuglarina gore
elde edilen verilerin R? degeri 0,98 olarak hesaplandi1 ve gegerli kabul edildi (Cizelge
3.1).
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Cizelge 3.1. Plazmid DNA’nin farkli diliisyonlarinin {i¢ tekrarli Ct sonuglarina gore
regresyon degerleri

Regresyon Istatistikleri
Coklu R 0,99
R Kare 0,98
Ayarli R Kare |0,97
Standart Hata  |0,90

3.1.2. Spesifite

qrtRT-PCR testinin diger balik viruslar1 ile herhangi bir ¢apraz reaksiyon verip
vermediginin arastirilmasi amaciyla VNN, IPN, VHS ve IHN viruslar1 ve negatif
kontrol ayni protokol ile test edilmistir ve diger balik viruslarinda herhangi bir

pozitiflik bulunmamustir (Sekil 3.4).

Amplification Curves
— C1: WK — E1: IPH — EZ IHN — EF WHS — E4: Megatif Kontrol

47824
43824
3982
3582

g 3.182]
g 2782
g 2382
% 1.9824
S 15682
= 1182
0.782
0382
-0.0g

L} 10 15 20 F3 a0 25 40 45
Cycles

Abs Quanti2nd Derivative Max for Secicilik (Abs Quant/2Znd Derivative Max)

Results
Inc | Pos  Mame Type CP Concaniraion | Standand | Hatus
B | C1 VNN Unknowan 13.34
B | E1|IPN Linkncan
B | E2 [IHN Linkncran
B | E3 (WHS Lnkncran
E | E4 | Megalll Konirol Unknowan

Sekil 3.4. Optimize edilen grtRT-PCR test metodunun spesifitesi.
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Cizelge 3.2. qrtRT-PCR validasyon parametreleri ve sonuglari.

Validasyon Parametreleri Kabul/Red Kriterleri Hesaplamalar ve Sonugclar
Secicilik/ Spesifiklik % 100 % 100
Verimlilik (Etkinlik) <%90-110 % 98
Slope degeri -3,58-31 -3,373
Regresyon katsayisi (R%) >0,98 0,98
Yanlis Pozitif Cevap Oran %0 %0
Yanlis Negatif Cevap Orani %0 %0

3.1.3. Tekrarlanabilirlik ve Tekrar Uretilebilirlik

VNN virusunun T4 degisken bdlgesinin amplifikasyonunda ¢alismalar arasi
iretkenligi standart egri dongiisiiniin ii¢ kez tekrarlanmasi sonucu olusan Ct
degerlerinin ortalamalar1 alinarak bulundu. Her diliisyonun ¢ tekrarindan elde
edilen Ct degerlerinin ortalamalar1 ve standart hatalari1 hesaplanarak degisim
katsayilar1 (CV) % olarak hesaplandi ve testin tekrarlanabilir oldugu goriildi

(Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. qrtRT-PCR testinin tekrarlanabilirlik verileri ve test i¢i parametrelerin degisim
katsayilari.

Diliisyon | 1.tekrar 2.tekrar 3.tekrar Ortalama | Standart Hata | Degisim Katsayis1 (CV, %
Y g15 Y
10° 19,08 18,9 18,92 18,97 0,08 0,42
10° 22,16 22,18 22,23 22,19 0,03 0,13
10* 25,62 25,55 25,53 25,57 0,04 0,15
107 29,15 28,93 29,03 29,04 0,09 0,31
10° 31,98 31,69 31,14 31,60 0,35 1,10
107 33,59 32,07 33,93 33,20 0,81 2,44
107 35,52 34,68 34,84 35,01 0,36 1,04

Ug farkli diliisyonun (10'2, 107, 10'8) farkli iki kisi tarafindan ti¢ farkl
giinde calisildig: testlerde, bilinen dillisyonlarin sonuglart uyumlu bulundu. Test
ici ve testler arasi uyumun belirlenmesi i¢in sorumlu ve yedek personel tarafindan
yapilan qrtRT-PCR sonuglarina iliskin elde edilen ortalama Ct degerleri ve
degisim orani (CV) yiizdeleri hesaplandi (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. qrtRT-PCR testinin tekrar iiretilebilirlik sonuglar.

- Standart
Diliisyon . . | Ortalama Ct cv
Test Orazn Ct Degerleri Degerieri Hata (Test Igi) | 4 ~Ctl : Ségn(rf; cv
Tekrari (Test ici) ceerel P (Genel)

(Genel) | (Genel)
1.kisi | 2.kisi | 1.kisi | 2.kisi | 1.kisi | 2.kisi | 1.kisi | 2.kisi

102 [12,94| 13
10% |13,05| 12,8 | 13,03 | 12,88 0,09 | 0,10 | 0,66 | 0,81 | 12,96 011 | 0,82
102 |13,11|12,85
10°  [22,1122,34
10°  |22,16 | 22,19 22,17 | 22,27 | 0,06 | 0,08 | 0,27 | 0,34 | 22,22 0,07 | 0,33
10°  |22,23|22,28
10% 32,36 32,5
10® 32,51 32,6 | 32,39 (32,62 0,10 | 0,13 | 0,32 | 0,40 | 32,51 0,16 | 0,49
10%  |32,31(32,76

1. Hafta

102 | 14,15 14,27
102 | 14,01 13,9 | 14,03 |14,05| 0,12 | 0,19 | 0,83 | 1,39 | 14,04 0,02 0,12
102 |13,9213,98
10° | 24,39 22,86
2.Hafta| 10° |22,52|22,27|23,17|22,46| 1,06 | 0,34 | 458 | 1,53 | 22,82 0,50 2,18
10° | 22,59 | 22,26
108 |32,05 31,63
10°® 32,2 | 31,9 [32,01|31,76 | 0,21 | 0,14 | 0,65 | 0,43 | 31,89 0,18 0,55
108 |31,79 (31,76

102 |13,38|13,71
102 | 13,53 (13,74 13,43 |13,73| 0,08 | 0,02 | 0,62 | 0,11 | 13,58 0,21 1,53
102 |13,3913,73
10° |22,16|21,91
3.Hafta| 10° |[22,18| 21,9 |22,19|21,90| 0,04 | 0,01 | 0,16 | 0,03 | 22,05 0,20 | 0,92
10° |22,23] 21,9
10® |31,98(31,72
10® |31,69(31,92|31,60|31,88| 0,43 | 0,14 | 1,35 | 0,45 | 31,74 0,20 | 0,62
10% |31,14| 32

Genel 0,84

Ug farkli giinde yapilan testlerde hem test igi, hem testler arasi uyumun
belirlenmesi i¢in degisim oranlar1 hesaplandi. Test i¢i degisim oranlar1 en az 0,03,
en fazla 4,58; testler aras1 degisim oranlar1 ise en az 0,12, en fazla 2,18; tiim testlerin

ortalama degisim orani ise 0,84 olarak bulundu.
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3.2. Epidemiyolojik Veriler

Orneklerin toplanmasi sirasinda gergeklestirilen saha ¢alismasinda, levrek
kulugkahane ve vyetistirme isletmelerinden alinan anamnez bilgilerinde VNN
hastaligma iliskin olarak bir siiphe tecriilbe edilmedi. Baliklarm laboratuvar
sartlarinda testler i¢in hazirlamasi sirasinda da eksternal ve internal olarak herhangi
bir makroskobik patolojik bulguya rastlanmadi. Hem saha hem laboratuvar

calismasinda baliklar saglikli olarak degerlendirildi.

3.2.1.Levrek  Kuluckahanelerinde @~ VNN  Virusunun  Varhgimn

Arastirilmasi

Tez ¢alismasinda 2016-2017 yillarinda faaliyette olan toplam 5 ile ait 16 adet
kulugkahaneden ornekleme yapildi (Cizelge 3.5). Dollenmis yumurta, prelarva,
postlarva, fry ve fingerling boy levreklerden olusan 6rneklem gercevesinde, mevcut
kulugkahanelerin ¢alisma amaglarina gore farklilik gostermekle birlikte 16 farkl
kulugkahanenin 8’inden déllenmis yumurta (DY), 9’undan prelarva (PreL), 13’iinden
postlarva (PostL), 13’tinden fry (Fry) ve 9’undan da fingerling iiretim doneminden
ornekleme gergeklestirildi. Baz1 kuluckahanelerden ayni liretim donemine ait farkl

yas gruplarindan da ornekleme yapildi.

Cizelge 3.5. Orneklenen kulugkahaneler, 6rnek tiirleri, sayilari, drnekleme tarihleri ve test
sonuclar.

Elga il ilge iﬂgtdnde Tiir Yas Grubu ((‘}{gi) (S);;::;l: C)r_ll_ngﬁlﬁilne Sonuc¢
1 Izmir Dikili K-17 Levrek DY 1 30 13.12.2016 | Negatif
2 Izmir Dikili K-17 | Levrek DY 1 30 13.12.2016 | Negatif
3 Izmir Dikili K-17 | Levrek DY 2 30 13.12.2016 | Negatif
4 [zmir Dikili K-17 Levrek PreL 5 30 13.12.2016 | Negatif
5 [zmir Dikili K-17 Levrek PreL 5 30 13.12.2016 | Negatif
6 [zmir Dikili K-17 | Levrek PreL 5 30 13.12.2016 | Negatif
7 Aydin Didim K-2 Levrek PostL 15 30 21.12.2016 | Negatif
8 Aydin Didim K-2 Levrek PostL 20 30 21.12.2016 | Negatif

DY: Dollenmis Yumurta; PreL: Prelarva; PostL: Post larva
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Cizelge 3.5.Devam. Orneklenen kulugkahaneler, drnek tiirleri, sayilari, érnekleme tarihleri

ve test sonuglari.

Seal B e | Tar | YayGrubu | Y28 | Qrnek | Ornekdame | o
9 Aydin Didim K-2 Levrek PostL 25 30 21.12.2016 | Negatif
10 Aydin Didim K-2 Levrek PreL 4 30 21.12.2016 | Negatif
11 [zmir Cesme K-14 Levrek DY 1 30 03.01.2017 | Negatif
12 [zmir Cesme K-14 Levrek DY 1 30 03.01.2017 | Negatif
13 Izmir Cesme K-14 Levrek DY 3 30 03.01.2017 | Negatif
14 Izmir Cesme K-14 Levrek PreL 1 30 03.01.2017 | Negatif
15 Izmir Cesme K-14 Levrek PreL 2 30 03.01.2017 | Negatif
16 Izmir Cesme K-14 Levrek PreL 4 30 03.01.2017 | Negatif
17 Izmir Cesme K-14 Levrek PostL 16 30 03.01.2017 | Negatif
18 Izmir Cesme K-14 Levrek PostL 24 30 03.01.2017 | Negatif
19 Izmir Cesme K-14 Levrek PostL 35 30 03.01.2017 | Negatif
20 Izmir Aliaga K-12 Levrek DY 1 30 04.01.2017 | Negatif
21 Izmir Aliaga K-12 Levrek DY 2 30 04.01.2017 | Negatif
22 Izmir Aliaga K-12 Levrek PreL 2 30 04.01.2017 | Negatif
23 Izmir Aliaga K-12 Levrek PreL 2 30 04.01.2017 | Negatif
24 Mugla Milas K-9 Levrek DY 1 30 13.02.2017 | Negatif
25 Mugla Milas K-9 Levrek PreL 6 30 13.02.2017 | Negatif
26 Mugla Milas K-9 Levrek PostL 14 30 13.02.2017 | Negatif
27 Mugla Milas K-9 Levrek Fry 75 10 13.02.2017 | Negatif
28 Mugla Milas K-9 Levrek Fry 75 10 13.02.2017 | Negatif
29 Mugla Milas K-9 Levrek Fry 75 10 13.02.2017 | Negatif
30 Mugla Milas K-9 Levrek Fingerling 110 10 13.02.2017 | Negatif
31 Mugla Milas K-9 Levrek Fingerling 110 10 13.02.2017 | Negatif
32 Mugla Milas K-9 Levrek Fingerling 110 10 13.02.2017 | Negatif
33 Mugla Milas K-6 Levrek DY 1 30 13.02.2017 | Negatif
34 Mugla Milas K-6 Levrek PreL 3 30 13.02.2017 | Negatif
35 Mugla Milas K-6 Levrek PostL 37 30 13.02.2017 | Negatif
36 | Canakkale | Lapseki | K-18 Levrek DY 1 30 15.02.2017 | Negatif
37 | Canakkale | Lapseki | K-18 Levrek PreL 2 30 15.02.2017 | Negatif
38 | Canakkale | Lapseki | K-18 Levrek PostL 30 30 15.02.2017 | Negatif
39 Izmir Cesme K-14 Levrek Fry 42 15 07.03.2017 | Negatif
40 [zmir Cesme K-14 Levrek Fry 49 15 07.03.2017 | Negatif
41 [zmir Cesme K-14 Levrek Fingerling 130 10 07.03.2017 | Negatif
42 [zmir Cesme K-14 Levrek Fingerling 130 10 07.03.2017 | Negatif
43 [zmir Cesme K-14 Levrek Fingerling 130 10 07.03.2017 | Negatif

DY: Dollenmis Yumurta; PreL: Prelarva; PostL: Post larva
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Cizelge 3.5.Devam. Orneklenen kulugkahaneler, érnek tiirleri, sayilari, 6rnekleme tarihleri

ve test sonuglari

Seal B e Tar | Yas Grubu | 3o | Ornek | Orneweme | gopy
44 [zmir Dikili K-13 Levrek DY 1 30 16.03.2017 | Negatif
45 [zmir Dikili K-13 Levrek PreL 4 30 16.03.2017 | Negatif
46 Izmir Dikili K-13 Levrek PostL 25 15 16.03.2017 | Negatif
47 Izmir Dikili K-13 Levrek PostL 35 15 16.03.2017 | Negatif
48 Izmir Dikili K-13 Levrek Fry 59 10 16.03.2017 | Negatif
49 Izmir Dikili K-13 Levrek Fry 59 10 16.03.2017 | Negatif
50 Izmir Dikili K-13 Levrek Fry 59 10 16.03.2017 | Negatif
51 Izmir Dikili K-13 Levrek Fry 73 10 16.03.2017 | Negatif
52 Izmir Dikili K-13 Levrek Fry 73 10 16.03.2017 | Negatif
53 Izmir Dikili K-13 Levrek Fry 73 10 16.03.2017 | Negatif
54 Mugla Milas K-11 Levrek PostL 28 30 28.03.2017 | Negatif
55 Mugla Milas K-8 Levrek DY 1 30 28.03.2017 | Negatif
56 Mugla Milas K-8 Levrek DY 1 30 28.03.2017 | Negatif
57 Mugla Milas K-8 Levrek DY 1 30 28.03.2017 | Negatif
58 Mugla Milas K-8 Levrek PostL 35 15 28.03.2017 | Negatif
59 Mugla Milas K-8 Levrek PostL 35 15 28.03.2017 | Negatif
60 Mugla Milas K-8 Levrek Fry 75 10 28.03.2017 | Negatif
61 Mugla Milas K-8 Levrek Fry 75 10 28.03.2017 | Negatif
62 Mugla Milas K-8 Levrek Fry 75 10 28.03.2017 | Negatif
63 Mugla Milas K-6 Levrek Fry 79 10 28.03.2017 | Negatif
64 Mugla Milas K-6 Levrek Fry 79 10 28.03.2017 | Negatif
65 Mugla Milas K-6 Levrek Fry 79 10 28.03.2017 | Negatif
66 Mugla Milas K-6 Levrek Fingerling 92 10 28.03.2017 | Negatif
67 Mugla Milas K-6 Levrek Fingerling 92 10 28.03.2017 | Negatif
68 Mugla Milas K-6 Levrek Fingerling 92 10 28.03.2017 | Negatif
69 Mugla Milas K-10 Levrek PostL 40 15 28.03.2017 | Negatif
70 Mugla Milas K-10 Levrek PostL 40 15 28.03.2017 | Negatif
71 Mugla Milas K-10 Levrek Fry 120 10 28.03.2017 | Negatif
72 Mugla Milas K-10 Levrek Fry 120 10 28.03.2017 | Negatif
73 Mugla Milas K-10 Levrek Fry 120 10 28.03.2017 | Negatif
74 Mugla Milas K-10 Levrek Fingerling 140 10 28.03.2017 | Negatif
75 Mugla Milas K-10 Levrek Fingerling 140 10 28.03.2017 | Negatif
76 Mugla Milas K-10 Levrek Fingerling 140 10 28.03.2017 | Negatif
77 [zmir Dikili K-17 Levrek PostL 23 30 12.04.2017 | Negatif
78 [zmir Dikili K-17 Levrek Fry 53 30 12.04.2017 | Negatif

DY: Dollenmis Yumurta; PreL: Prelarva; PostL: Post larva
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Cizelge 3.5.Devam. Orneklenen kulugkahaneler, drnek tiirleri, sayilari, érnekleme tarihleri

ve test sonuglari

Seal B e | Tar | YayGrubu | Y28 | Qrnek | Ornekdame | o
79 Izmir Dikili K-17 Levrek Fry 64 30 12.04.2017 | Negatif
80 Izmir Dikili K-17 Levrek Fry 73 30 12.04.2017 | Negatif
81 Izmir Cesme K-15 Levrek Fry 56 30 24.04.2017 | Negatif
82 Izmir Cesme K-15 Levrek Fry 60 30 24.04.2017 | Negatif
83 Izmir Cesme K-15 Levrek Fry 70 30 24.04.2017 | Negatif
84 Izmir Cesme K-15 Levrek Fingerling 96 10 24.04.2017 | Negatif
85 Izmir Cesme K-15 Levrek Fingerling 96 10 24.04.2017 | Negatif
86 Izmir Cesme K-15 Levrek Fingerling 96 10 24.04.2017 | Negatif
87 Izmir Cesme K-15 Levrek Fingerling 104 10 24.04.2017 | Negatif
88 Izmir Cesme K-15 Levrek Fingerling 104 10 24.04.2017 | Negatif
89 Izmir Cesme K-15 Levrek Fingerling 104 10 24.04.2017 | Negatif
90 Izmir Cesme K-15 Levrek Fingerling 125 10 24.04.2017 | Negatif
91 Izmir Cesme K-15 Levrek Fingerling 125 10 24.04.2017 | Negatif
92 Izmir Cesme K-15 Levrek Fingerling 125 10 24.04.2017 | Negatif
93 Adana Karatag K-1 Levrek PostL 15 30 08.05.2017 | Negatif
94 Adana Karatas K-1 Levrek Fry 70 10 08.05.2017 | Negatif
95 Adana Karatas K-1 Levrek Fry 70 10 08.05.2017 | Negatif
96 Adana Karatas K-1 Levrek Fry 70 10 08.05.2017 | Negatif
97 Adana Karatag K-1 Levrek | Fingerling | 115 10 08.05.2017 | Pozitif
98 Adana Karatas K-1 Levrek | Fingerling | 115 10 08.05.2017 | Pozitif
99 Adana Karatas K-1 Levrek | Fingerling | 115 10 08.05.2017 | Pozitif
100 | Aydin Didim K-4 Levrek PostL 37 15 31.05.2017 | Negatif
101 | Aydin Didim K-4 Levrek PostL 37 15 31.05.2017 | Negatif
102 | Aydin Didim K-4 Levrek Fry 65 15 31.05.2017 | Negatif
103 | Aydin Didim K-4 Levrek Fry 65 15 31.05.2017 | Negatif
104 | Aydin Didim K-4 Levrek Fingerling 93 10 31.05.2017 | Negatif
105 | Aydin Didim K-4 Levrek Fingerling 93 10 31.05.2017 | Negatif
106 | Aydin Didim K-4 Levrek Fingerling 93 10 31.05.2017 | Negatif
107 | Aydin Soke K-3 Levrek PreL 3 30 31.05.2017 | Negatif
108 | Aydin Soke K-3 Levrek PostL 27 30 31.05.2017 | Negatif
109 | Aydin Soke K-3 Levrek Fry 68 10 31.05.2017 | Negatif
110 | Aydin Soke K-3 Levrek Fry 68 10 31.05.2017 | Negatif
111 | Aydin Soke K-3 Levrek Fry 68 10 31.05.2017 | Negatif
112 | Aydin Soke K-3 Levrek Fingerling 117 10 31.05.2017 | Negatif
113 | Aydin Soke K-3 Levrek Fingerling 117 10 31.05.2017 | Negatif

DY: Dollenmis Yumurta; PreL: Prelarva; PostL: Post larva
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Cizelge 3.5.Devam. Orneklenen kulugkahaneler, drnek tiirleri, sayilari, érnekleme tarihleri
ve test sonuglari

Seal B ferne | Tar | YasGrubu | Yo | Ornek | Orneweme | gopy
114 Aydin Soke K-3 Levrek Fingerling 117 10 31.05.2017 | Negatif
115 | Canakkale | Lapseki | K-18 Levrek PostL 45 30 06.06.2017 | Negatif
116 | Canakkale | Lapseki K-18 Levrek Fry 63 15 31.07.2017 | Negatif
117 | Canakkale | Lapseki K-18 Levrek Fry 63 15 31.07.2017 | Negatif
118 | Canakkale | Lapseki K-18 Levrek Fry 63 15 31.07.2017 | Negatif
119 | Canakkale | Lapseki K-18 Levrek Fry 63 15 31.07.2017 | Negatif
120 | Canakkale | Lapseki K-18 Levrek Fry 68 15 31.07.2017 | Negatif
121 | Canakkale | Lapseki K-18 Levrek Fry 68 15 31.07.2017 | Negatif
122 | Canakkale | Lapseki K-18 Levrek Fingerling 80 15 31.07.2017 | Negatif
123 | Canakkale | Lapseki K-18 Levrek Fingerling 80 15 31.07.2017 | Negatif

124 | Canakkale | Lapseki K-18 Levrek Fingerling 100 10 31.07.2017 | Negatif
125 | Canakkale | Lapseki K-18 Levrek Fingerling 100 10 31.07.2017 | Negatif
126 | Canakkale | Lapseki K-18 Levrek Fingerling 100 10 31.07.2017 | Negatif
127 | Canakkale | Lapseki K-18 Levrek Fingerling 120 10 31.07.2017 | Negatif
128 | Canakkale | Lapseki K-18 Levrek Fingerling 120 10 31.07.2017 | Negatif
129 | Canakkale | Lapseki K-18 Levrek Fingerling 120 10 31.07.2017 | Negatif
130 Aydin Didim K-5 Levrek Fingerling 115 30 02.08.2017 | Negatif

131 Aydin Didim K-5 Levrek Fingerling 95 15 02.08.2017 | Negatif

132 Aydin Didim K-5 Levrek Fingerling 95 15 02.08.2017 | Negatif

133 Aydin Didim K-2 Levrek Fry 59 10 02.08.2017 | Negatif

134 | Aydin Didim K-2 Levrek Fry 59 10 02.08.2017 | Negatif

135 | Aydin Didim K-2 Levrek Fry 59 10 02.08.2017 | Negatif
Toplam 135 Grup 2460 Ornek

DY: Dollenmis Yumurta; PreL: Prelarva; PostL: Post larva

Tim kulugkahanelerden saglanan farkli yas grubundaki toplam 2460 adet
yavru levrek Orneginden 135 c¢alisma grubu olusturuldu. Yas donemleri
degerlendirildiginde, 15 grup dollenmis yumurta, 14 grup prelarva, 22 grup
postlarva, 43 grup fry, 41 grup fingerling boy baliktan virus arastirmasi yapildi
(Cizelge 3.6., Sekil 3.5). Orneklenen yavru levreklerin yas gruplarina gore
dagilimlart Sekil 3.6°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.6. Yavru levrek orneklerinin yas gruplarma gore iller bazinda dagilimu.

iller DY PreL PostL Fry Fingerling Toplam
Adana - 1 3 3 7
Aydin 2 6 8 9 25
Canakkale 1 1 2 6 8 18
[zmir 9 9 6 14 12 50
Mugla 5 2 7 12 9 35
Toplam 15 14 22 43 41 135
16
14
12
H DY
10
M Fingerling
8
W Fry
6 M PostL
4 W PreL
2
0
Adana Aydin  Canakkale izmir Mugla

Sekil 3.5. Yavru levrek orneklerinin yas gruplarina gore iller bazinda dagilima.

PreL DY
10% 11%
PostL
16%

Fingerling

31%

Sekil 3.6. Yavru levrek orneklerinin yas gruplara gore yiizdelik dagilimlari.

Ornekleme mevsimsel dagilimlar1 incelendiginde 38 grup Aralik-Ocak-Subat
aylarinda; 76 grup Mart-Nisan-Mayis aylarinda, 21 grup ise Haziran-Temmuz ve
Agustos aylarinda 6rneklendi (Cizelge 3.7). Yavru levreklerin yas gruplarina gore

orneklenme zamanlar1 Sekil 3.7°te gosterilmistir.
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Cizelge 3.7. Yavru levrek 6rneklerinin yas gruplarma gore aylar bazinda érnekleme sayilari.

Aylar DY PreL PostL Fry Fingerling Toplam
Ocak 5 5 3 - - 13
Subat 3 3 3 3 3 15
Mart 4 1 7 17 9 38
Nisan - - 1 6 9 16
Mayis - 1 4 8 9 22
Haziran - - 1 - - 1
Temmuz - - - 6 8 14
Agustos - - - 3 3 6
Aralik 3 4 3 - - 10
Toplam 15 14 22 43 41 135
18
16
14
12
m DY
10
M Fingerling
8
Fry
6 M PostL
4 ® Prel
2
0

Sekil 3.7. Yavru levrek drneklerinin yas gruplarina gore aylar bazinda 6rnekleme sayilari.

Orneklemelerin yapildigi kuluckahanelerde giincel su 1silari, déllenmis
yumurta tanklarnda 15 °C, prelarva tanklarinda 15-16 °C, postlarva tanklarida 16-
20 °C, fry tanklarinda 16-22 °C, fingerling tanklarinda ise 20-24 °C olarak 6lgiildii.

grtRT-PCR testleri sonucunda 16 kuluckahaneden (Cizelge 2.2), sadece K-1
kuluckahanesinde 115 giinliik fingerling boy levreklerde VNN virusu tespit edildi
(Cizelge 3.5). Ileride yapilacak calismalarda ve genbankta kullamlmak amaciyla,
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elde edilen betanodavirus izolatina TR.VNN.01.02 ad1 verildi. K-1 kulugkahanesi
Mayis ayinda deniz suyu sisinin yiikselmeye basladigi zamanda 6rneklendi ve ayni
donemde alinan postlarva ve fry boy baliklarda virus tespit edilmedi. Kulugkahane
ile ilgili elde edilen bilgilerde, tesisin kapali sistem oldugu, biyogiivenlik dnlemlerini
uyguladigi, denizden saglanan suyun filtrelerden gecirildigi, ozon ve UV ile
sterilizasyonunun yapildigi, ayrica kuluckahanede sadece 1,5-2 g’dan biiyiik olan
fingerling levreklerin dis sisteme alindig1 ve isleme tabi tutulmayan deniz suyunun

kullanildig: bilgisi alindi.

Prevalansin belirlenmesinde, kuluckahanelerde yetistirilen yavru levreklerin
yas gruplarina bakilmaksizin, virusun herhangi bir yas grubunda tespit edildigi
kulugkahane mihrak olarak degerlendirildi. Epidemiyolojik iinite seciminde, VNN
virusunun iilke genelindeki durumunun ortaya konulmasi amaglandigindan {iilkenin
tamami bir T{nite, kulugkahaneler ise alt tinite olarak degerlendirildi. Bu
degerlendirme ile 16 kulugkahaneden 1 tanesinde virus tespit edildiginden, Tiirkiye
genelinde kulugkahane bazinda betanodavirus prevalanst % 6,25 (1/16) olarak

hesaplandi.

3.2.2.Levrek Yetistirme Isletmelerinde VNN Virusunun Varhginin

Arastirilmasi

Tez calismasinda Tiirkiye’de faaliyet gosteren 418 adet levrek yetistirme
isletmesinden epidemiyolojik temelli hesaplamayla toplam 7 ile ait 24 adet
isletmeden Ornekleme yapildi (Cizelge 3.8). Rasgele Ornekleme stratejisinde,
isletmelerde halihazirda yetistirilen tiim levrek yas gruplarmin Orneklenmesi
saglandi. Buna gore isletmelerdeki kodlamalar, gelen her Ornegin uzunluk ve
agirliklar1 dlgiilmek suretiyle kiigiik, orta ve bilyiikk olmak {izere iic yas grubuna
ayrildi. Levreklerin uzunluklar1 5,5 - 45 cm arasinda, agirliklart ise 3,2 - 950 g

arasinda ol¢iildii. Toplam 720 adet levrek 6rneginden 80 ¢alisma grubu olusturuldu.
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Cizelge 3.8. Orneklenen levrek yetistirme isletmeleri, 6rnek sayilari, drnekleme tarihleri ve

test sonuglari.

Sira il Ilge | Tsletme | Ornek | Ornek Isletmeden Alinan Ornekleme | Sonuc
No Kodu Sayisi Toplam Ornek Sayisi Tarihi
1 | Mugla | Milas Y-1 | Bilyiik-1 5 Negatif
2 | Mugla | Milas Y-1 |Bilyiik-2 5 Negatif
3 | Mugla | Milas Y-1 Orta 10 30 23.08.2016 | Negatif
4 | Mugla | Milas Y-1 Kiigiik 10 Negatif
5 Mugla | Milas Y-1 Goz 10 Negatif
6 Mugla | Milas Y-2 Biiyiik 10 Negatif
7 | Mugla | Milas Y-2 Orta 10 30 23.08.2016 | Negatif
8 Mugla | Milas Y-2 Kiglik 10 Negatif
9 Mugla | Milas Y-3 Biiyiik 10 Negatif
10 | Mugla | Milas Y-3 Orta 10 30 23.08.2016 | Negatif
11 | Mugla | Milas Y-3 Kiigiik 10 Negatif
12 | Mugla | Milas | Y-4 Biiyiik 10 Negatif
13 | Mugla | Milas Y-4 Orta 10 30 23.08.2016 | Negatif
14 | Mugla | Milas Y-4 Kiigiik 10 Negatif
15 | Mugla | Milas Y-5 Biiyiik-1 10 Negatif
16 | Mugla | Milas Y-5 Biiyiik-2 10 30 23.08.2016 | Negatif
17 | Mugla | Milas Y-5 Biiyiik-3 10 Negatif
18 | Mugla | Milas Y-6 Biiyiik 10 Negatif
19 | Mugla | Milas Y-6 Orta 10 30 23.08.2016 | Negatif
20 | Mugla | Milas Y-6 Kiigiik 10 Negatif
21 | Mugla | Milas Y-7 Biiyiik-1 5 Negatif
22 | Mugla | Milas Y-7 Biiyiik-2 5 Negatif
23 | Mugla | Milas Y-7 Orta-1 5 30 23.08.2016 | Negatif
24 | Mugla | Milas Y-7 Orta-2 5 Negatif
25 | Mugla | Milas Y-7 Kiigiik 10 Negatif
26 | Mugla | Milas Y-8 Biiyiik 10 Negatif
27 | Mugla | Milas Y-8 Orta 10 30 23.08.2016 | Negatif
28 | Mugla | Milas Y-8 Kiigiik 10 Negatif
29 | Mugla | Milas Y-9 Biiyiik-1 5 Negatif
30 | Mugla | Milas Y-9 Biiyiik-2 5 Negatif
31 | Mugla | Milas | Y-9 Orta 10 %0 23.08.2016 Negatif
32 | Mugla | Milas Y-9 Kiigiik 10 Negatif
33 | Mersin | Silifke Y-10 Biiyiik 10 Negatif
34 | Mersin | Silifke Y-10 Orta 10 30 24.08.2016 | Negatif
35 | Mersin | Silifke Y-10 Kiigiik 10 Negatif

94




Cizelge 3.8.Devam. Orneklenen levrek yetistirme isletmeleri, drnek sayilari, drnekleme
tarihleri ve test sonuglari.

Sira

isletme

Ornek

Ornek

isletmeden Alinan

Ornekleme

No I Iige Kodu Sayis1 | Toplam Ornek Sayist Tarihi Sonu¢

36 | Aydmn| Didim Y-11 | Biiyiik-1 5 Negatif
37 | Aydin| Didim Y-11 | Biiyiik-2 5 Negatif
38 | Aydin| Didim Y-11 |Biyik-3| 10 % 05092016 Negatif
39 |Aydin| Didim Y-11 |Biyik-4| 10 Negatif
40 | Aydin| Didim Y-12 | Orta-1 10 Negatif
41 | Aydin| Didim Y-12 Orta-2 10 30 05.09.2016 | Negatif
42 | Aydin Didim Y-12 Orta-3 10 Negatif
43 | Aydin| Didim Y-13  |Kigik-1| 10 Negatif
44 | Aydin | Didim Y-13 Kiigiik-2 10 30 05.09.2016 | Negatif
45 | Aydin| Didim Y-13  |Kiigik-3| 10 Negatif
46 | Izmir Dikili Y-14 Biiyiik 10 Negatif
47 | Izmir Dikili Y-14 Orta 10 30 06.09.2016 | Negatif
48 | Izmir Dikili Y-14 Kiigiik 10 Negatif
49 | Izmir Urla Y-15 Biiyiik-1 10 Negatif
50 | izmir Urla Y-15 Biiyiik-2 10 30 06.09.2016 | Negatif
51 | izmir Urla Y-15 | Biiyiik-3 10 Negatif
52 | Izmir | Cesme Y-16 Biiyiik 10 Negatif
53 | izmir Cesme Y-16 Orta 10 30 07.09.2016 | Negatif
54 | Izmir | Cesme Y-16 Kiigiik 10 Negatif
55 | izmir Urla Y-17 Biiyiik 10 Negatif
56 | Izmir Urla Y-17 Orta 10 30 07.09.2016 | Negatif
57 | Izmir Urla Y-17 Kiigiik 10 Negatif
58 | Izmir | Karaburun| Y-18 | Biiyiik-1 10 Negatif
59 | Izmir | Karaburun| Y-18 | Kiiciik-1 10 30 07.09.2016 | Negatif
60 | Izmir | Karaburun| Y-18 | Kiiciik-2 10 Negatif
61 | Mugla| Bodrum Y-19 Orta 10 06.09.2016 | Negatif
62 | Mugla| Bodrum Y-19 Orta 10 Negatif
63 | Mugla| Bodrum Y-19 | Biyiik-1 5 %0 27.09.2016 | Negatif
64 | Mugla| Bodrum Y-19 | Biiyiik-2 5 Negatif
65 | Mugla| Bodrum Y-20 Biiyiik 5 Negatif
66 | Mugla| Bodrum Y-20 Biiyiik 5 06.09.2016 Negatif
67 | Mugla| Bodrum Y-20 Orta 10 %0 Negatif
68 |Mugla| Bodrum | Y-20 | Kiiciik 10 29.09.2016 Negatif
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Cizelge 3.8.Devam. Orneklenen levrek yetistirme isletmeleri, drnek sayilari, drnekleme
tarihleri ve test sonuglari.

Sira 1 lce Isletme | Ornek | Ornek | Tsletmeden Ahman | Ornekleme Son
No ¢ Kodu Sayis1 | Toplam Ornek Sayisi Tarihi ue
69 | Mugla | Bodrum Y-21 Biiyiik 5 Negatif

06.09.2016
70 | Mugla | Bodrum Y-21 Kiiglik 10 20 Negatif
71 | Mugla | Bodrum Y-21 Kiigiik 10 Negatif
20.09.2016 -
72 | Mugla | Bodrum Y-21 Biiyiik 5 Negatif
73 | Antalya | Konyaalti Y-22 Kigiik-1 15 Negatif
30 20.09.2016 -
74 | Antalya | Konyaalti Y-22 Kigiik-2 15 Negatif
75 | Adana | Karatag Y-23 Kiigiik-1 10 Pozitif
76 | Adana | Karatas | Y-23 |Kicik-2| 10 &Y 20.09.2016 "5y
77 | Adana | Karatag Y-23 Kigiik-3 10 Pozitif
78 Hatay |iskenderun| Y-24 Orta-1 10 Negatif
79 | Hatay |Iskenderun| Y-24 Orta-2 10 30 27.09.2016 | Negatif
80 Hatay |iskenderun| Y-24 Orta-3 10 Negatif
Toplam 7101 24 isletme 80 Grup 720 Ornek

Ornekleme zamaninin belirlenmesinde virusun en aktif olarak bulundugu yaz
aylar1 dikkate alindi. Deniz su 1silarinin aylik verileri ve degisiklikleri belirlenerek

tiim 6rneklemeler 2016 y1l1 Agustos ve Eyliil aylarinda tamamlandi (Cizelge 3.8).

Yetistirme isletmelerinde prevalansin belirlenmesinde, levreklerin yas
gruplarina bakilmaksizin, virusun herhangi bir yas grubunda tespit edildigi isletme
mihrak olarak degerlendirildi. Epidemiyolojik iinite se¢ciminde, VNN virusunun iilke
genelindeki durumunun ortaya konulmasi amaglandigindan dolay1 {ilkenin tamami
bir iinite olarak degerlendirildi. qrtRT-PCR testleri sonucunda 20 isletmeden, 1
isletmede (Y-23) VNN virusu tespit edildi. Ileride yapilacak calismalarda ve
genbankta kullanilmak amaciyla, elde edilen betanodavirus izolatina TR.VNN.01.01
adi1 verildi. Bu degerlendirme ile 20 isletmeden 1 tanesinde virus tespit edildiginden,
Tiirkiye genelinde yetistirme isletmeleri bazinda betanodavirus prevalansi % 5 (1/20)

olarak hesaplanda.
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3.2.3.Retrospektif Epidemiyolojik Calisma

VNN hastaligmin {ilkesel epidemiyolojisinin daha iyi ortaya konulmasi
amactyla virusun tespit edildigi kulugkahane/yetistirme isletmeleri ve baglantili

oldugu isletmelerde tarama ¢aligmasi ve retrospektif epidemiyolojik ¢aligma yapildi.

VNN virusu pozitif tespit edilen K-1 kulugkahanesinde yapilan epidemiyolojik
arastirmada, virusun 115 giinlik, 2,5-3,74 g agirhiginda ve 6,5-7 ¢cm uzunlugunda
fingerling boy levreklerde tespit edildigi ortaya konuldu. Kulugkahaneden alinan
diger ornekler incelendiginde 15 giinliikk postlarva ve 70 giinliik fry boy levreklerde
virus tespit edilmedi. K-1 kulugkahanesinde yapilan izleme ¢alismasinda, mevcut
yetistirme doneminde prelarva ve postlarva boy levrekler oOrneklendi ve bu
orneklemelerde de virus tekrar tespit edilmedi. Virus tespit edilen kulugkahanenin
ana¢ balik bulundurmadigi, yetistirilen baliklarm ise K-12 kulugkahanesinden
saglandig1 belirlendi. K-12 kulugkahanesinde yapilan epidemiyolojik arastirmada,
kuluckahanede anag balik, d6llenmis yumurta ve prelarva yetistirildigi belirlendi. K-
12 kulugkahanesinden Ocak 2017 ve Aralik 2018 tarihlerinde yapilan dollenmis
yumurta ve 2 giinlik prelarva orneklemelerinde de virus tespit edilmedi. iki
isletmede de VNN hastaligi yoniinden klinik bir semptom olmadigi ve yogun

mortalitenin goriilmedigi bilgisi alind1.

Pozitif tespit edilen Y-23 kodlu yetistirme isletmesinde yapilan epidemiyolojik
arastirmada, virusun 3,2-10,4 g agirhiginda ve 6-10 cm uzunlugunda kiigiik boy
levreklerde tespit edildigi ortaya konuldu. Virus tespit edilen isletmenin, virus tespit
edilen K-1 kulugkahanesi ile iliskili oldugu ve bu kuluckahaneden ¢ikan fingerling
boy levreklerin Y-23 isletmesine geldigi belirlendi. Y-23 isletmesinde pozitif tespit
edilen fingerling boy levreklerde de VNN hastaligi yoniinden klinik bir semptom
olmadig1 ve yogun mortalitenin goriilmedigi bilgisi alindi. Daha sonra igletme ile
ilgili yapilan arastirmada, isletmenin tam bir deniz isletmesi olmadigi,
kulugkahaneden diger yetistirme isletmelerine gonderilmek {izere baliklarin

bekletildigi kuluckahane sonrasi ara bir isletme oldugu, orta veya biiyiik boy balik
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olmadigi, sadece kiigiik boy baliklarm oldugu belirlendi. Sonug olarak K-1 ve Y-23

ornekleme iinitelerinin ayni levrek tiretim firmasima ait oldugu belirlendi.

3.3. Pozitif Orneklerin Viral Yiiklerinin Belirlenmesi

Real time RT-PCR testi ile pozitif bulunan Orneklerin viral yiiklerinin
belirlenmesi amaciyla, drnekler analitik sensitivitesi belirlenen qrtRT-PCR testi ile
tekrar test edildi. Pozitif ornekler, viral yiikii bilinen plazmid DNA’s1 ve negatif
kontrol ile ayni teste alinarak viral yiikleri belirlendi (Sekil 3.8 ve 3.9). Pozitif
orneklerin direkt doku homojenizatlarindan yapilan grtRT-PCR testinde, Ct degerleri
ve viral yikleri TR.VNN.01.01 izolat1 i¢in 32,19 ve 3,10 x 10° kopya/ul;
TR.VNN.01.02 izolat1 icin ise 31,56 ve 4,82 x 10° kopya/ul olarak hesaplandi.

Results

Inc  Pos  MName Type CP Concentration = Standard  Status

= AT [ WVNN.O1.01-0 Unknown 3219 3.10E2

%} AB | VNN.D1.02-0 Unknown 31.58 4.82E2

= BE |NC Unknown

= B2 |PC Standard 25.60 2.82E4 2.82E4

Amplification Curves
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Sekil 3.8. Pozitif 6rneklerin direkt doku homojenizatlarindan yapilan qrtRT-PCR testi
sonuglari.

Tez calismasinda QrtRT-PCR testi ile pozitif Orneklerin belirlenmesinin
ardindan yapilan hiicre kiiltiirlinde virus izolasyonu ¢aligmalarindan sonra qrtRT-
PCR testi tekrar yapild1 ve Ct degerleri ve viral yiikleri TR.VNN.01.01 izolat1 i¢in
20,96 ve 7,29 x 10° kopya/ul; TR.VNN.01.02 izolat1 i¢in ise 24,87 ve 4,83 x 10*
kopya/pl olarak hesaplandu.
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Inc  Pos  Mame Type CP Concenfration = Standard Status
= Al |IPN Unikmown
il A2 |VHS Unknown
= AT [ HN Umikmowmi
= Ad4 | SVC Unikmown
= A5 | ngtf Umikmowmi
= AB | TRAVHNN.D1.O1 Unikmown 2096 7.28E5
= AT | TRAVWHW.O1.02 Unikmown 2487 4 B3E4
= AR | pztf Standard 18.35 2 22E8 2.B2EB
= AD | ptf Standard 18.66 3.50E8 2.82E8
Amplification Curves
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Sekil 3.9. Pozitif drneklerin hiicre kiiltiiriinde izolasyonundan sonra yapilan grtRT-

PCR testi sonuglari.

Sahadan saglanan 6rnekler ile bu 6rneklerin hiicre kiiltiiriinde iiretilmesinden

sonra elde edilen Ct degerlerinde 7-12 Ct; viral yiiklerde 10%-10° kat artig oldugu

gbzlendi.

3.4. Pozitif Orneklerin Kismi Genom Dizileme ve Filogenetik Analizleri

Pozitif bulunan drneklerin, hem tiim genom dizilemelerinin yapilabilmesi i¢in

gerekli olan primer giftlerinin belirlenmesi hem de hangi genotipe ait oldugunun

belirlenmesi amaciyla kismi genom dizilemeleri ve filogenetik analizleri yapildi.
RNA1 segmentinin kismi genom dizilemesinde, TR.VNN.01.01 izolatinin 933 (192-
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1124 nt’ler aras1); TR.VNN.01.02 izolatinin ise 937 (197-1133 nt’ler arasi) nt
uzunlugundaki bolgeleri (tiim genom dizisine sahip FJ789783 genbank erigim

numarali izolata gore) elde edildi.

RNA2 segmentinin kismi genom dizilemesinde, TR.VNN.01.01 izolatmnin 569
(355-923 nt’ler arasi); TR.VNN.01.02 izolatinin ise 567 (365-931 nt’ler arasi) nt
uzunlugundaki bolgeleri (tiim genom dizisine sahip FJ789784 genbank erisim

numarali izolata gore) elde edildi.

Pozitif orneklerin diziler1 ve genbanktan elde edilen referans dizilerin ¢oklu
hizalamalar1 yapildi. Filogenetik analizlerde, pozitif orneklerin elde edilen nt
uzunluklarmin daha fazla olmasina ragmen, daha fazla ve daha farkli cografyadaki
izolatlarm karsilastirmalarmin yapilabilmesi amaciyla, RNAI i¢in 899 nt; RNA2 i¢in
480 nt uzunlugundaki daha kisa bolgeler kullanildi.

Filogenetik analiz i¢in en iyi model RNA1 segmenti i¢cin Tamura-Nei ile
gamma distributed (TN93+G); RNA2 segmenti i¢in ise Kimura 2-parameter ile
gamma distributed (K2+G) olarak belirlendi. Calismada elde edilen izolatlar ile
genbanktan elde edilen referans izolatlarin niikleotid farkliliklart hem RNAL1 hem
RNA2 segmentine gore belirlendi (Cizelge 3.9 ve 3.10).

RNAT segmentinin kismi niikleotid dizilerine gore, tez ¢calismasinda bulunan
RGNNV genotipindeki iki yerli izolatin niikleotid benzerlikleri kendi aralarmda %
99,77 olarak bulundu. TR.VNN.01.01 izolatinin RNA1 segmentinin kismi dizilerine
gore, en yakin oldugu izolat ise % 99,21 ile Giiney Kibris’ta levreklerden izole edilen
betanodavirus olarak belirlendi. Giiney Kibristan sonra en yakm oldugu izolatlar ise
% 98,74 ve % 98,62 ile 1talya’da i¢c farkli tath su baligindan izole edilen
betanodaviruslar ile Yunanistan’da ¢izgili lahozdan elde edilen betanodavirus olarak
belirlendi. Degerlendirmeye filogenetik agaga yer alan tiim referans izolatlar
almmamis olup, en yakin oldugu altt RGNNV izolat1 alindi. Diger genotiplerle olan
benzerlikleri ise SINNV ile % 73,14; BFNNV ile % 71,56; TPNNV ile ise % 71,74

olarak belirlendi.

RNAZ2 segmentinin kismi niikleotid dizilerine gore, tez ¢alismasinda bulunan

RGNNV genotipindeki iki yerli izolatin niikleotid benzerlikleri kendi aralarinda %
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100 olarak bulundu. TR.VNN.01.01 izolatinin RNA2 segmentinin kismi dizilerine
gore, en yakin oldugu izolat ise % 99,58 ile Giiney Kibris’ta levreklerden izole edilen
betanodavirus olarak belirlendi. Giiney Kibristan sonra en yakin oldugu izolat ise %
99,37 Yunanistan’da ¢izgili lahozdan elde edilen betanodavirus olarak belirlendi.
Yiizde 99,15 oraninda da yine {ii¢ farkli Italya izolat1 ile benzer bulundu.
Degerlendirmeye filogenetik agacta yer alan tiim referans izolatlar alinmamis olup,
en yakin oldugu altt RGNNV izolat1 alindi. Diger genotiplerle olan benzerlikleri ise
SINNV ile % 65,47; BENNV ile % 73,80; TPNNV ile ise % 65,39 olarak belirlendi.

Virusun hem RNA1 hem RNA2 segmentine gore yapilan filogenetik
analizinde, tez ¢alismasinda bulunan pozitif 6rneklerin RGNNV genotipi oldugu
belirlendi (Sekil 3.10 ve 3.11).
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Cizelge 3.9. RNAI1 segmentinin kismi dizilerine gére niikleotid benzerlik oranlar1 (%).

TR.VNN.01.01 100,00

TR.VNN.01.02 99,77 100,00

JN189816 99,21 98,97 100,00

JQ970429 98,74 98,50 99,32 100,00

JQ970428 98,62 98,38 99,21 99,89 100,00

JQ970430 98,62 98,38 99,21 99,89 100,00 100,00

JN189867 98,62 98,38 99,21 98,97 98,85 98,85 100,00

JN189805 98,62 98,38 99,21 98,97 98,85 98,85 99,09 100,00

AMO085317 73,14 73,42 73,42 72,96 72,76 72,76 73,89 74,08 100,00

AMO085330 71,56 71,85 72,15 71,76 71,55 71,55 71,85 71,85 74,13 100,00

AMO085332 71,74 72,01 71,59 71,24 71,04 71,04 71,31 71,74 73,33 88,54 100,00
TR.VNN.01.01 | TR.VNN.01.02 | JIN189816 | JQ970429 | JQ970428 | JQ970430 | JN189867 | JN189805 | AMO085317 | AM085330 | AM085332

Cizelge 3.10. RNA2 segmentinin kismi dizilerine gore niikleotid benzerlik oranlar1 (%).

TR.VNN.01.01 100,00

TR.VNN.01.02 100,00 100,00

JN189968 99,58 99,58 100,00

JN189959 99,37 99,37 99,79 100,00

JN189994 99,15 99,15 99,58 99,37 100,00

JN189966 99,15 99,15 99,58 99,37 100,00 100,00

JN189958 99,15 99,15 99,58 99,37 100,00 100,00 100,00

JQ970432 98,94 98,94 99,37 99,16 98,94 98,94 98,94 100,00

JN189920 65,47 65,47 65,47 64,97 65,96 65,96 65,96 64,39 100,00

AMO085345 73,80 73,80 73,80 74,21 73,80 73,80 73,80 72,90 57,12 100,00

D38637 65,39 65,39 65,39 64,91 65,87 65,87 65,87 66,29 72,70 64,88 100,00
TR.VNN.01.01 | TR.VNN.01.02 | JN189968 | JN189959 | JN189994 | IN189966 | JN189958 | JQ970432 | IN189920 | AM085345 | D38637




AMO085318
AMO085322
AMO085315

JN189880
AMO085323

JIN189859
JN189881
JIN189891
JIN189879
AMO085328
AMO085321
AMO085311
AMO085329
JIN189894

FJ789783
JIN189823
00| IN189857
AMO085331
AY721616
AB373028
JIN189876
JN189893
JN189875
g1 L IN189798
o6 L IN189803
99 - JN189853
JIN189821
[ INisgesa
JIN189836
IN189805 RGNNV
99 — A TR.VNN.01.02
A TR.VNN.01.01
JIN189816
JQ970429
JQ970430
<11Q970428
JIN189867
JN189812
JIN189804
JIN189873
JN189870
JIN189865
AF319555
AY690597
JIN189815
98 | IN189855
JIN189850
JIN189909
JIN189849
99 | JN189908
JIN189906
JX194165
85 JN189852
AM085326
100 — IN189896

AMO085327
100 AMO085313 i
AMO085312 :I SINNV

100
L— AM085317
AMO085332 ] TPNNV

90| AM085330
100 EUB26137
100 - AJ401165 BN
EF617330

81

99

100

0.02

Filogenetik agac,

Sekil 3.10. RNA1 segmentinin kismi dizilerine gore filogenetik agac.
Tamura-Nei ile gamma distributed (TN93+G) model kullanilarak 1000 tekrarli bootstrap

degeri ile olusturuldu. Filogenetik agagta % 70 ve {iistii boostrap degerleri gosterilmistir.
RNAL segmentine ait filogenetik agag, elde edilen izolatlarm RNAI segmentlerinin 899 nt
uzunlugundaki dizileri (Referans tiim genom RNAI, FJ789783’¢ gore 200-1099 nt arasi)

kullanilarak ¢izilmistir.
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] AY721615

JN190003
JN190026
JN190006
AJ277804
AMO085340
JN190025
JN190013
JN190034
AJ277807
AMO085343
JN190005
AMO085344
AMO085333
93L AM085339
AMO085341
KF748947
KF748948
JX194164
JIN189975
og | IN189946
JN189939
FJ789784
,—AF318942
AY324870
AB373029
Evegowe
JN189983
JQ970432
JQ970433
JQ970431
4, A TR.VNN.01.02
A TR.VNN.01.01
JIN189968
JN189959
JIN189994
JIN189966
871 JN189958
JIN189943
JIN189973

JN189999

‘I JIN189951
JIN189956
JN190000
JN190032

— JN189941
96 | IN190022
94 JN190009
JN189948
100 | AJ277803
JN190033
94 - AM085335
AJ277811
AM085338
AMO085342
JN189997
JN190010

RGNNV

9.1 IN189992

AMO085345

100
99— D38635

75 J
EF617329
BFNNV

99'

D38637 _]TPNNV
[~ IN189920

J
100 I_EL

52 — IN189936
AJ608266 TNV

0.05

SINNV

Sekil 3.11. RNA2 segmentinin kismi dizilerine gore filogenetik agac. Filogenetik agac,
Kimura 2-parameter ile gamma distributed (K2+G) model kullamlarak 1000 tekrarl

bootstrap degeri ile olusturuldu. Filogenetik agacta

% 70 ve iistii boostrap degerleri

gosterilmistir. RNA2 segmentine ait filogenetik agag, elde edilen izolatlarm RNA2
segmentlerinin 480 nt uzunlugundaki dizileri (Referans tiim genom RNA2, FJ789784’¢ gore

426-907 nt arasi) kullanilarak ¢izilmistir.
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Kulugkahane ve yetistirme isletmesinden elde edilen viruslarin ayni
cografyadan koken almasi, ayni ticari firmaya ait olmast ve isletme ile
kulugkahanenin iligkili olmasinin epidemiyolojik ¢aligmalar ile belirlenmesinin

ardindan, ayni iligki filogenetik analizler ile de ortaya konuldu.

3.5. Pozitif Orneklerin Tiim Genom Dizileme ve Filogenetik Analizleri

Kismi dizileme ve filogenetik analizleri ile genotipleri belirlenen pozitif
betanodavirus izolatlarinmn tiim genom dizileri, RNAL ve RNA2 segmentlerinin tiim
gen bolgelerini kapsayacak sekilde elde edildi. Diizeltme ve eslestirme ¢alismalarmin
DNADynamo programinda yapilmasindan sonra her iki segmente ait konsensiis
dizileri elde edildi (Ek-3). MEGAG6 programinda tez izolatlarmm ve genbanktan
alinan dort farkli betanodavirus referans virus dizilerinin (Ek-5) ¢oklu hizalamalar1
yapildi. Tim genom RNAI ve RNA2 dizilerinin 5' ve 3' UTR bolgeleri ile ORF
bolgeleri belirlendi (Sekil 3.12, 3.13, 3.17 ve 3.18).

3.5.1. RNA1 Tiim Genom Analizi

RNATI tiim genom dizi ¢caligmasinda, Y-23 yetistirme isletmesinden elde edilen
TR.VYNN.01.01 betanodavirus izolat1 3104 nt, K-1 kuluckahanesinden eclde edilen
TR.VNN.01.02 betanodavirus izolati ise 3102 nt olarak konsensiis dizileri elde edildi
(Ek-3). RNAL segmentinin 5' ve 3' UTR bolgeleri, Okinaka ve Nakai (2008)
tarafindan dort genotipin tiim genomlarinin farkliliklarinin belirlendigi ¢alismayla
uyumlu olarak, 5" UTR bolgesinde TPNNV genotipindeki nt fazlaligina bagl olarak
diger genotiplerde goriilen 7-8 nt’lik bosluklarin meydana geldigi gorildi (Sekil
3.12). Benzer sekilde 3' UTR bolgesinde de BFNNV ve RGNNV genotiplerinde 1 nt
eksikliginin oldugu gorildii (Sekil 3.13).
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DNASequences | Translated Protein Sequences
Abbrv  |Group Name
. TR.VNN.01.01
TR.VNN.01.02
. AYT21616

. AY324869

. FJ748760

. aN129909

. NLE9EES

. aN1g9sl4

. AF319555

10. AY369136
11. MGE74757
12. 2B373028
13. JQ073720
14. NC_003448
15. AJ401165
16. EFS58368
17. KF326163
16. EF6L7335
19. EF617334
20. EF617333
21. EF617332
22. EF617331
23. EF617330
24. EU226137
25. MF144242
26. KP455643
27. KM09595E
28. Fa729783
29. EU236148
30, FT23&148 Ll

Sekil 3.12. Hizalanmis RNA1 segmentinin 5° UTR ve ORF baslangi¢ bolgesi.

DNASequences | Translated Protein Sequences

Species/Abbrv  |Group Name
. TR.VNN.01.01
TR.VNN.01.02
. BY721616

. AY324869

. EJ748760

. JN189909

. JN189865
189814

. RF319555
10. A¥363136
11. MGE74757
12. 2B373028
13. 30073720
14. NC_003448
15. AJ401165
16. EF558368
17. KF386163
18. EF617335
19. EF617334
20. EF617333
21. EF617332
22. EF617331
23. EF617330
24. EUB26137
25. MF144242
26. KP455643
27. ¥M095958
28. FJ789783
29. EU236148
30. EU236146

Sekil 3.13. Hizalanmig RNA1 segmentinin 3 UTR ve ORF bitig bolgesi.

RNAL segmentinin filogenetik analizi i¢in en iyi model Tamura-Nei ve gamma
distributed (TN93+G) olarak belirlendi. Calismada elde edilen izolatlar ile
genbanktan elde edilen referans izolatlarin nt ve aa benzerliklikleri ile farkliliklari,
virusun farkl sicakliklara adaptasyonunu saglayan ve RNAI tarafindan kodlanan
Protein A’ya gore belirlendi. Bu amagla Protein A’nin baslangi¢ ve bitis kodonlar1
belirlenerek (Sekil 3.12 ve 3.13) tiim genom protein A ORF dizileri incelendi. ORF
baglangici olan ATG kodonunun pozisyonu 88. nt, bitis olan TAG kodonunun
pozisyonu ise 3037. nt olarak belirlendi. 87 nt’ten olusan 5° UTR bolgesi ve 3037.
nt’ten sonra gelen 3 UTR Kesilerek; 2949 nt ve 983 aa uzunlugundaki protein A’ya
gore filogenetik agag ¢izildi (Sekil 3.14).
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MG874757
KP455643
KM095958
AB373028
AY721616

EF558368
FJ789783
FJ748760
AY324869
1001 JQO73720

MF144242
JIN189865

00| A TR.VNN.0L.01

100 L A TR.VNN.01.02

——— AF319555

7 AY369136

EU236148 ] TPNNV

100

AJ401165

0o T EUB26137

100

EU236146
EF617331
EF617335 BFNNV
EF617330
EF617333
EF617334

701 EF617332
—— JN189814

0.02

100

EF386163
78 NC 003448

RGNNV

SINNV

Sekil 3.14. RNA1 segmentinin ORF protein A niikleotid dizilerine gore filogenetik agag.
Filogenetik agag, Tamura-Nei ile gamma distributed (TN93+G) model kullanilarak 1000
tekrarli bootstrap degeri ile olusturuldu. Filogenetik agacta % 70 ve listii boostrap degerleri

gosterilmistir.
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Cizelge 3.11. Protein A (RNA1 ORF) tim genom dizilerine gore niikleotid benzerlik oranlar1 (%).

TR.VNN.01.01 100,00

TR.VNN.01.02 99,83 100,00

JN189865 98,75 98,85 | 100,00

MF144242 97,46 97,50 97,76 | 100,00

AF319555 97,27 97,34 97,57 97,15 | 100,00

AY 324869 97,05 97,17 97,43 97,64 97,90 | 100,00

AB373028 97,06 97,18 97,44 98,31 97,68 98,42 | 100,00

JQO073720 97,05 97,17 97,43 97,64 97,90 | 100,00 | 98,42 | 100,00

AY721616 97,01 97,13 97,43 97,89 97,74 98,30 99,06 98,30 | 100,00

KM095958 96,96 97,08 97,42 98,42 97,53 98,05 99,07 98,05 98,74 | 100,00

EF558368 96,95 97,07 97,33 97,39 97,57 98,38 98,17 98,38 98,27 97,84 | 100,00

FJ789783 96,92 97,04 97,38 97,20 97,46 97,87 97,79 97,87 97,75 97,61 97,98 | 100,00

FJ748760 96,86 96,97 97,23 97,22 97,60 99,34 98,12 99,34 98,07 97,79 98,05 97,60 | 100,00

EU236146 75,91 76,16 75,91 76,73 77,28 76,88 77,17 76,88 77,05 77,17 76,19 77,04 76,94 | 100,00

EU236148 76,88 77,05 76,43 76,50 77,00 76,45 76,53 76,45 76,57 76,34 76,46 76,87 76,81 90,14 | 100,00

JN189814 74,89 75,11 75,69 75,50 75,64 74,99 75,90 74,99 75,90 75,71 75,15 74,86 75,09 77,12 75,58 | 100,00
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Protein A tiim genom niikleotid dizilerine gore, tez ¢alismasinda bulunan
RGNNYV genotipindeki iki yerli izolatin niikleotid benzerlikleri kendi aralarinda %
99,83 olarak bulundu. TR.VNN.01.01 izolatmin Protein A tiim genom niikleotid
dizilerine gore, en yakin oldugu izolat ise % 98,75 ile italya’da levreklerden izole
edilen betanodavirus olarak belirlendi. italya’dan sonra en yakm oldugu izolat ise %
97,46 Tayvan’da portakal benekli lahos (orange-spotted grouper-Epinephelus
coioides)’dan elde edilen betanodavirus olarak belirlendi. % 97,27 oraninda
Singapur; % 97, 06 Japonya; % 97, 05 Cin ve Hindistan izolatlar1 ile benzer bulundu.
Degerlendirmeye filogenetik agagta yer alan tiim referans izolatlar alinmamis olup,
en yakin oldugu onbir adet RGNNV izolati alindi. Diger genotiplerle olan
benzerlikleri ise SINNV ile % 74.89; BFNNV ile % 75,91; TPNNYV ile ise % 76,88
olarak belirlendi (Cizelge 3.11).

Protein A filogenetik analizinde, nt ve aa farklhiliklarinin arastirilmas: sadece
RGNNV  genotipleri kullamilarak yapildi. SINNV, BFNNV ve TPNNV
genotiplerinin gerek cografi lokalizasyonlarinin ¢ok farkli olmasi, gerek izole
edildikleri tiirlerin sicaklik adaptasyonunun RGNNV genotipine gore cok farkl

olmas1 nedeniyle nt ve aa farklilik degerlendirmesine alinmadi.

RNA1 tiim genom niikleotid dizilerine gore niikleotid farkliliklar1
incelendiginde, TR.VNN.01.01 ve TR.VNN.01.02 izolatlarmin sadece kendi
aralarinda toplam yedi nt farkliligimin oldugu ortaya konuldu. Bu farklarin 239 (C;T),
2511 (A;T), 2533 (G;T), 2566 (S (?);G), 3088 (G;C), 3089 (C;T) ve 3097 (C;G) nt
pozisyonlarinda oldugu belirlendi (Sekil 3.15, turuncu zemin). Referans izolatlarin
hemen hemen tamammin ayni, ancak TR.VNN.01.01 ve TR.VNN.01.02
izolatlarindan tamamen farklilik gosterdigi toplam 37 nt pozisyonu belirlendi (Sekil

3.15, mavi zemin).
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Sekil 3.15. RNALI tiim genom dizilerine gore niikleotid farkliliklar1 ve pozisyonlari.

110



aNnmosxO0<

NN O N .0 .

N Nw s O = = s o
NN ™ O .00
NN A .o O
NN ™ .o . O
NN MmN < - @ a o
NN NO® - .00
NN~ < O

N oo O =
N A © o c® ¢ ¢ o ¢ s © o o
NS o O 5 o o o o o o o o o<Sh
N - < N s s c© ¢ 0 @ o ©
NHmo O FFFFEFEFEFRFERFRFOOZ
N+ o oI .00 .0

N O mE . O
N - OO .O00 00

N O N O s o o = = = -
NOoOMN~N©OF . .O L. L
NOoOwWwWooRF .O . . . . . . ... .0

N O Wk .00 0 o o
N O WA - .O000000000 .00
NO m< < o @ o o . .0
NOMmM—HO . ... L .-
NONWO kkkEERRRRERERRR R
NOHOF . . . . . . . .0Q00 . . . . .
N O - © - O e) O
N O« mO 5 o - [
N OO~ .0 5 o
N OOk e I
— O O W - .00 0000000000

1
9
8
6
C
. T
CTTA

B L e

- o MmO O

“oNno O . < <
— o N © < o

o000k . .O . . . . . . . L
HdoomkHHOO0O .0000000O0O0O0O0O
oo o0 clEFEFERFRRFER oFRFFIP =
— oo << 6 0 o o o o o o o o o o@
0o —0 . . B
ool .+ = o= = A e
— ®own~ 0O o =
— < - O o o

— Mmoo+ s o .0

— 0N~ < o o - @

— 0N < - .0 . .0
oo mO = 5 o a =
“~o~0 ==

A~~~ 0 = = == == =
A~n~< O O

22222222222222222222222222222222222
444444445555565555555566666066686¢66677

aA~< o0 (6]

“~oanw o o= e

"~ dmO - = o o

— © oo O b o . <

oo~ O0 O ..

— © 0 o I e (O N ()

- ©®oo O B e e R i Sl Sl S S o

—©o~-0O - - .

- © O W+ . O . .0

—©ownwmoO B - -

— © o+ ) 5 o

"o dn~0 .0 .

— © A< < . O

—©d40 . [

— © + ok .0

— © o~ - . < °o o

— © O N .o << <

“woo0 .

— 0N~ O 5

—wo -0 [ .

0N~ . @)
38
o o
S283c8gpBL3Eegsss
283033585 8801928
V.V.o_lo.H_.n/v3M.om5%40373010.3
X oz O>nms o =m>LWw=>
FFREFSIS/scULULWUSXXYIICTITS I

N o~ O ..
No oo O - =
No~< O B o . <
N O~ - <

N © oI al= -

N O . O s o
N O WL ° o .=
N <t o O a [= 5
N < 0O =~
N T ™ O o
No <t NO o o 0o
N O ™o < .0 (ONO}
N m;n O [
N NI © . .

No =W, O === - -
No <O < < << <
N oo owO - =
N o oWk . . O
N O NI 5 . O 5
N o mO = [= = - =
N o< [CNONO] a o

N oo~ ;O N - [=

N mmO [l ol o 5 o
NoooO o o . <
NN~ o< o [=

aN~©O0Oo< .0 .

N~ < o O FHFFFEFF

[
[CHONO] = a
. .0
O o = A
o o . <
0000 O0 O o
- [ONO)
o o . O
. O 5 o
o o - <
=l=FE = EEEEEEEE
. O = a
- = = a
= a O o
o o - <
O0o

45566889122234556789911222334446600
G .

805695691239370367328462584568927629
AAAGTACCATTCGACTSCTCTCTCGTTATGTCAAC

2
4
3
6
G
. A .

G.

NS W0 .0
Nt Oow< o o .0
Nmo~ O (= 5 o =

NMm o - (O ONE] ] s o

N mowoO I <4

N Mmoo N < .00000 o
NMNmMOA40O ...
NOWEO . kkkkbEbEEERRRRERRE
NOT®OF .. .. .0 . .00000 .00
NM T O+ .0

Nmm~ O B
MmO 5 o E o o =
N m N o O < <

Sekil 3.15.Devam. RNALI tiim genom dizilerine gore niikleotid farkliliklar1 ve pozisyonlari.
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TR.VNN.01.01
TR.VNN.01.02 . .
JN189865
MF144242
JQO73720
AY324869
FJ748760
FJ789783
EF558368
MG874757 . . . .
KP455643 G . . .
KM095958
AB373028
AY721616
AF319555
JN189909
AY369136

Sekil 3.15.Devam. RNALI tiim genom dizilerine gore niikleotid farkliliklar1 ve pozisyonlari.

Protein A (RNAIl ORF) tim genom aa farkliliklar1 incelendiginde,
TR.VNN.01.01 ve TR.VNN.01.02 izolatlarinin kendi i¢lerinde ayni, referans
izolatlarla iki aa pozisyonunda farklilik gosterdigi ortaya konuldu. Bu pozisyonlarin
789 ve 977. aa’ler olduklar1 belirlendi. 789. aa’in, yerli izolatlarda arjinin, referans
izolatlarda ise glutamin; 977. aa’in, yerli izolatlarda histidin, referans izolatlarda ise

yine glutamin oldugu ortaya konuldu (Sekil 3.16, yesil zemin).

Protein A’daki diger aa farkliliklar1 incelendiginde, yetistirme isletmesinden
izole edilen TR.VNN.01.01 izolatinn, hem kulugkahaneden izole edilen
TR.VNN.01.02 izolatindan hem de diger referans izolatlardan {i¢ aa pozisyonunda
farklilik gosterdigi ortaya konuldu. Bu pozisyonlarin 54, 811 ve 819. aa’ler olduklar1
belirlendi. 54. aa, TR.VNN.01.01’de treonin, digerlerinde metiyonin; 811. aa,
TR.VNN.01.01’de lizin, digerlerinde asparajin; 819. aa, glisin, digerlerinde ise
triptofan oldugu goriildi (Sekil 3.16, sar1 zemin).

Protein A tiim genom aa dizileri genel olarak degerlendirildiginde,
kuluckahaneden izole edilen TR.VNN.01.02 izolatinin, yetistirme isletmesinden
izole edien TR.VNN.01.01 izolatindan daha stabil oldugu, aa degisiminin daha az
oldugu ortaya konuldu.
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Sekil 3.16. Protein A (RNA1 ORF) tiim genom dizilerine gore aa farkliliklar1 ve pozisyonlari.
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3.5.2.RNA2 Tiim Genom Analizi

RNAZ2 tiim genom dizi ¢galigmasinda, Y-23 yetistirme isletmesinden elde edilen
TR.VNN.01.01 betanodavirus izolat1 1432 nt; K-1 kulugkahanesinden elde edilen
TR.VNN.01.02 betanodavirus izolat1 ise 1380 nt olarak konsensiis dizileri elde edildi
(Ek-3).

RNA2 segmentinin 5’ ve 3’ UTR bolgeleri, Okinaka ve Nakai (2008)
tarafindan dort genotipin tiim genomlarinin farkliliklarinin belirlendigi ¢calismayla
uyumlu olarak, 5> UTR bolgesinde; TNV genotipindeki nt fazlaligina baglh olarak
TPNNV ve SINNV genotiperinde 1; BFNNV ve RGNNV genotiplerinde ise 2 nt’lik
bosluklarin meydana geldigi goriildii (Sekil 3.17). Benzer sekilde 3’ UTR bolgesinde
TNV, TPNNV ve SINNV genotiplerinde ardisik 21 nt’li bosluklarin oldugu
belirlendi. Ayrica, 3’ UTR bolgesinin uzunlugunun RNA1 segmentinin 5° ve 3> UTR
bolgeleri ile RNA2 segmentinin 5° UTR bdlgesinden c¢ok daha uzun oldugu
belirlendi. Bu uzunlugun TPNNV’de 372; SINNV’de 371; TNV’de ise 366 nt;
BFNNV ve RGNNV’de ise digerlerinden farkli olarak 18-24 nt daha fazla oldugu
belirlendi (Sekil 3.18).

DNASequences | Translated Protein Sequences

Species/Abbrv__|Group Name
1. TR.VIN.01.02 RGNNYV
2. TR.VIN.01.01 RGNNY
3. EF617328 BENNV
4. NC_013461 ST
5. JW1gsels ST

Sekil 3.17. Hizalanmig RNA2 segmentinin 5° UTR ve ORF baglangic bolgesi.
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DNASequences Translated Protein Sequences |

Species/Abbrv | Group Name
1. TR.VN.01.02 RGHNV
. TR.VNN.01.01 RGHNV
. EF617328 BENNV
. NC_013461 STV
. aH189913 STV
. dH189936 STV
. EU236148 TRNNY
. AJ608266 ™

. AY721615

10. AY¥744705

11. HMies32s

12. AFs34998

13. EFssE369

14, RMsERIEL

15. 189992

16. AF318942

17. MGET4758

18, MF1d4241

13. AB373029

20. M3637439

21. Ava3sed2

22. Guazees2

23. KP4SSE42

24. KMDI5959

35. GU953669

26. FoTE9TEL

27. JF412273

28. EF617329

29. EF617326 BE
30. EFG17327 L1
«

site# 1051 & ®with < wioGans

Sekil 3.18. Hizalanmigs RNA2 segmentinin 3’ UTR (baslangi¢ kismi) ve ORF bitis bolgesi.

RNAZ2 segmentinin filogenetik analizi i¢in en iyi model Tamura 3 parameter ile
gamma distributed (T92+G) olarak belirlendi. Calismada elde edilen izolatlar ile
genbanktan elde edilen referans izolatlarmm nt ve aa dizilimlerinin benzerlikleri ve
farkliliklar1, virusun konakg1 spesifitesini belirleyen ve RNA2 tarafindan kodlanan
tim genom kapsid proteini (CP)’ne gore belirlendi. Bu amagla kapsid proteininin
baslangi¢c ve bitis kodonlar1 belirlenerek (Sekil 3.17 ve 3.18) tiim genom kapsid
proteini ORF dizileri incelendi. ORF baslangici olan ATG kodonunun pozisyonu 27.
nt olarak, bitis olan TAA kodonunun pozisyonu 1041. nt belirlendi. 26 nt’ten olusan
5’ UTR bolgesi ve 1041. nt’ten sonra gelen 3’ UTR kesilerek; 1014 nt ve 338 aa
uzunlugundaki kapsid proteini’ne gore filogenetik agag ¢izildi (Sekil 3.19).
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99 | A TR.VNN.01.01
Ij A TR.VNN.01.02
FJ829452

AY 744705
[ABS73029
— GQ402011
—— AF318942

EF558369
‘I_Ivomoo
oo L AJ698093
100 — GU953669
|_—JF412273
AY 284965
AF534998
KP455642
AY835642
KM588181
MG874758
MF144241
74 KM095959
AY 284967
EAY284971
| AY284972
— AY690596
GU826692
KC696562
98 |86 | HM485328
AY324870
KY354694
100 ‘EAY721615
MG637439
92 L FJ789784
JN189992
79 KF386164
93, EU826138
EU236147
100 EF617327
EF617328
EF617329

EF617326
EU236149 ]TPNNV

JN189919
97 SINNV
100 | JN189936

AJ608266 TNV

RGNNV

BFNNV

99

0.05

Sekil 3.19. RNA2 segmentinin kapsid proteini tiim niikleotid dizilerine gore filogenetik
agac. Filogenetik agag, Tamura 3 parameter ile gamma distributed (T92+G) model
kullanmilarak 1000 tekrarli bootstrap degeri ile olusturuldu. Filogenetik agacta % 70 ve iistii

boostrap degerleri gosterilmistir.
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Kapsid protein tim genom niikleotid dizilerine gore, tez ¢alismasinda bulunan
RGNNYV genotipindeki iki yerli izolatin niikleotid benzerlikleri kendi aralarinda %
99,90 olarak bulundu. TR.VNN.01.01 izolatinin kapsid protein tim genom nt
dizilerine gore, en yakin oldugu izolatlar ise % 99,20 ile Cin’de Hong Kong grouper
(Epinephelus akaara) ve Japonya’da sevenband grouper (Hyporthodus
septemfasciatus) ‘den izole edilen betanodavirus olarak belirlendi. Daha sonra en
yakin oldugu izolatlar ise % 98,89 ile Hindistan’da asya levregi (Lates
calcarifer)’nden, Japonya’da grouperlerden (Epinephelus septemfasciatus) ve
Cin’de lahozdan (Epinephelus coioides) elde edilen betanodavirus olarak belirlendi.
Daha sonra en yakin oldugu izolatlar ise sirasiyla Tayvan, Hindistan, Cin, Cin,
Singapur, Cin ve Tayvan olarak belirlendi (Cizelge 3.12).

Tim genom RNA2 dizisi genbankta bulunan Akdeniz izolatlarinin nt
yakinliklar1 uzakdogu izolatlarindan daha uzak bulundu. Tunus’ta levreklerden izole
edilen FJ789784 izolat1 ile % 98,06; italya’da yine levreklerden izole edilen
JN189992 izolati ile ise % 95,20 nt yakinlhig1 belirlendi. Degerlendirmeye filogenetik
agaca yer alan tiim referans izolatlar alinmamis olup, en yakin oldugu onii¢ adet
RGNNYV izolat1 alindi. Diger genotiplerle olan benzerlikleri ise BFNNV ile %
76,92; SINNV ile % 72.19; TPNNV ile % 71,46; TNV ile 67,59 olarak bulundu
(Cizelge 3.12).

RNA2 segmentinin tiim genom kapsid proteini (CP)’ne gore filogenetik
analizinde yerli izolatlar ile genbanktan alman izolatlarin nt yakmliklarinin
degerlendirilmesinde; en yakin olan izolatlar uzak dogu/Hint okyanusunda bulunan
tilkeler oldugunun belirlenmesinin ardindan, Akdeniz havzasinda bulunan iilkelerden
elde edilen izolatlar ile yakinliklarinin belirlenmesi igin daha farkli bir yaklasim
kullanildi. Buna gére, RNA2 filogenetik analizinde genbanktan izolat se¢iminde
RNA2 segmentinin tiim genom nt dizilerine sahip olan izolatlar dikkate alinmist1.
Ancak bu yonteme gore Akdeniz havzasindan sadece iki izolat degerlendirmeye

alinabilmis, bunlarin da yakinliklar1 uzakdogudan daha az bulunmustur.
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Akdeniz izolatlarina ulagmak icin farkli bir yontem olarak, tiim genom RNA2
yerine, sadece tim genom kapsid proteini nt dizisine sahip olan tim Akdeniz
izolatlar1 ile tekrar karsilastrma yapildi. Hizalamalarin yapilmasindan sonra en iyi
model Tamura 3 parameter ile gamma distributed (T92+G) olarak tekrar belirlendi.
TR.VNN.01.01 izolatinin kapsid protein tiim genom niikleotid dizilerine gore, en
yakin izolatlar % 98,89 ile 1spanya’da kalkan ve levrekten, % 98,79 ile Israil’de
lahozdan, % 98,48 ile Yunanistan’da levrek ve Israil’de lahozdan, % 98,37 ile Israil
% 98,28 ile Fransa ve % 98,27 ile Yunanistan’da levreklerden izole edilen
betanodaviruslar olarak belirlendi. Yerli izolatin Italya’da ¢ipuralardan izole edilen

betanodavirus ile nt benzerligi ise % 98,05 olarak bulundu (Cizelge 3.13).
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Cizelge 3.12. Kapsid Protein (RNA2 ORF) tiim genom dizilerine gore niikleotid benzerlik oranlar1 (%).

Izolat Nt Yakinhg Ulke
TR.VNN.01.01| 100 Tiirkiye
TR.VNN.01.02 | 99,90 | 100 Tiirkiye
AY 744705 99,20 | 99,09 | 100 Cin
AB373029 99,20 | 99,09 | 99,60 | 100 Japonya
HM485328 98,89 | 98,79 | 99,30 | 99,30 | 100 Hindistan
AF534998 98,89 | 98,79 | 99,10 | 99,10 99,20 | 100 Cin
AY 324870 98,89 | 98,79 99,30 | 99,30 | 100 | 99,20 | 100 Japonya
AY690596 98,79 | 98,68 | 98,99 | 98,99 | 99,50 | 99,10 | 99,50 | 100 Tayvan
GU826692 98,79 | 98,68 | 99,20 | 99,20 | 99,90 | 99,10 | 99,90 | 99,40 | 100 Hindistan
EF558369 98,69 | 98,58 | 98,69 | 98,69 | 98,79 | 98,58 | 98,79 | 98,48 | 98,69 | 100 Cin
MG874758 08,68 | 98,58 | 98,68 | 98,68 | 98,79 | 99,40 | 98,79 | 98,68 | 98,68 | 98,17 | 100 Cin
AF318942 98,37 | 98,27 | 98,79 | 98,79 | 98,89 | 98,69 | 98,89 | 98,58 | 98,79 | 98,48 | 98,48 | 100 Singapur
MG637439 98,37 | 98,26 | 98,79 | 98,79 | 98,68 | 98,69 | 98,68 | 98,58 | 98,58 | 98,06 | 98,27 | 98,16 | 100 Cin
AY835642 98,37 | 98,27 | 98,48 | 98,48 | 98,58 | 99,10 | 98,58 | 98,37 | 98,48 | 98,38 | 99,10 | 98,27 | 98,27 | 100 Tayvan
FJ789784 98,06 | 97,96 | 98,27 | 98,27 | 98,38 | 98,28 | 98,38 | 98,27 | 98,27 | 97,96 | 97,85 | 97,86 | 97,85 | 97,96 | 100 Tunus
JF412273 97,85 97,75 | 98,06 | 98,28 | 98,17 | 98,38 | 98,17 | 98,28 | 98,06 | 97,64 | 98,17 | 97,64 | 97,64 | 97,64 | 97,11 | 100 Hindistan
JN189992 95,20 | 95,32 | 95,32 | 95,32 | 95,43 | 94,97 | 95,43 | 95,32 | 95,55 | 94,85 | 94,50 | 94,75 | 95,09 | 94,63 | 94,76 | 94,17 | 100 Italya
EF617329 76,91 | 76,73 | 76,73 | 76,55 | 76,91 | 77,29 | 76,91 | 76,73 | 76,73 | 77,10 | 76,75 | 76,77 | 76,52 | 76,58 | 77,24 | 75,49 | 74,98 | 100 BFNNV
JN189919 72,19 72,39 | 71,59 | 71,59 | 70,98 | 71,41 | 70,98 | 71,39 | 71,19 | 70,78 | 70,80 | 70,82 | 70,58 | 70,61 | 70,94 | 70,43 | 71,06 | 69,25 | 100 SINNV
EU236149 71,46 | 71,46 | 71,04 | 71,04 | 71,25 | 71,48 | 71,25 | 71,25 | 71,46 | 71,46 | 71,48 | 71,04 | 71,06 | 71,70 | 70,88 | 70,07 | 71,90 | 68,98 | 74,00 | 100 TPNNV
AJ608266 67,59 | 67,36 | 66,68 | 66,45 | 66,45 | 67,78 | 66,45 | 67,13 | 66,68 | 66,75 | 67,56 | 65,99 | 66,46 | 67,14 | 67,13 | 64,74 | 66,11 | 63,33 | 60,87 | 62,16 | 100 | TNV
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Cizelge 3.13. Kapsid Protein (RNA2 ORF) tiim genom dizilerine gére Akdeniz izolatlarnin niikleotid benzerlik oranlar1 (%).

Izolat Nt Yakinhg Ulke
TR.VNN.01.01 100 Turkiye
TR.VNN.01.02 99,90 100 Turkiye
FJ829452 98,89 98,79 100 Ispanya
KC696562 98,89 98,79 98,79 100 Ispanya
AY 284967 98,79 98,69 98,69 99,10 100 Israil
Y08700 98,48 98,38 98,38 99,00 98,69 100 Yunanistan
AY 284965 98,48 98,37 98,37 98,58 98,69 98,59 100 Israil
AY284971 98,37 98,27 98,27 99,10 98,99 98,48 98,27 100 Israil
AJ698093 98,28 98,17 98,17 98,79 98,48 99,80 98,38 98,27 100 Fransa
AY284972 98,27 98,16 98,16 98,99 98,89 98,59 98,16 98,68 98,38 100 Yunanistan
KY 354694 98,05 97,94 97,94 98,79 98,69 98,17 97,95 98,27 97,96 98,37 100 Italya
FJ789784 97,96 97,85 97,85 98,27 98,59 98,27 97,96 97,96 98,07 97,85 97,85 100 Tunus
JN189992 95,09 95,21 94,62 95,32 95,44 94,65 94,39 94,74 94,42 95,10 95,09 94,77 100 |Italya
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Kapsid proteini (RNA2 ORF) filogenetik analizinde, nt ve aa farkliliklarmin
arastirtlmas1 sadece RGNNV genotipleri kullanilarak yapildi. SINNV, BFNNV,
TPNNV ve TNV genotiplerinin gerek cografi lokalizasyonlarmm gerek izole
edildikleri tiirlerin farkli olmasi, ayrica yapisal olarak nt sayilarinin dogal olarak
RGNNYV genotipine gore farkli veya fazla olmasi nedeniyle nt ve aa farklilik

degerlendirmesine alinmadi.

Kapsid proteini tim genom niikleotid dizilerine gore niikleotid farkliliklar1
incelendiginde, TR.VNN.01.01 ve TR.VNN.01.02 izolatlarnin kendi aralarinda
sadece 630. nt (A;G) pozisyonunda farklilik oldugu belirlendi (Sekil 3.20, a¢ik mavi
zemin). Referans izolatlarin hemen hemen tamaminin ayni, ancak TR.VNN.01.01 ve
TR.VNN.01.02 izolatlarindan tamamen farklilik gosterdigi 267. (G;A), 564. (C;T),
766. (G;A) ve 792. (C;T) nt’ler olmak tizere toplam 4 nt pozisyonu belirlendi (Sekil
3.20, gri zemin).

Kapsid proteini tiim genom aa farkliliklar1 incelendiginde, TR.VNN.01.01 ve
TR.VNN.01.02 izolatlarnin kendi aralarinda herhangi bir farkliliginin bulunmadigi
belirlendi. iki yerli izolat ile referans izolatlar arasinda ise sadece 256. aa
pozisyonunda farklilik oldugu ortaya konuldu. 256. aa’in, yerli izolatlarda izoldysin,

referans izolatlarda ise valin oldugu belirlendi (Sekil 3.21, agik yesil zemin).
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Sekil 3.20. Kapsid Protein (RNA2 ORF) tiim genom dizilerine gore niikleotid farkliliklar1 ve pozisyonlari.
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Sekil 3.20.Devam. Kapsid Protein (RNA2 ORF) tiim genom dizilerine gore niikleotid farkliliklari ve pozisyonlari.
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Sekil 3.21. Kapsid Proteini (RNA2 ORF) tiim genom dizilerine gore aa farkliliklar1 ve
pozisyonlari.

3.6. Hiicre Kiiltiiriinde Virus izolasyonu

Pozitif tespit edilen 6rnekler ilk olarak E-11 devamli hiicre kiiltiirtine 1/10 ve
1/100 dilusyonlarda adsorbsiyonlu ve adsorbsiyonsuz yontemle inokiile edildi. 25
°C’de 10 giin siire ile sitopatik etki (CPE) yoniinden izlendi, ancak ilk pasajlarda
herhangi bir CPE gozlenmedi. Kor pasaj caligmalarinda E-11 hiicre hattinda toplam 9
kez dondurma-¢6zdiirme yontemiyle pasaj yapildi ve hi¢bir pasajda CPE olusumu
gbzlenmedi. Ayrica her pasaj sonunda hiicreler dondurulup ¢ozdiiriilerek qrtRT-PCR
yapildi ve herhangi bir pozitiflik saptanmadi. Pozitif tespit edilen 6rnekler daha
sonraki asamada SSN-1 devamli hiicre kiiltiiriine 1/10 ve 1/100 dilusyonlarda
adsorbsiyonlu ve adsorbsiyonsuz yontemle ekildi. 25 °C’de 10 giin siire ile sitopatik
etki (CPE) yOniinden izlendi ve 4. giinden sonra CPE olusumlar1 gézlendi (Sekil 3.22
A ve B). CPE goriilen ve goriilmeyen gozler qrtRT-PCR ile dogrulandi. Virusun

124



SSN-1 hiicre kiiltiiriinde izolasyonundan sonra, E-11 hiicre hattina tekrar
inokiilasyon yapild1 ve iki pasaj sonunda virus adaptasyonu saglanarak E-11 hiicre

hattinda da virus izolasyonu gerceklestirildi.

ks
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¥ e

(RO
e

Sekil 3.22. grtRT-PCR ile VNN virusu pozitif bulunan 6rneklerin SSN-1 hiicre hattinda CPE
goriintiisii. A: Hiicre Kontrol; B: TR.VNN.01.02 pozitif 6rnegin 7.giin CPE goriintiisii:
vakuolizasyon ve lizis).
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4.  TARTISMA

Viral Nervoz Nekrozis’in varligi, su iriinleri yetistiriciliginin stirdiiriilebilirligi
ve gelisimi anlaminda en blyiik zorluktur (Toffan ve ark., 2017). VNN etkeni
betanodaviruslarin kiiresel olarak su iiriinleri yetistiriciligi iiretimine yonelik 6nemli

bir risk olusturdugu vurgulanmaktadir (Costa ve Thompson, 2016).

Virus, temel olarak SINNV, RGNNV, BFNNV ve TPNNV olmak tlizere dort
genotipte klasifiye edilmektedir. Her genotipin adapte oldugu bir su sicaklig1 ve buna
baglh duyarh tiirleri bulunmaktadir. Ancak son yillarda virusun reassortment
ozelliginden dolay1 ortaya ¢ikan RGNNV/SINNV ve SINNV/RGNNV reassort
genotipleri 6nem kazanmis ve duyarli olmayan tiirlerde replike olarak salgimlar

meydana getirmistir.

VNN, diinya Tlzerinde gerek Kkiiltiiri yapilan baliklarda gerek yabani
populasyonlarda ylizden fazla balik tiirlinde hastaliga neden olmaktadir. Bunun
yaninda artemia, rotifer, su solucanlar1 ve yumusakcalarda da virus tespit edilmistir.
Virus en ¢ok, levrek tiirleri, ¢ipuralar, grouperler ve Atlantik halibut ile cod gibi
baliklarda daha fazla hastalik olusturmasina ve yayilima neden olmasma ragmen,

duyarli olmayan tiirler ve asemptomatik baliklar virusun sagilimi ve yayiliminda

etkilidir.

VNN, tiim yas donemlerinde etkili olmasina ragmen larvalar etkilendiginde %
100’e varan yiiksek mortaliteler olusabilmekte, juvenil ve daha biiyiik boy baliklarda
ise genellikle daha az kayiplarla hastalik atlatilabilmektedir (Anonim, 2017a). VNN
virusunun, patogenetik hedef organlarinin beyin, spinal cord ve optik siniri iceren
g6z olmasina ragmen, Ozellikle anaclarin gonad dokularinda da virus
replikasyonunun varligi gosterilmistir. Bu nedenle damizlikta kullanilan anaglarmin
virus tasiyip tasimadiklarinin belirlenmesine yonelik giivenilir testlerin gelistirilmesi

gelecek igin kritik bir konudur (Toffan ve ark., 2017).
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VNN hastalig1 i¢in baslica hedef organlar merkezi sinir sistemi ve retinadir.
Etkilenen organlarda vakuolizasyonlarla iligkili olarak doku kayiplar1 meydana gelir
ve buna bagli olarak sinirsel semptomlar, anormal ylizme davranislari, goriis kaybina
bagl olarak eksternal yaralanmalar ve 6lim meydana gelmektedir. Klinik belirtiler
ile su sicakligi arasinda ¢ok giiglii bir iliski vardwr, klinik belirtilerin goriilmesi
sicakliktan 6nemli dl¢lide etkilenir. Su sicaklig1 ayrica farkli genotiplerin mortalitesi
iizerine etkilidir ve virusun aktif donemine gegebilmesi ve salgmlar meydana
getirmesi i¢in optimum su sicakligina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun i¢in salginlar

yilin her doneminde ayni oranda goriilmemektedir.

Virus Gliney Amerika hari¢ diinyanin pek ¢ok bolgesinde farkli su
sicakliklarina adapte olmus pek cok deniz balhiginda farkli genotiplerde tespit
edilmistir. Tespit edilen genotiplerin cografi dagilimi su sicakhigr ile iliskilidir.
Diinya lizerinde en ¢ok tespit edilen genotip RGNNV’dir ve bu genotip Akdeniz

havzasinda da endemik olarak bulunmaktadir.

Tiirkiye’de VNN virusu ilk kez 2011 yilinda tespit edilmistir (Ozkan Ozyer ve
ark., 2014). Balik hastaliklar1 ulusal referans laboratuvar1 izmir/Bornova Veteriner
Kontrol Enstitiisii tarafindan gergeklestirilen tarama ¢aligmalarinda da 2012 ve 2014
yillarinda levrek ve cipura yavrularinda virus tekrar tespit edilmistir. Daha sonra
yapilan izleme c¢aligmalarinda ise 2014 yilinda virus tespit edilen kulugkahaneden
yavru alan baska bir isletmede klinik enfekte levrek yavrularinda virus yeniden tespit
edilmistir (Kalayci ve ark., 2016).

VNN hastaligmnin  teshisinde, hiicre kiiltiirlinde  virus izolasyonu,
immunfloresan, elektron mikroskobi, histopatoloji, serolojik testler ve molekiiler
tabanli niikleik asit tespit testleri kullanilabilmektedir. Bununla birlikte mevcut
testlerin sensitivitesi, spesifitesi, uygulanabilirligi agisindan degerlendirildiginde,
teshis amacina gore uygun olan test belirlenmelidir. Hiicre kiiltiiriinde virus
izolasyonunu takiben immun boyama veya molekiiler identifikasyon testleri hala
altin standart olarak gosterilmektedir (Anonim, 2017a). Altin standart metot

olmamasima ragmen, sensitivite, spesifite ve uygulanabilirlik agisindan valide edilmis
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Real-Time RT-PCR testleri ise rutin teshis ve epidemiyolojik arastirmalarda

Onerilmektedir.

Betanodaviruslar, baliklar1 etkileyen en stabil viruslarden biri oldugundan
dolayi, bir ¢iftligin enfekte olmasindan sonra, virusun ortadan kaldirilmasi ¢ok zor
olabilmektedir (Frerichs ve ark., 1996). VNN kontrolii i¢in asilamay1 da igeren etkili
profilaktif onlemlerin alinmasi gereklidir, iiretimin damizlik ve larval asamalar1
hedeflenerek vertikal bulagsma ile miicadele edilerek sektoriin siirdiiriilebilirligi

saglanmalidir (Costa ve Thompson, 2016).

Hastalik ile 1ilgili korunma ve kontrol stratejileri tasarlanirken mevcut
biyogiivenlik dnlemleri, anaglarin durumu, cografi konum, genotip, cevre sicakligi ve
iretim amaci ile iretim donemleri gibi etmenlerin dikkate alinmasi, hastaligin
bulagsmasini, yaygimhigmim azaltilmasmni veya ortadan kaldirilmasinda 6nemli
noktalardir. En etkili korunma ve kontrol ydntemi isletme yonetimi, temizlik,
dezenfeksiyon, isletmeye kontamine olmayan bolgelerden balik temini, isletmeye
balik digindaki unsurlarin giris ve ¢ikislarinin kontrolii, kullanilan suyun UV ve filtre
sistemleri ile sterilizasyonunu igeren biyogiivenlik Onlemleri, anaglarin periyodik
olarak virolojik ve serolojik olarak taranmasi1 ve asilamalardir. Inaktif asilar,
rekombinant asilar, virus benzeri parcaciklar, sentetik peptit asilar1 ve DNA asilar1

korunmada kullanilabilmektedir.

Hastalik hem Avrupa Birligi’nde hem de Tiirkiye’de ihbar1 mecburi bir hastalik
olmamasindan dolay1 hastalikla ilgili yasal yaptirimlar bulunmamasmna ragmen,
persistenslik ~ Ozelliginden  dolayr  ¢iftlik  sahipleri  genellikle  anaclar1

degistirmektedirler.

Viral hastaliklarmin tedavisinde kullanilan yOntemlerin bazilar1 VNN
hastaliginda da denenmis ve basarili sonuglar alinmistir. Bunlardan virus
replikasyonunu inhibe eden antiviral ajanlar, IFN’lar ve antimikrobiyal peptitler ile

ilgili denemeler bulunmaktadir.
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Tiirkiye, sahip oldugu su kaynaklari, cografi konumu, balik iiretimine artan
biiyiik ilgi, artan uluslararasi balik ticareti, gerek balik kulugkahanelerinde uygulanan
biyogiivenlik dnlemleri ve gerekse yetistirme isletmelerindeki profesyonellesmelerin
ciktis1 olarak diinya levrek tiretiminde % 42’lik bir katki ile hem Avrupa, hem tiim
diinya genelinde levrek yetisticiligi acisindan stratejik bir konuma sahiptir.
Tiirkiye’de tiim balik tiirleri i¢inde levrek iiretimi ise yine % 32,8 gibi yiiksek bir
orana sahiptir. Tirkiye, sahip oldugu bu degerler ¢ercevesinde Onemli diizeyde
yavru, pazar boyu veya islenmis levrek ihracat1 yaparak GSMH’ya 6nemli katkilar
saglamaktadir. Yetistirme amaciyla yurtdisma levrek ihracati yapildiginda, ithalat
yapan ilkeler, baliklarm VNN negatif olmasmi ve bunun da yetkili bir
laboratuvardan belgelenmesini istemektedirler.

VNN hastaliginin, OIE ve ADNS gibi hayvan hastaliklar1 bildirim
sistemlerinde ihbar1 mecburi bir hastalilk olmamasindan dolay1 {ilkelerin
epidemiyolojik durumlarinin degerlendirilmesinde giigliikler yasanmaktadir. Ancak
virus ile ilgili literatlir bilgileri incelendiginde, hastaligin akdeniz havzasinda
endemik  diizeyde oldugu  degerlendirilmektedir.  Uretim  kapasiteleri
karsilagtirildiginda, Tiirkiye sahip oldugu 427 yetistirme tesisi ve yliksek iiretim
hacmine ragmen, hastalik diger iilkelere gore yok denecek kadar azdir. Tez galismasi
oncesinde virus, Tiirkiye’de klinik olarak ii¢ kez, tarama ¢alismalar: sirasinda ise iKi

kez tespit edilmistir.

Bu tez c¢alismasi, Tiirkiye ekonomisinde oOnemli yer tutan levrek
yetistiriciliginde en Onemli hastalik durumundaki VNN hastaliginin durumunun
ortaya konulmasi, hastalik ile ilgili olarak sahadaki var olan farkindaligin artirilmasi
ve ileride olusabilecek salginlar ile ilgili olarak miicadele stratejilerinin gelistirilmesi,
ayrica virus ile ilgili olarak ta genetik yapisinin ve diger iilkelerde bulunan viruslarin
genetik yapilar1 ile farklhiliklar1 ve iliskilerinin ortaya konulmasi amaciyla
gerceklestirilmistir.  Bu amacgla, Tirkiye’de faaliyette olan tim levrek
kulugkahaneleri ve epidemiyolojik temelli olarak modellenen 418 yetistirme
isletmesinin bazilarinda betanodavirus varlig1 arastirilmistir. Tez ¢aligmasinda ayrica,

qrtRT-PCR testi optimize edilmistir.
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Balik hastaliklar1 Ulusal Referans Laboratuvari’nda, hiicre kiltiiriinde virus
izolasyonunu takiben Nested-PCR metodu kullanilarak yapilan VNN teshisi en az 2-
3 haftalik zaman alarak, teshis siiresinin uzamasina sebep olmaktadir. Bu durum
teshis maliyetlerini ve isgiiclinii artirarak, hem saha arastirmalarmi zorlastirmakta
hem de rutin teshisin istenilen zamanda sonuc¢lanmasina engel olmaktadir. Tez
caligmasi kapsaminda, OIE tarafindan 6nerilen Real Time RT-PCR testi optimize
edilerek hem kantitatif verilerin saglanmas1 miimkiin olmus hem de teshis siiresi 1
giine kadar indirilmistir. Bu sayede sahanin bekledigi analizler de daha kisa zamanda
sonuclandirilmaya  baslanmistir.  Ayrica, testin optimizasyou 1ile birlikte
gerceklestirilen validasyon c¢alismalar1 ile, referans laboratuvarda VNN teshisi
TURKAK akreditasyon kurumu tarafindan onaylanarak akredite bir metot olarak
laboratuvara kazandmrilmistir. Tez c¢alismasi, referans laboratuvara betanodavirus
teshisinin daha kisa siirede yapilmasi ile hem levrek ihracatinda gerekli olan sonuglar
kisa siirede ve akredite olarak sunulabilecek hem de ileride olast VNN salginlarina
kisa siirede teshis ile katki saglayacaktir. VNN, uluslararasi ticarette 6nem tagimakta,
yumurta, larva, fry veya fingerling ticarctinde hastaligin ari olmasi istenmektedir.
Ulkemizde de yavru levrek ihracati bulunmakta ve donemsel olarak VNN
hastaligindan ariliklerine iliskin olarak test yaptirmakta ve bu testler ihracat1 6nemli

olarak etkilemektedir.

VNN etkeni betanodaviruslarin kantitatif tespit edilmesine yonelik bazi
caligmalar bulunmaktadir. Baud ve ark. (2015), tarafindan RNAI segmentine gore
gelistirilen qrtRT-PCR testi ile plazmid DNA’sindan 50-100 kopyaya kadar, hiicre
kiiltiiriinde ise 10%°-10%% DKIDsp’e kadar minimum tespit limiti elde etmislerdir.
Panzarin ve ark. (2010), ise RNA2 segmentine gore gelistirdikleri qrtRT-PCR testi
ile plazmid DNA’sindan 300 kopyaya kadar, hiicre kiiltiiriinde ise 10* DKIDsq
minimum tespit limiti elde etmislerdir. Plazmid DNA’sindan elde edilen pozitif
sinyallerin daha diisiik kopyalarda da elde edilmesine ragmen, >36 Ct’lerden sonra
non spesifik pozitifler elde edildiginden tespit limiti 300 kopya olarak belirlenmistir.
Tez ¢aligmasinda lineer tespit araligi 3-2,82x10" olarak belirlenmis ve Panzarin ve
ark. (2010), tarafindan gelistirilen test ile uyumlu bulunmustur. Tespit limitinin daha

diistik kopya olmasmin sebebi ise iki testte kullanilan matrisklerin farkliligindan
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kaynaklanmaktadir. Dalle Valle ve ark. (2005), tarafindan gelistirilen SYBER green |
temelli, hem RNAL ve hem RNA2 segmentini amplifiye eden qrtRT-PCR testlerinde
ise her iki segment i¢in 10* kopyaya kadar tespit elde edilmistir. Ancak gelistirilen bu
testlerin tespit limitlerinin diisiik gibi goériinmesine ragmen, analitik sensitiviteleri
RNALI i¢in -3.62 slope ve % 88.6 verimlilik degerleri ile oldukg¢a diisiiktiir. RNA2
segmenti i¢in ise -3.32 slope ve % 100 verimlilik ile yeterli diizeydedir. Ancak
tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik ile ilgili olarak test i¢i CV degerleri RNA1
icin % 0,2-6,3 (ortalama % 1,4); RNA2 i¢in % 0,48-5,6 (ortalama % 1,5); testler
aras1t CV degerleri ise RNA1 igin % 0.02-2.3 (ortalama % 2,4); RNA2 i¢in % 0.26—
5.4 (ortalama % 2,3) olarak oldukga diisiik diizeydedir. Baud ve ark. (2015), RNA1
segmentini hedef alan qrtRT-PCR testinde test i¢i CV % 0.05-1.1; testler aras1i CV
ise % 0.43-1.78 olarak, Dalla Valle ve ark. (2005), CV degerlerinden daha iyi
diizeydedir. Panzarin ve ark. (2010), tarafindan gelistirilen ve optimizasyon testi olan
Real Time RT-PCR validasyonunda testler ici CV % 0.02- 2.87; testler aras1 CV ise
% 1.11- 3.48 arasinda bulunmustur. Ayrica testin verimliligi 2,03 olarak
hesaplanmistir. Tez calismasinin  validasyon parametreleri literatiir ile
karsilastirildiginda Baud ve ark. (2015), RNAL hedefli, Dalla Valle ve ark. (2005),
ise SYBER green | temelli oldugundan Kkarsilastrmanm uygun olmadigi
degerlendirilmektedir. Ancak optimizasyon testi olan Panzarin ve ark. (2010), ile
karsilastirildiginda, 10 kopya minimum tespit limiti; -3,373 slope degeri; 1,97
verimlilik; test ici % 0,03-4,58; testler aras1 % 0,12-2,18; tiim testlerin ise % 0,84
ortalama degisim oram ile sensitiv, spesifik, tekrarlanabilir ve tekrar iiretilebilir bir

test oldugu degerlendirilmistir.

Tez c¢alismasinin saha arastirmalar1 asamasinda betanodavirusun hem levrek
yetistirme isletmelerindeki durumunun, hem de kuluckahanelerdeki durumunun
iretimin tiim asamalarinda ortaya konulmasi amaciyla epidemiyolojik temelli
ornekleme metodu kullanilarak ¢alismalar gergeklestirilmistir. Yetistirme isletmeleri
icin, Tiirkiye’de faaliyet gosteren 418 yetistirme isletmesi % 95 giiven araligi, % 100
sensitivite ve % 15 tahmini prevalans dikkate alinarak 20 isletme belirlenmis, ancak
olas1 aksakliklar hesaba katilarak 24 isletme Orneklenmistir. Kulugkahane

orneklemesinde ise, liretimin tiim asamalarini kapsayacak sekilde faaliyette olan tiim
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kulugckahaneler % 99,9 giiven araliginda ommeklenmistir. Isletmelerden veya
kuluckahanelerde her yas grubundan Orneklenecek balik sayisinin belirlenmesinde
ise OIE tarafindan Onerilen surveylans tablosuna gore % 10 prevalans, % 100
sensitivite ve spesifite hesabina uygun gelen 30 6rnek sayisi alinmistir (Anonim,
2015). Bu amagla levrek yetistirme isletmelerinden farkl biiyiikliikte 30’ar adet balik
tesadiifi Ornekleme yontemi ile almmustir. Ayni sekilde kulugkahanelerden de
dollenmis yumurta, 0-5 giinliik prelarva, 5-40 giinliik postlarva, 40-80 giinlik fry ve
80-120 giinliik fingerling boy olmak fiizere her yas grubundan en az 30 adet yavru

levrek 6rneklemesi yapilmistir.

Kulugkahanelerde yapilan galismalarda, her grup 10-30 Ornekten olusmak
iizere, 8 kuluckahaneden 15 grup dollenmis yumurta, 9 kuluckahaneden 14 grup
prelarva, 13 kulugkahaneden 22 grup postlarva, 13 kulugckahaneden 43 grup fry ve 9
kuluckahaneden 41 grup fingerling olmak {izere toplam 135 calisma grubu
olusturulmus ve toplamda 2460 Ornek arastirmada kullanilmistir. Mevsimsel
dagilimlar incelendiginde 38 grup Aralik-Ocak-Subat aylarinda; 77 grup Mart-Nisan-
Mayis aylarinda, 21 grup ise Haziran-Temmuz ve Agustos aylarinda 6rneklenmistir.
Orneklemelerin yapildig1 kulugkahanelerde su 1silari, déllenmis yumurta tanklarinda
15 °C, prelarva tanklarinda 15-16 °C, postlarva tanklarinda 16-20 °C, fry tanklarinda
16-22 °C, fingerling tanklarinda ise 20-24 °C olarak olgiilmiistiir. qrtRT-PCR testleri
sonucunda 16 kulugkahaneden, 1 tanesinde, fingerling boy levreklerde ii¢ ¢alisma

grubunda da VNN virusu tespit edilmistir.

Prevalansin belirlenmesinde, kulugkahanelerde yetistirilen yavru levreklerin
yas gruplarma bakilmaksizin, virusun herhangi bir yas grubunda tespit edildigi
kuluckahane mihrak olarak degerlendirilmistir. Buna goére faaliyetteki 16
kuluckahaneden 1 tanesinde virus tespit edildiginden, Tiirkiye genelinde

kulugkahanelerdeki betanodavirus prevalans: % 6,25 (1/16) olarak hesaplanmustir.

VNN virusunun tespiti ve molekiiler karakterizasyonu iizerine diinyada pek
cok calisma bulunmasina ragmen, epidemiyolojik haritalarin olusturulmasi i¢in

yeterli ¢calisma bulunmamaktadir. OIE listesinde veya iilkelerin hastalik bildirim

132



mevzuatlarinda ihbar1 mecburi bir hastalik olmamasindan dolayi tilkesel prevalans ve
insidans bilgilerine ulagilamamaktadwr. Bunun yaninda, epidemiyolojik temelli
olmamakla birlikte diinyanin farkli bélgelerinde ¢iftlik veya yabani popiilasyonlarda
yaygmlik caligmalart ile % 0,23 - % 88,5 arasinda degisen oranlarda pozitiflik
saptanmistir (Barker ve ark., 2002; Gomez ve ark., 2004; Liu ve ark., 2015;
Sakamoto ve ark., 2008).

VNN prevalans1 ile ilgili olarak literatiir bilgiler1 arastirildiginda,
epidemiyolojik prevalanslarin genis bir farklilik gosterdigi, ancak giiven araligi,
sensitivite veya tahmini prevalans gibi ornek sayisinin belirlenmesi parametreleri
kullanilmadan basit rastgele usullerle 6rnek sayilarin belirlendigi veya salgmnlar
sirasindaki hedefli basit 6rneklemeler ile prevalanslarin hesaplandigi goriilmektedir
(Barker ve ark., 2002; Berzak ve ark., 2019; Gomez ve ark., 2004; Liu ve ark., 2015;
Sakamoto ve ark., 2008). Tez calismasi, tiim yas gruplarinmn bir arada arastirilmasi
acisindan degerlendirildiginde, tiim diinya genelinde 6zgiin bir ¢aligma olarak
degerlendirilmektedir. Tez c¢ahismasi ile hem yetistirme isletmeleri hem
kulugkahanelerdeki tiim yas gruplar1 bir arada arastirilarak virus-yas duyarlhilig ile

ilgili verilerin elde edilmesi amaglanmistir.

Tez calismasi, kuluckahanelerde yetistirilen tiim yavru levrek yas gruplarini
kapsamaktadir. Literatiir bilgilerinde de deginildigi gibi, virus ozellikle fingerling
boy baliklar1 etkilemekle birlikte tim yas gruplarinda da Oliimlere neden
olabilmektedir. Buradaki amag, virusun yas duyarliligin1i da ortaya koymaktir.
Deneysel enfeksiyonlarla yas duyarliligmmin cesitli literatiirler ile desteklenmesine
ragmen, yapilan literatiir taramasinda virusun yas duyarlilig ile ilgili epidemiyolojik
temelli arastirmalara rastlanmamistir. Tez calismasinda, halihazirda mevcut tim
levrek kulugkahanelerinde bulunan tiim yas gruplarinda en az bir pozitif 6rnek tespit
edebilme temelinde yapilan epidemiyolojik tez caligmasinda, literatiir bilgileri ile

uyumlu olarak sadece fingerling boy baliklarda virus tespit edilmistir.

Tiirkiye’nin de i¢inde yer aldigi1 Akdeniz havzasinda endemik olarak bulunan

RGNNV genotipinin optimum geligsme sicakliginin 25-30 °C oldugu bildirilmektedir.
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Tez c¢alismasinda kuluckahanelerden saglanan Orneklerin  su  sicakliklari
incelendiginde, RGNNV genotipinin optimum gelisme sicakligindan diisiik olduklari
gorilmektedir. Ancak, kulugkahanelerde yapilan arastirmanin asil amaci, yavrularin
saglandig1 anaglarda persiste olarak bulunabilecek virusun vertikal gecisinin ve eger
varsa igletme suyunda bulunabilecek virusun yavrularda tespit edilmesidir. Sonuglar
degerlendirildiginde virus, dollenmis yumurta, prelarva, postlarva ve fry boy
baliklarda tespit edilmemistir. Bu durum anaglarda persiste virus enfeksiyonu
olmadigmi desteklemektedir. Kuluckahanelerde kullanilan suyun fiziksel
dekontaminasyon yontemleri degerlendirildiginde, tesislerin hemen hemen
tamaminin filtre ve UV yOntemi kullanarak biyogiivenlik dnlemlerini uyguladiklar1
goriilmiistlir. Virusun inaktivasyonu ve filtreden gecmesini engelleyen bu sistemlerin
de, kulugkahanede kullanilan suyun virustan ari olmasmma yardim ettikleri
degerlendirilmektedir. ~ Fingerling boyuna kadar olan bu yavru levreklerin
yetistirilmesinde bahsedilen steril suyun kullanilmasi, virusun bu boy baliklarda
tespit edilmemesi ile de iliskili olabilecegi degerlendirilmektedir. Kulugkahanelerde
bu biyogiivenlik Onlemlerinin almmmasi virusun tesislere girisine engel olmasina

yardim ettigi diisiiniilmektedir.

Kuluckahane c¢alismasinda virus, fingerling boy baliklarda tespit edilmistir.
Fingerling boy baliklarm yetistirme 1silarma bakildiginda, virusun optimum gelisme
sicakligina yakin oldugu goriilmektedir. Bu durum virusun bu boy baliklarda hem
daha fazla tespit edilme sansini artirmakta hem de yiiksek mortaliteler ile salginlar
meydana getirebilmesi ile agiklanabilmektedir. Ayrica kulugkahanelerin fingerling
yetistirme {nitelerinde kullandiklar1 suyun, 120. giinden sonraki asamada veya
yetistirme isletmelerine gonderilmeden oOnceki donemde, baliklarin denize
adaptasyonunun saglanabilmesi amaciyla; ¢ogunlukla herhangi bir sterilizasyon
islemine tabi tutulmadan denizden dogrudan temin edildigi degerlendirilmistir. Bu
durum baliklarin sonraki agsamada deniz suyuna adaptasyonunun kolaylastirsa da,
deniz suyunda var olabilecek virusun baliklara gecisine imkan tanimaktadir. Tez
caligmasinda toplam 16 kuluckahane bulunmaktadir ve 9 tesisten fingerling boy balik
orneklenmistir. Dokuz kulugckahaneden ise sadece 1 tanesi RGNNV genotipinin

optimum gelisme sicakliginda bulunmaktadir. Kuluckahanelerin yetistirme
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donemleri goz Oniine alindiginda, ¢ogu tesisin fingerling donemini virusun aktif
oldugu yaz sicakliklarina senkronize etmedikleri goriilmektedir. Fingerling baliklarin
yetistirme donemlerine bakildiginda, tez c¢alismasinda Orneklerin elde edilme
zamanlarinin virusun aktif oldugu ve optimum iireme 1sismna yakin oldugu yaz

donemlerinde daha az oldugu goriilmektedir.

Kulugkahanelerde durumun daha iyi anlasilmasi i¢in yapilan retrospektif
arastirmada, virusun tespit edildigi K-1 kulugkahanesinin K-12 kulugkahanesi ile
iligkili oldugu ve anaglardan saglanan dollenmis yumurta ve prelarvalarm 1-2 giinliik
yastan sonra K-1 kulugckahanesine gonderildigi 6grenilmistir. Tez ¢aligmasinda K-12
kuluckahanesinin 1. ve 2. orneklemesinde virus tespit edilememistir. Bu durum
persiste  enfeksiyon olmadigi  goriisiinii  desteklemektedir. Ayrica K-1
kuluckahanesinde prelarva, postlarva ve fry, boy levreklerde de virusun tespit

edilmemesi persiste enfeksiyonun olmadigi tezini daha da giliglendirmektedir.

Tim bu bilgiler 1s5181nda kuluckahanede tespit edilen betanodavirusun, anag
kaynakli olmadigi, deniz suyu kaynakli olabilecegi degerlendirilmektedir. Ayrica
Tirkiye’de ¢ok fazla levrek yetistirme isletmesi olmasindan dolay1 aktif olan 16
kuluckahanede deniz suyunun dogrudan kullanilmadigi asamalarda virusun tespit
edilmemesi, biyogiivenlik ve yetistirme Onlemlerinin alindiginin ve bilingli tiretim

yapildiginin gostergesidir.

Yetistirme isletmelerinde virus yayginhiginin tespiti amaciyla gergeklestirilen
epidemiyolojik modelleme ile Tiirkiye’de faaliyette olan 418 levrek isletmesinin 24
tanesinden, herbirinden tiim boylar1 temsil edecek sekilde 30’ar adet olmak iizere
toplam 720 Ornek alinarak 80 ¢alisma grubunda betanodavirus arastirilmistir.
Ornekleme zamanlar1 incelendiginde, isletmelerin tamami virusun aktif oldugu
Agustos ve Eyliil aylarinda Orneklenmistir. Prevalansin  belirlenmesinde,
isletmelerdeki levreklerin yas gruplarma bakilmaksizin, virusun herhangi bir yas
grubunda tespit edildigi isletme mihrak olarak degerlendirilmis ve QrtRT-PCR
testleri sonucunda 24 isletmeden, 1 tanesinde VNN virusu tespit edilmistir. Ancak

prevalansin hesaplanmasinda ilk basta belirlenen 20 isletme sayis1 baz alinmis,
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Tiirkiye genelinde levrek isletmelerinde betanodavirus prevalansi % 5 (1/20) olarak

hesaplanmastir.

Yetigtirme igletmesinde yapilan arastirmada, levreklerin fingerling boy
baliklara ¢ok yakin yasta oldugu ve kulugkahanede tespit edilen Vvirus tespit edilen
isletmenin, virus tespit edilen K-1 kulugkahanesi ile iligkili oldugu ve bu
kulugkahaneden ¢ikan fingerling boy levreklerin Y-23 isletmesine geldigi
belirlenmistir. Ayrica virusun tespit edildigi levreklerin ¢ok kiigiik boy oldugu ve
fingerling boy baliklara ¢ok yakin yasta, yaklasik 150-160 giinlik oldugu tespit
edilmistir. Isletme ile ilgili yapilan daha sonraki arastirmalarda, isletmenin tam bir
deniz isletmesi olmadigi, kulugckahaneden diger yetistirme isletmelerine gonderilmek
iizere baliklarin bekletildigi kuluckahane sonrasi ara bir isletme oldugu, orta veya
biiyiikk boy balik olmadigi da belirlenmistir. Sonu¢ olarak K-1 ve Y-23 6rnekleme
tinitelerinin ayni levrek tiretim firmasina ait ve ayni lokalizasyonda olduklar:

belirlenmistir.

Betanodaviruslar Akdeniz havzasinda pek ¢ok kez tespit edilmistir ve bolgede
endemik olarak bulunmaktadir (Anonim, 2017a; Berzak ve ark., 2019; Costa ve
Thompson, 2016; Munday ve ark., 2002; Toffan ve ark., 2017). Virusun akuatik
cevrede uzun siire canli kalabilecegi ve deniz suyunun istirakli oldugu larva veya fry
boy levreklerin horizontal bulasma ile virusa maruz kalabilecegi bildirilmistir
(Nerland ve ark., 2007). Tez c¢alismasinda tespit edilen virusun epidemiyolojisi
incelendiginde kuluckahanelerden yapilan higbir 6rneklemede dollenmis yumurta,
prelarva, postlarva veya fry boy baliklarda virus tespit edilmemistir. Kulugkahane
veya yetistirme isletmesinden tespit edilen virus ise deniz suyunun kullanildigi,
kapali sistemin disinda kalan {nitelerdir. Bir biitiin olarak degerlendirildiginde
virusun vertikal kaynakli bulagmasi ile ilgili bir tespit bulunmamaktadir. Bu durum
orneklerin elde edildigi anaglarin da virus agisindan ari olabilecegi hipotezini
dogurmaktadir. Tespit edilen virusun ise, bolgenin endemisinden kaynakli olarak

horizontal bulagma ile deniz suyu kaynakli olabilecegi degerlendirilmektedir.
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Virusun tespit edildigi Y-23 isletmesine yakin olan Y-24 islemesinde
ornekleme zamaninda su sicakligi, virusun optimum gelisme 1s1sia yakin olarak 28-
30 °C araligina olmasina ragmen virusun tespit edilememesinin 6rneklenen baliklarin
yas1 ile ilgili olabilecegi degerlendirilmektedir. Levreklerin, betanodaviruslara en
duyarli oldugu yas grubunun, biitiin yas gruplarinda virus tespit edilebilmesine ve
hastalikk olusturabilmesine ragmen en ¢ok fingerling boy baliklar oldugu
bildirilmektedir. Y-24 isletmesinden elde edilen baliklarin 28-30 cm ve 265-310 g
agirhiginda, pazar boyuna yakin olduklar1 tespit edilmistir. Bu yas grubunda virus
tespit edilebilmesine ragmen, virusun optimum iireme gosterdigi fingerling boy
baliklardan olduk¢a biiyiik olduklar1 goriilmektedir. Yine su 1sisinmn 27-28 °C
araliginda oldugu Y-22 isletmesinden elde dilen baliklarin 12-13,5 cm ve 21-31 g
araliginda olduklar1 tespit edilmistir. Y-22 isletmesinde balik boylarmnin, virus
duyarliligina biraz daha yakin olmasina ragmen virusun tespit edilmemesi, bolgede
virus sirkiilasyonu olmayabilecegi ile iliskilendirilebilir. Tirkiye’deki levrek
yetistirme iglemelerinin lokalizasyonlari incelendiginde biiyiikk ¢ogunlugunun Mugla-
Milas ve Bodrum’da bulundugu bilinmektedir. Tez c¢alismasmnin Ornekleme
asamasinda isletmelerin rasgele se¢ilmesine ragmen, bu lokalizasyonla paralel
isletme sayisi elde edilmistir. Calismada toplam 24 isletmeden 12’sinin Milas veya
Bodrum lokalizasyonlu oldugu goriilmektedir. Bu bolgeden 6rneklenen baliklarin,
12-45 cm ve 26,4-950 g agrwhginda olup, neredeyse isletmelerde yetistirilen
baliklarm tiim boylarmi temsil edecek sekilde varyasyon gosterdikleri tespit
edilmistir. Milas-Bodrum bélgesinde Orneklemenin  yapildigt  Agustos-Eyliil
aylarmnda deniz suyu sicakliginin 25-27 °C oldugu ve virusun optimum gelisme
1s1sina yakim oldugu goriilmektedir. Bu bolgede hemen her yas grubundan 6rnekleme
yapilmasina ragmen virusun tespit edilememesi, bolgede de virus sirkiilasyonunun
olmayabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica Bodrum ve Milas bolgesinin yillik su
isilarmin sadece Agustos-Eyliil aylarinda 25-27 °C’ye ulastig1, diger aylarda virusun
optimum gelisme 1s1sindan daha diisiik seyrettigi degerlendirilmektedir. Hem her yas
grubundan hem de uygun Ornekleme zamaninda virus tespit edilmemesi bu tezi
gliclendirmektedir. Yetistirme igletmelerinin tamami degerlendirildiginde, Bodrum
ve Mugla bolgesinin su 1sisinin virusun tespit edildigi bolge ve diger bolgelerden

daha diisiik oldugu goriilmektedir (Anonim, 2013).
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Tiirkiye’deki VNN vakalarinin epidemiyolojisi incelendiginde, ilk izolasyon
2011 yil1 sonunda Mersin ilindeki klinik olarak tanimlanmig ve yogun mortalitelerin
goridiigii bir yetistirme isletmesinden saglanan Orneklerde gergeklestirilmistir
(Ozkan Ozyer ve ark., 2014). Hastahk tarama calismalarmda, 2012 ve 2014
yillarinda kulugkahane taramasi sirasinda, klinik herhangi bir belirti gostermeyen
levrek ve c¢ipuralarda virus tespit edilmistir. Hastalik izleme caligmalarinda, 2014
yilinda ise virus tespit edilen kulugckahane ile iligkili bir yetistirme tesisinde % 10
mortalite ile beraber VNN klinik belirtileri gosteren yavru levreklerde virus tespit
edilmistir. Yine 2014 yilinda baska bir kuluckahanede % 5 mortalite ile beraber
VNN klinik belirtileri gésteren yavru levreklerde virus tespit edilmistir (Kalayci ve
ark., 2016). Tez calismasinda virus tespit edilen isletme ve kuluckahanede de VNN
hastaligma iligkin olarak herhangi bir klinik semptom veya yogun mortalite
bildirilmemesi ve levreklerin makroskobik laboratuvar muayenesinde lezyon
saptanmamasi, ayrica virus tespitinden sonra yapilan tarama ve izleme
calismalarinda virusun tekrar tespit edilmemesi, aktif bir enfeksiyonun olmadigmnin

gostergesidir.

Tez c¢alismasinda elde edilen Tirkiye betanodavirus izolatlar1 olan
TR.VNN.01.01 ve TR.VNN.01.02, ilk tespit edildigi qrtRT-PCR testinde zayif
pozitif olarak degerlendirilmistir. Pozitif 6rneklerin direkt doku homojenizatlarindan
yapilan qrtRT-PCR testinde, Ct degerleri ve viral yiikleri TR.VNN.01.01 izolat1 i¢in
32,19 ve 3,10 x 10® kopya/pl; TR.VNN.01.02 izolat1 i¢in ise 31,56 ve 4,82 x 10?
kopya/ul olarak hesaplanmstir. Hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonundan sonra ise
sirastyla 20,96 Ct ve 7,29 x 10° kopya/ul; 24,87 Ct ve 4,83 x 10* kopya/ul degerleri
elde edilmistir. Hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu c¢alismalar1 sonrasinda tekrar
edilen testlerde Ct degerlerinin ve viral yiiklerinin arttigi gorilmektedir. Viral
yiiklerin belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismalarda Baud ve ark. (2015), tarafindan
RNALI segmentine gore gelistirilen qrtRT-PCR testi ile plazmid DNA’sindan 50-100
kopyaya kadar, hiicre kiiltiiriinde ise 10*°~10%*> DKIDsy minimum tespit limiti elde
etmislerdir. Panzarin ve ark. (2010), ise RNA2 segmentine gore gelistirdikleri qrtRT-
PCR testi ile plazmid DNA’sindan 300 kopyaya kadar, hiicre kiiltiiriinde ise 10

DKIDso minimum tespit limiti elde etmislerdir. Ancak iki caligmada da tespit edilen
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viral ytiklerin, enfektif viral yiikiin belirlenmesinden ziyade, klinik enfekte, persiste
veya subklinik olarak sadece virusun niikleik asidinin tespitine yonelik olduklar1
goriilmektedir. Dalla Valle ve ark. (2005), tarafindan SYBER green | temelli rtRT-
PCR metodunun gelistirilmesi ¢alismasinda yapilan deneysel enfeksiyonlarda, 20-90
g’lik levreklerde 7. glinden sonra klinik belirtiler goriilmeye baslamis ve 7. gilinde
balik 6rneklerinden elde edilen RNA kopya sayilart RNA2 icin 2.01 x 10%; RNA1
icin ise 2.95x10’ olarak hesaplanmustir. Levreklerdeki deneysel enfeksiyonda, beyin
6rneklerinde 10°°° DKIDsy ve RNA2 igin 8.96 x 10% kopya; RNAL1 igin ise 1.21 x 10
kopyaya kadar klinik belirtilerin olusmadigi, klinik belirtiler ve 6liimlerden sonra
canli kalan ve klinik belirti gostermeyenlerin ise 10*°° DKIDsy ve RNA2 icin 1.29 x
10" kopya; RNAL1 i¢in ise 6.25 x 10° kopya viral yiik tasidiklar1 belirlenmistir. VNN
120’den fazla balik tiiriinde ve genel olarak kabul edilen dort genotip ile hastalik
meydana getirmektedir (Iwamoto ve ark., 2000; Mori ve ark., 2003; Toffan ve ark.,
2017). Ancak her genotipin veya ayni genotipin farkli cografyalardaki izolatlarinin
farkli balik tiirleri tizerindeki patojeniteleri farklilik gostermektedir (Vendramin ve
ark., 2014). Betanodaviruslar ile ilgili patojenite denemeleri ile ilgili ¢alismalar
sinirl sayidadir. Var olan birkag calismada ise DKIDsp si belirlenen virus deneysel
enfeksiyonlarda kullanilmis ancak, in vivo olarak enfeksiyonu baglatma dozunun
belirlenmesine yonelik diliisyonlu calismalar yapilmamistir. Gerek virusun diger
viruslara gore oldukga yeni bir virus olmasi, gerekse farkli genotiplerinin bulunmasi
ve ¢ok fazla balik tiiriinde farkli enfektif 6zellikte olmasindan dolayi, tiir bazinda
spesifik genotipin enfektif viral yiikiiniin belirlenmesine yonelik DKIDsg’si bilinen,
farkli diliisyonlarmin  kullanildigi  gqrtRT-PCR  destekli deneysel enfeksiyon
calismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak deneysel enfeksiyonlarda kullanilan
DKIDsy oranlari degerlendirildiginde 10** (Dalla Valle ve ark., 2005), 10°
(Vendramin ve ark., 2014) virus partikiiliiniin kullanildig1r goriilmektedir. Tez
calismasinda elde edilen izolatlarin viral yiikleri diisiik oldugundan titrasyon i¢in
gerekli olan E-11 hiicre hattinda ilk izolasyonlar1 yapilamamistir. Virusun ilk izole
edildigi SSN-1 hiicre hatt1 ise izolasyonu saglamakla birlikte, titrasyon i¢in uygun
olmadigindan elde edilen viruslarin titrasyonu yapilamamstir. Bununla birlikte elde
edilen viral yiik miktarlarmm 3,10 x 10° ve 4,82 x 10° olduklar1 degerlendirildiginde

enfeksiyon olusturma miktarlarinin yeterli olmadig1 diistiniilmektedir. Bu hipotezi,

139



iki izolatin elde edildigi baliklarda herhangi bir hastalik tablosunun olmamasi,
isletme veya kuluckahanelerinde VNN ile iligkili yiiksek mortalitelerin olmamasi

bilgileri desteklemektedir.

Tez calismasinda tespit edilen betanodaviruslarin genotiplendirilmesi amaciyla
yapilan kismi genom analizinde, RGNNYV genotipi olduklar1 belirlenmigtir. RGNNV
genotipi Akdeniz havzasinda daha dnceden ltalya, Ispanya, Portekiz, Cezayir, Giiney
Kibris, Israil, Tunus, Hirvatistan ve Yunanistan’da da tespit edilmistir. Tez izolatlar1,
RNA1 segmentinin kismi genom analizine gore en ¢ok % 99,21 ile Giiney Kibris’ta
levreklerden izole edilen betanodavirus ile benzerlik gostermistir. Daha sonra ise %
98,74 ve % 98,62 oraninda Italya’da tatli su levrekleri ve Yunanistan’da ¢izgili
lahozlardan izole edilen betanodaviruslar ile, kendi aralarinda ise % 99,77 benzerlik
gostermistir. RNA2 segmentinin kismi genom analizine gore ise en ¢ok % 99,58
Giiney Kibris, 99,37 Yunanistan ve 99,15 Italya izolatlar1 ile, kendi aralarinda ise %

100 benzer bulunmustur.

Iki segment birlikte degerlendirildiginde kismi dizilerine gore RNAL
segmentinin, RNA2 segmentine gére mutasyona daha yatkin oldugu goriilmiistiir.
RNAT’deki bu durum virusun evrimsel degisimlerinin irdelendigi caligmalarla da
ortaya konulmustur (Panzarin ve ark., 2012). Virusun farkli sicakliklara
adaptasyonundan sorumlu olan RNAI segmentindeki nt degisimlerinin, SINNV,
BFNNV ve TPNNV genotipleri ile karsilastirildiginda yaklasik olarak % 26-38
arasinda oldugu goriilmektedir. RGNNYV izolatlarinin RNA1 segmenti nt degisimleri
ise birkac izolat disinda % 5 ve alt1 seviyededir. Nt degisiminin % 10 civarinda
oldugu ii¢ Akdeniz izolat1 ise 1996-2000 yillarinda izole edilen viruslar olup, ayni
havzaya ait bu viruslar ile tez viruslarinin bu kadar farkli olmasi, 16-20 yil kiiresel
isimmaya bagli deniz suyu isisindaki degisim olarak agiklanabilir. Akdeniz deniz
suyu yillik ortalama sicakligini yillara gore analizi yapildiginda, 1996 yilinda 21 °C,
2016 ve 2017 yillarinda ise 22,1-22,3 °C (Anonim, 2019) olmas1 bu hipotezi
desteklemektedir. iki tez izolat1 arasinda RNA2 segmentine gore % 100 nt yakmnlig
ile RNAI segmentinin % 99,77 nt yakmhgi;;, iki farkli izolatmm Ornekleme
tarihlerindeki farklilik ile aciklanabilir. TR.VNN.01.01 izolat:1 Eylil 2016’da,
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TR.VNN.01.02 izolat1 ise Mayis 2017’de Orneklenmistir. Eylil 2016’dan Mayis
2017’ye kadarki donemde su 1sisinda meydana gelen degisiklikler, virusun farkl
isilara adaptasyonunu saglamak amaciyla RNA1 segmentinde nokta mutasyonlara

neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tez Orneklerinin genotiplendirilmesi amaciyla hem RNAI1, hem RNA2
segmentlerinin kismi genom dizi analizleri ile RGNNV genotipinin belirlenmesinden
sonra, RGNNV tiim genom dizilerinin elde edilmesi amaciyla hem RNAI, hem
RNA2 segmenti ayr1 ayr1 ampifiye edilerek tiim genom diziler elde edilmistir.
Filogenetik ¢alismalar, RNA1 segmentinde Protein A, RNA2 segmentinde kapsid
proteini iizerinde yapilmistir. Protein A tiim genom niikleotid dizilerine gore, tez
calismasinda bulunan RGNNV genotipindeki iki yerli izolatin niikleotid benzerlikleri
kendi aralarmda % 99,83 olarak bulunmstur. TR.VNN.01.01 izolatinin Protein A tiim
genom niikleotid dizilerine gdre, en yakm oldugu izolat ise % 98,75 ile Italya’da
levreklerden, daha sonra ise % 97,46 Tayvan, % 97,27 Singapur; % 97,06 Japonya;
% 97,05 Cin ve Hindistan izolatlar1 ile benzer bulunmutur. Tez izolatlarinin kendi
aralarinda 7, en yakm oldugu onbir RGNNV izolatlariyla ise 37 nt pozisyonunda

farklilik gosterdigi belirlenmistir.

Protein A (RNAl ORF) tim genom aa farkliliklar1 incelendiginde,
TR.VNN.01.01 ve TR.VNN.01.02 izolatlarmin kendi iglerinde ayni, en yakin
referans RGNNV izolatlar1 ile ise 789 ve 977. aa pozisyonlarinda farklilik gosterdigi
ortaya konulmustur. Protein A’daki diger aa farkliliklar1 incelendiginde, yetistirme
isletmesinden izole edilen TR.VNN.01.01 izolatmin, hem kulugkahaneden izole
edilen TR.VNN.01.02 izolatindan hem de diger en yakin referans RGNNV izolatlar:
ile 54, 811 ve 819. aa pozisyonlarmda farklilik gosterdigi ortaya konulmustur.

Protein A’y1 kodlayan RNAT1 niikleotidlerindeki mutasyonlarin, farkli genotip
betanodaviruslarin, mitokondriyel lokalizasyon, membran affinitesi, RNA
toplanmasi, stabilite ve Protein A konak hiicre etkilesimlerini etkileyerek farkli
cevresel kosullar ve farkli sicakliklarda replikasyon titrelerini etkileyebilecegi ortaya

konulmustur (Panzarin ve ark., 2014). Protein A’nin 1-445 aa pozisyonlarinin
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sicaklik sensitivitesinde rol aldigi, farkli sicakliklarin protein A’nin mitokondriyal
membrana transferini etkiledigi bildirilmektedir (Hata ve ark., 2010). Su isismnin,
virusun replikasyonu igin gerekli olan RdRp enziminin aktivitesini etkiledigi, bu
durum da farkli genotiplerin epidemisi i¢in farkli optimum isilara gereksinim oldugu
bildirilmektedir (Liu ve ark., 2015). Ornegin vahsi tip RGNNV/SINNV reassortanti,
RNAT1'in sicakliga duyarl bolgesinde (aa 1-445) alt1 amino asit degisikligine sahiptir
ve Senegalensis sole’u enfekte edebilmek icin 18-22 °C gibi farkli bir sicaklik aralig
gereklidir, sicakhigin 16 °C gibi bir seviyeye inmesinin ise virus replikasyonunu
azaltarak mortalitelerin % 100°den % 8’lere kadar diislirdiigii ortaya konulmustur
(Souto ve ark., 2015a). Normal sartlar altinda RGNNV genotipinin optimum gelisme
1s1s1 25-30 °C’dir. Senegalensis sole, betanodaviruslardan en gok SINNV genotipine
duyarhidir ve SINNV genotipi optimum gelisme 1sis1 ise 20-25 °C’dir. Ancak
RGNNV/SINNV  reassortanti, RNA2 segmenti ile konak¢1 spesifitesinin
saglanmasiyla enfekte olabilmekte, RNA1’deki mutasyonlar: ile de virusa uygun

sicaklik ortami saglayarak salginlar meydana getirmektedir.

Tez c¢alismasinda elde edilen izolatlarin Protein A’daki sicaklik
adaptasyonunun saglandigi 1-445 aminoasit dizilimleri incelendiginde sadece 54.
aminoasitte nokta mutasyon oldugu belirlenmistir. 54. aa, TR.VNN.01.01’de treonin,
diger izolatlarda ise metiyonin; 811. aa, TR.VNN.01.01°de lizin, digerlerinde
asparajin; 819. aa, glisin, digerlerinde ise triptofan oldugu goriilmektedir. 811 ve 819
aa dizilimleri her ne kadar Protein A ORF i¢inde yer alsalar da, sicaklik adaptasyonu
ile ilgili mutasyonlarin 1-445 aa’ler arasinda meydana geldigi bilinmektedir (Hata ve
ark., 2010; Panzarin ve ark., 2014). 1-445 aa’lerdeki mutasyonlarm RGNNV ve
SINNV genotipleri i¢in en ¢ok 7, 19, 155, 223, 232, 235, 241, 251 ve 254. aa’leri
iceren dokuz bolgede olustugu ve bunlardan da fiziksel ve kimyasal olarak etkileyen
en 6nemli degisikliklerin 7, 223, 241 ve 251. aa’leri igeren dort bolgede meydana
gelen mutasyonlarda daha anlamli oldugu bildirilmektedir (Panzarin ve ark., 2014).
Tez izolatlarinda, degisimin en ¢ok meydana geldigi bu dokuz aa bdlgesinin stabil
oldugu, referans RGNNV izolatlar1 ile de uyumlu oldugu gozlenmektedir. 1-445
arasinda kalan 54. aa degisiminin ise virusun sicaklik adaptasyonunda rol almakla

birlikte major bir etki yapmadig1 degerlendirilmektedir.
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Kapsid protein tiim genom niikleotid dizilerine gore, tez ¢alismasinda bulunan
RGNNYV genotipindeki iki yerli izolatin niikleotid benzerlikleri kendi aralarinda %
99,90 olarak bulunmustur. TR.VNN.01.01 izolatina en yakin izolatlar ise % 99,20 ile
Cin ve Japonya’da grouperlerden, % 98,89 ile Hindistan’da asya levreginden,
Japonya’da grouperlerden ve Cin’de lahozdan, % 98,89 ile Ispanya’da kalkan ve
levrekten, % 98,79 ile Israil’de lahozdan, % 98,48 ile Yunanistan’da levrek ve
Israil’de lahozdan, % 98,37 ile Israil % 98,28 ile Fransa ve % 98,27 ile
Yunanistan’da levreklerden izole edilen betanodaviruslar olduklari belirlenmistir.
Kapsid proteini tiim genom aa farkliliklar1 incelendiginde, TR.VNN.01.01 ve
TR.VNN.01.02 izolatlarinin kendi aralarinda herhangi bir farkliliginin bulunmadig;,
iki yerli izolat ile referans izolatlar arasinda ise sadece 256. aa pozisyonunda yerli

izolatlarda izol6ysinin yerini referans izolatlarda valinin aldig1 belirlenmistir.

Nt yakinliklar1 degerlendirildiginde, ilging olarak en yakin izolatlarm uzak
dogu veya Hint okyanusunda izole edilenlerin oldugu goriilmektedir. Benzer durum
ayni havza i¢ginde yer almasma ragmen, Bat1 Akdeniz izolatlarmin Dogu Akdeniz

izolatlarindan daha yakin olmasi ile de tekrarlanmistir.

RNA2? tarafindan belirlenen konakg¢1 tropizmi ve immunreaktivite gibi cesitli
fenotipik Ozellikler bazi ¢aligmalar ile belirlenmistir (Ito ve ark., 2008; Iwamoto ve
ark., 2004; Panzarin ve ark., 2016). Ito ve ark. (2008), tarafindan kapsid proteininin
695-765 nt dizilerinin konakg1 spesifitesinde rol oynadigi gosterilmistir. Panzarin ve
ark. (2012), ise farkli konak¢i tropizmi i¢in mutasyonlarin gerekli olmadigini,
mutasyonlara ise balik ciftliklerine 6zgii ¢cevresel ve ciftliksel (stres, yogunluk, yeni
balik girisleri vb.) 6zelliklerin neden olabilecegini ileri siirmiislerdir Ancak ayni
arastrmaci (Panzarin ve ark., 2016) antijenik reaktivitede kapsid proteinlerinin rol
oynadigini degerlendirirken, RGNNV ve SINNV genotiplerinin konakg1 tropizmi ile
ilgili belirleyici bolgelerinin sirasiyla 694-758 ve 695-765 nt dizileri oldugunu dile
getirmistir. RGNNV genotipinin immunoreaktif bolgesi konake¢1 tropizm dizilerini de
icine alan 675-795 nt dizileridir. Bunun aksine SINNV immunonoreaktif bolge 796-
1023 nt pozisyonlart ile konak¢i tropizm bolgesinden farklilik gdstermektedir

(Panzarin ve ark., 2016). Baska bir arastirmaci ise kapsid proteininin C-terminalinde

143



meydana gelebilecek kiigiik degisikliklerin yeni konake¢1 kolonizasyonunda rol
Oynayabilecegi bildirmistir (Olveira ve ark., 2009). Kapsid proteininin 247 ve 270 aa
pozisyonlarinin virusun patojenitesinde biiyiik bir rol oynadig1 gosterilmistir (Souto
ve ark., 2015c). Souto ve ark. (2015c) ve Souto ve ark. (2016), RGNNV/SINNV
susunun 247 ve 270 aa pozisyonlarinin (Ser247; Ser270) Senegalese sole ve
kalkan’larda virulansin belirlendigi iki bdlge olarak tanimlamiglardir. Bu bdlgelerin
mutasyonu ile yapilan enfektivite denemelerinde mortalitelerdeki belirgin farklar ile

bu pozisyonlarin 6nemi ortaya konulmustur (Souto ve ark., 2015b).

Tez ¢alismasinda elde edilen izolatlar ile referans izolatlarin kapsid proteini nt
farkliliklar1 incelendiginde 267. (G;A), 564. (C;T), 766. (G;A) ve 792. (C;T) nt’lerde
nokta mutasyonlarm meydana geldigi, bunlardan da sadece 766. nt degisiminin 256.
aa poziyonunda degisiklige neden oldugu goriilmektedir. Antijenik cesitlilik veya
konake¢1 tropizminin belirlendigi nt veya aa pozisyonlar: ile karsilastirildiginda,
izolatlardaki bu degisikligin bu bolgeler disinda oldugu degerlendirilmektedir.
Ayrica valin-izoloysin degisiminin, iki amino asidin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
birlikte degerlendirildiginde yan zincirli amino asitler olarak benzer fonksiyonlara
sahip olduklarindan, mutasyonlarinin diger amino asit degisimlerinden daha az etki

yaratabilecegi diistiniilmektedir

RNAI ve RNA2 genomlarmin evrimsel dinamikleri incelendiginde, RNA1
tarafindan kodlanan viral polimerazin, RNA2 tarafindan kodlanan kapsid
proteininden daha fazla degisime yatkin oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu durumun da
aslinda RNAI1 tarafindan kontrol edilen sicaklik adaptasyonu ile iliskili oldugu
bildirilmistir (Panzarin ve ark., 2012). Tez calismasinda elde edilen molekiiler
epidemiyolojik bilgiler is1ginda her iki segment birlikte degerlendirildiginde bu goriis
bircok kez dogrulanmustir. Sadece iki tez izolat1 i¢in genel bir degerlendirme
yapildiginda, ayn1 havza, ayn1 boy baliklar, ancak sadece farkli 6rnekleme zamani ve
mevsimde izole edilen muhtemelen de ayn1 virus; RNAL segmentinde % 0,17, RNA2

segmentinde ise % 0,10 degisim gostererek bu evrimsel dinamigi desteklemektedir.
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grtRT-PCR testi ile pozitif tespit edilen 6rneklerden virus izolasyonu amaciyla
hiicre kiiltiirlerine ekimler yapilmistir. Literatiir bilgilerinde virus izolasyonu i¢in
SSN-1 veya SSN-1’den klonlanan E-11 hiicre hattinin kullanilabilecegi
bildirilmektedir (Anonim, 2017a; Frerichs ve ark., 1996; Iwamoto ve ark., 2000).
Ancak, SSN-1 hiicre hattinin tiim fry Stripe snakehead’ten olusmasindan dolay1
meydana gelen CPE’lerin nonspesifik olmasmin kantitatif analizlerde uygun
olmadigi, bunun yerine. E-11’in, kantitatif analizler i¢in daha uygun oldugu yapilan
caligmalar ile gosterilmistir (Iwamoto ve ark., 2000). Bu amagla tez ¢alismasinda
virus izolasyonu i¢in ilk olarak E-11 devamli hiicre kiiltiirine 1/10 ve 1/100
dilusyonlarda adsorbsiyonlu ve adsorbsiyonsuz yontemle inokiilasyonu yapilmis,
ancak ilk pasajlarda herhangi bir CPE gézlenmemistir. Devaminda dokuz kor pasaj
daha yapilmis anak yine herhangi bir CPE izlenmemistir. Ayrica her pasaj sonunda
yapilan QrtRT-PCR testlerinde de herhangi bir pozitiflik saptanmamistir. Virus
izolasyonun E-11 hiicre hattinda gergeklestirilememesinin ardindan kantitatif
yaklagimdan vazgecilerek en azindan virusun tiretimesi amaciyla SSN-1 hiicre
hattina 1/10 ve 1/100 dilusyonlarda adsorbsiyonlu ve adsorbsiyonsuz yontemle
inokiilasyon yapilmistir ve adsorbsiyonlu ekimde 4. giinden sonra; adsorbsionsuz
ekimde ise 7. Giinden sonra CPE elde edilmistir. Viruslarin SSN-1 hiicre hattinda
izolasyonlar1 qrtRT-PCR testleri ile de konfirme edilmistir. Virusun SSN-1 hiicre
hattinda izole edilmesinden sonra tekrar E-11 hiicre hattina inokiilasyon yapilmis ve
virus adaptasyonu saglanarak izolasyon gerceklestirilmistir. Benzer durum Sakamoto
ve ark. (2008), tarafindan, saglikli goriiniimdeki yabani deniz tiirlerinde VNN tespiti
icin yapilan epidemiyolojik arastirmada 729 baliktan 87 adeti Nested PCR ile pozitif
tespit edilmelerine ragmen, E-11 hiicre hattma inokiile edilen pozitif 6rneklerin
hicbirinde CPE elde edilememis ve virus iiretilememesi ile tecriibe edilmistir.
Arastirmacilar bu durumu, pozitif bulunan 6rneklerde ya CPE olusturmak i¢in yeterli
virus titresinin bulunmamasia ya da viral RNA olmasina ragmen sadece virion veya
enfektif kapsidinin olmayabilecegine baglamislardir (Sakamoto ve ark., 2008).
Panzarin ve ark. (2010), tarafindan gelistirilen Tagman temelli rtRT-PCR testi
validasyonu sirasinda hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu ile rtRT-PCR testi
karsilastirilmis ve > 31 Ct olan Ornekler hangi ydntemle inokiilasyon yapildig:

bildirilmemekle birlikte, SSN-1 hiicre kiiltiiriinde tretilememistir. Teorik olarak
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diistiniildiigiinde verilen literatiir bilgileri klasik viroloji temeli ile bagdasmaktadir.
Tez caligmasinda da benzer durumla karsilagilmis, Orneklerin tamami sagikli
goriiniimdeki baliklardan elde edilmis ve ilk olarak elde edilen pozitiflerin Ct
degerlerinin diisiik olmasi, diisiik virus titresine baglanmistir. Orneklerin herhangi bir
salgin siiphesi olmayan igletme veya kuluckahanelerden elde edilmesi, ayrica otopsi
sirasinda i¢ organlar veya daha da Onemlisi virusun hedef organlar1 olan beyin,
omurilik ve gézde herhangi bir makroskobik patolojik lezyon gozlenmemistir. Saha
ve laboratuvar verilerinin uyumlu olmasi, virus tespit edilen isletme veya
kulugkahanelerde aktif bir enfeksiyonun olmadigi, bunun sebebinin de diistik viral
yiik olabilecegi tezini dogrulamaktadir. Ancak tez ¢aligmasinda, Sakamoto ve ark.
(2008), galismasindan farkli olarak SSN-1 hiicre hatti da kullanilmis ve virus
izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu bilgiler 1s1ginda, betanodavirus izolasyonu igin
her ne kadar virus titrasyonu gibi kantitatif testler i¢in E-11 hiicre hattinin daha
uygun oldugu bildirilse de, persiste veya diisiik viral yiikli asemptomatik
enfeksiyonlarda virus izolasyonunun ilk basamagi olarak E-11 hiicre hattmin tercih
edilmesinin, virus izolasyonunun yapilamamasi gibi olumsuz sonuglar

dogurabilecegi diisiiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu c¢aligmada, Tiirkiye’de ve diinyada ihbari mecburi viral balik hastalig
olmamasina ragmen, énemli ekonomik kayiplara neden olan ve uluslararasi balik ve
balik iriinleri ticaretinde Onemli bir yer tutan VNN etkeni betaodavirusunun
epidemiyolojik temelli modelleme ile Tirkiye’de faaliyette olan tiim levrek
kulugkahanelerinde farkli yas gruplarina ait déllenmis yumurta, prelarva, postlarva,
fry ve fingerling boy levrekler ve bazi levrek yetistirme isletmelerinde kiigiik, orta ve
biiyiik boy levreklerde yayginliginin arastirilmasi ile kulugkahanelerinin enfeksiyon
kapasitesi ve yetistirme isletmelerinin virus epidemiyolojisindeki rollerinin ortaya
konulmasi, virusun tespiti halinde retrospektif epidemiyolojik caligmalar ile olas1
bulasma kaynaklarmnin ortaya konulmasi, epidemiyolojik izlemelerin yapilarak
enfeksiyon siirecinin takip edilmesi, virusun tiim yas gruplarinda arastirilmasi ile
enfeksiyonun veya virus varligimnin hangi asamada basladiginin ortaya konulmasi ile
yas duyarliligiin ortaya konulmasi, tespit edilen izolatlarda molekiiler arastirmalarin
yapilarak izolatlar arasi farkliliklarin ortaya konulmasi, filogenetik analizlerin
yapilarak bilimsel literatiire katki saglamasi1 ve betanodavirus teshisinde Real Time
RT-PCR metodunun kantitatif olarak optimize edilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda

gergeklestirilen tez ¢calismasinda elde edilen verilere gore;

1-  OIE tarafindan onerilen Real time RT-PCR testi kantitatif olarak optimize
edilmistir. Bu sayede kantitatif verilerin saglanmasi miimkiin olmus, teshis

stiresi kisalmais, teshis maliyetleri de azalmistir.

2- Real Time RT-qPCR testinin optimizasyou ile birlikte gergeklestirilen
validasyon c¢alismalar1 ile VNN teshisi TURKAK tarafindan onaylanarak
akredite bir metot olarak balik hastaliklar1 ulusal referans laboratuvarina

kazandirilmstir.
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Teshis siiresinin kisalmasi ile hem levrek ihracatinda gerekli olan sonuglar
daha kisa siirede ve akredite olarak sunulabilecek hem de ileride olast VNN

salginlarina kisa stirede teshis ile katki saglayacaktir.

Tiirkiye’de faaliyette olan tiim levrek kulugckahanelerinde farkli yas gruplarina
ait dollenmis yumurta, prelarva, postlarva, fry ve fingerling boy levreklerde
betanodavirus yayginligi arastirilmis ve 16 kulugkahaneden 1 tanesinde sadece
115 giinliik fingerling boy levreklerde virus tespit edilmis ve kulugkahanelerde

betanodavirus prevalansi % 6,25 olarak hesaplanmistir.

Tiurkiye’de faaliyet gosteren 418 adet levrek yetistirme isletmesinden
epidemiyolojik temelli 6rnekleme ile 24 isletmede virus yayginligi arastirilmis
ve sadece 1 isletmede virus tespit edilmistir. Yetistirme isletmelerinde

betanodavirus prevalansi % 5 olarak hesaplanmustir.

Hem kulugkahane hem yetistirme isletmesinde tespit edilen betanodaviruslarin
izole edildigi yavru levreklerin saglikli goriiniimde oldugu, orneklendikleri
epidemiyolojik iinitelerde herhangi bir mortalitenin olmadigi ve qrtRT-PCR

testi ile viral yliklerinin diisiik oldugu belirlenmistir.

Betanodavirus tespiti  sonrasinda yapilan retrospektif epidemiyolojik
calismalarda kuluckahane ile yetistirme isletmesinin ayni orijinli ve
lokalizasyonlu oldugu ve deniz suyunun direkt olarak kullanildig1 adaptasyon
béliimlerinde bulunduklari, ayni yerde kapali sistem icerisinde ve biyogiivenlik
onlemlerinin uygulandig1 prelarva, postlarva ve fry boy levreklerin

yetistirildigi boliimlerde virus tespit edilmemistir.

Bu bilgiler 151g1nda tespit edilen virusun elde edildigi yavru levreklerde aktif
bir enfeksiyon bulunmadigi ve diisiik viral yiik nedeniyle subklinik enfekte

olabilecekleri degerlendirilmistir.
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10-

12-

13-

14-

15-

Tespit edilen betanodaviruslarin hiicre kiiltiiriinde {iretilmesi amaciyla ilk 6nce
E-11 hiicre hatt1 denenmis, ancak izolasyon saglanamadigindan SSN-1 hiicre
hatt1 kullanilarak virus izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu nedenle 6zellikle
diistik viral yiiklii 6rneklerden virus izolasyonunda her iki hiicre hattinin da

kullanilmas1 gerektigi diisiiniilmektedir.

Tez calismasinda elde edile izolatlarn hem RNA1 hem RNA2 segmentine
gore, genotiplendirme amaciyla kismi genom dizileme, molekiiler
karakterizasyon ve filogenetik caligmalar i¢in ise tiim genom dizileme

calismalar1 yapilmistir.

RNA1 protein A tiim genom analizine gore tez calismasinda elde edilen
izolatlarin en ¢ok Italya izolati, ardindan Tayvan ve Singapur izolatlar ile

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

RNA2 kapsid protein tiim genom analizine gore, tez ¢alismasinda elde edilen
izolatlarn en ¢ok Cin izolati, ardindan Japonya, Ispanya ve Israil izolatlar1 ile

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Literatiir bilgileri ile uyumlu olarak, RNAI segmentinin RNA2 segmentine

gore mutasyona daha acik oldugu ortaya konulmustur.

Kuluckahanelerde uygulanan biyogiivenlik 6nlemlerinin virusun su kaynakli
bulagmasini engelledigi degerlendirilmis olup, kuluckahaneler ile yetistirme
isletmelerinde uygulanan biyogiivenlik onlemlerinin devam etmesi ve deniz
suyunun sanitasyonunun saglanmadan kullanilmamas1 gerektigi

Onerilmektedir.

Anaclarda betanodavirus kontrolii ve ariliginin saglanmas1 amaciyla persiste
enfeksiyonlart tespit edebilen antijen temelli hizli ELISA testlerinin

gelistirilebilecegi diistiniilmektedir.
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16-

17-

19-

Tespit edilen viruslarmn viral yiiklerinin belirlenmesinin yanisira, enfektif viral
yiklerinin belirlenmesine yonelik qrtRT-PCR destekli olarak genotip-konakg1
duyarliliginin belirlenmesine yonelik deneysel enfeksiyon igeren caligmalara

ihtiyag duyulmaktadir.

Yerli izolatlarin elde edilmesiyle ileride olabilecek salginlarin 6nlenmesine

yonelik yerli ag1 caligmalarinin yapilabilcegi diisiiniilmektedir.

Virusun yaban hayatindaki durumu ile ilgili Tiirkiye’de herhangi bir veri
bulunmamaktadir. Tiim denizleri kapsayacak plan dahilinde yabani tiirlerde
virusun tespit edilmesine yonelik ¢aligmalar yapilmasi erken uyari sistemi

acisindan 6nem arz etmektedir.

Bu tez ¢alismasi, hem levrek kulugkahaneleri hem levrek yetistirme isletmeleri
bir biitiin olarak diisliniildiiglinde, betanodavirusun tiim yas gruplarinda

arastirildig1 6zgiin bir ¢calisma olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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OZET

Tiirkiye’de Levrek Kuluckahaneleri ve Isletmelerinde Viral Nervoz Nekrozis (VNN)
Virusu’nun Arastirilmasi, Epidemiyolojisi ve Molekiiler Karakterizasyonu

Bu ¢aligma, Tiirkiye’de tiim levrek kulugkahaneleri ve bazi yetistirme isletmelerinde,
levreklerde 6nemli viral bir hastalik olan Viral Nervoz Nekrozis (VNN) etkeni betanodavirus
yayginliginin arastirilmasi amaciyla gergeklestirilmistir. Calismada ayrica, OIE tarafindan
onerilen Real Time RT-PCR metodunun kantitatif olarak optimizasyonu gergeklestirilerek
analitik sensitivite, lineer tespit araligi, minimum tespit limiti, spesifite, tekrarlanabilirlik ve
tekrar tretilebilirlik validasyon g¢aligsmalar1 yapilan VNN teshisi akredite bir metot olarak
Balik Hastaliklar1 Ulusal Referans Laboratuvarina kazandirilmistir.

Tirkiye’de betanodavirus yayginligi faaliyette bulunan tiim levrek kulugkahanelerinde
(n:16) dollenmis yumurta, prelarva (0-5 giin), postlarva (5-40 giin), fry (40-80 giin) ve
fingerling (80-120 giin) olmak {izere tiim iretim asamalarindan ve bazi levrek yetistirme
isletmelerinden (n:20) epidemiyolojik temelli 6rnekleme ile arastirilmistir. Bu kapsamda; her
grup 10-30 ornekten olusmak iizere, 8 kulugkahaneden 15 grup dollenmis yumurta, 9
kuluckahaneden 14 grup prelarva, 13 kulugkahaneden 22 grup postlarva, 13 kulugkahaneden
43 grup fry ve 9 kulugkahaneden 41 grup fingerling olmak iizere toplam 135 ¢alisma grubu
Olusturulmus ve toplamda 2460 ornek kulugkahane; 720 levrek Ornegi de yetistirme
isletmeleri arastirmasinda kullanilmustir.

Betanodavirus RNA’s1, bir kulugkahanede fingerling boylarda ve bir yetistirme
isletmesinde de kii¢iik boy baliklarda sirasiyla 4,82x10°% 3,10x10° kopya/ul olmak iizere
diisiik viral yiik ile tespit edilmistir. Tiirkiye kulugkahanelerinde prevalans % 6,25 (1/16);
yetistirme isletmelerinde ise % 5 olarak hesaplanmistir. Virus SSN-1 hiicre kiiltiirtinde
iiretilmis, vakuolizasyon ve lizis ile karakterize CPE meydana getirmistir. Virus tespit edilen
kuluckahane ve iligkili oldugu bilinen kulu¢kahanelerde yapilan epidemiyolojik ¢alismada
virus tekrar tespit edilememistir. Yetistirme igletmesinin ise virus tespit edilen
kuluckahanenin devami niteliginde oldugu ve ayni lokalizasyonda olduklar1 belirlenmistir.
Virus, biyogiivenlik O6nlemlerinin uygulanmadigi deniz suyunun direkt kullanildig:
adaptasyon boliimiinde bulunan fingerling boy levreklerde tespit edilmistir. Tespit edilen
viruslarm hem RNA1 hem RNA2 segmentinin kismi genom analizinde, Akdeniz havzasinda
endemik olarak bulunan Redspotted grouper nervous necrosis virus (RGNNV) genotipi
olduklar1 belirlenmistir. Genotipi belirlenen pozitif 6rneklerin hem RNAL1 hem RNA2
segmentine gore tiim genom ve filogenetik analiz calismalar1 yapilmustir. izolatlarm RNA1
ORF (Protein A) tiim dizilerinin italya, ardindan Tayvan ve Singapur izolatlar1 ile; RNA2
ORF (kapsid protein) tiim dizilerinin ise Cin, ardindan Japonya, Ispanya ve Israil izolatlar1
ile benzerlik gosterdigi ortaya konulmustur.

Sonug olarak bu calisma ile, Tiirkiye’de tim levrek kuluckahaneleri ve yetistirme
isletmelerindeki betanodavirus yayginligi tiim yas gruplarini kapsayacak sekilde aragtirilmig
ve sadece fingerling boy baliklarda virus tespit edilmistir. Virusun izole edildigi kuluckahane
ve igletmede mortalitelerin olmamasi, levreklerin saglikli goriinlimde olmalar1 ve tespit
edilen viral yiikiin diisiik olmasi enfeksiyonun subklinik oldugunu, biyogiivenligin
uygulandig1 diger yas gruplarinda virusun tespit edilmemesi aktif bir enfeksiyon olmadigini
gostermektedir. Bu bilgiler 1s18inda kulugkahanelerde betanodavirus sirkiilasyonunun
olmadigy, tespit edilen virusun ise deniz suyu kaynakli olabilecegi degerlendirilmistir.

Anahtar Sozciikler: Betanodavirus, Kulugkahane, Levrek, Prevalans, Tiirkiye.
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SUMMARY

Investigation, Epidemiology and Molecular Characterisation of Viral Nervous Necrosis
(VNN) Virus in European Sea Bass Hatcheries and Farms in Turkey

This study was carried out with the aim of investigating Viral Nervous Necrosis
caused by Betanodavirus which is an important viral disease in all sea bass hatcheries and
some aquaculture farms in Turkey. In this study, Real Time RT-PCR method proposed by
OIE was quantitatively optimized, validation studies on analytical sensitivity, linear
detection range, minimum detection limit, specificity, repeatability and reproducibility were
performed and VNN diagnosis was introduced to the National Laboratory of Fish Diseases
as an accredited method.

The prevalence of betanodavirus in Turkey has been investigated in all operational sea
bass hatcheries (n:16) in all productive stages including actively fertilized eggs, pre-larvae
(0-5 days), post-larvae (5-40 days), fry (40-80 days) and fingerling (80-120 days) and in
some sea bass farms (n: 20) by epidemiological based sampling. In this concept, a total of
2460 samples were divided into 135 work groups with each group consisting of 10-30 fish.
Work groups consisted of 15 groups of fertilized eggs from 8 hatcheries, 14 groups of pre-
larvae (0-5 days old) from 9 hatcheries, 22 groups of post-larvae (5-40 days old) from 13
hatcheries, 43 groups of fry (40-80 days old) from 13 hatcheries and 41 groups of fingerlings
(80-120 days old) from 9 hatcheries and 720 sea bass farm samples were used.

Betanodavirus RNA was detected in fingerlings in a hatchery and in small fish in a sea
bass farm with a low viral load of 4,82x10% 3,10x10? copy/pl, respectively. The prevalence
of betanodavirus in Turkish hatcheries and sea bass farms were calculated to be 6.25% (1/16)
and % 5, respectively. The virus was propagated in SSN-1 cell line and produced CPE
characterized by vacuolization and lysis. In the epidemiological study performed in the
hatcheries where the virus was detected and the hatcheries known to be related, the virus
could not be detected again. It was found out that the sea bass farm was a continuation of the
hatchery where the virus was detected and they were in the same location. The virus was
detected in fingerlings in the adaptation section where sea water was used directly, without
biosecurity measures. Partial genome analysis of both RNAL and RNA2 segments of the
virus revealed that it was the Red spotted grouper nervous necrosis virus genotype which is
endemic in the Mediterranean basin. Whole genome studies and phylogenetic analysis of the
positive samples were performed according to both RNAL1 and RNA2 segments. Whole
sequences of RNAL1 ORF (Protein A) of the detected viruses showed similarity with Italy
isolates, followed by Taiwan and Singapore isolates; whole sequences of RNA2 ORF (capsid
protein) were found to be similar to those of China, followed by Japan, Spain and Israel.

As a result of this study, the prevalence of betanodavirus of all production stages of all
hatcheries and some sea bass farms in Turkey including all age groups of sea bass have been
investigated and it was only detected in fingerling-size fish. The absence of mortality in the
hatchery and the farm where the virus was detected, the healthy appearance of the sea bass
and the low viral load indicate that the infection might be subclinical. Also, the fact that the
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virus was not found in other age groups where biosecurity measures were implemented,
shows that is not active infection. In the light of these findings, it can be concluded that there

are no circulating betanodavirus in hatcheries and the detected virus could be of sea-water
origin.

Key words: Betanodavirus, Hatchery, Sea bass, Prevalance, Turkey.
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Ek-2. Doktora Tez Konusunun Cahsilmasi Hakkinda Bakanhk Izin Yazisi
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Ek-3. Tez Pozitif Orneklerinin Niikleotid Dizileri

TR.VNN.01.01-RNA1-Kismi Niikleotid Dizisi

CCAACGCGTCATCGCTGAGAAGAAACAAATTCTCCGTGATGCGGCCACGATCCGGACTC
AGATCCAGCGGGAAATGGAACTGGTGCGCATTTCGGTGCGCAAAGGCCATTCCCACCAG
GAAGCTGCTACTGAGCGTAACAGCGCCACTGAGACCATGCTCGGTGTGGTGGAGAAATG
CGGCTACGAGCCGTATGTCATTTCGCCATCACCCCGTGAGGTTGGATACCACGGGTCACG
TCAGTTCTATAGTCTGGCAGACTTTCGCCAAGACTACCGTCGTGATGACATCACCGACCG
TCACATCATTGTGATGACTGATGTTGACTACTACGTGGACATGCATGAGTTGATTGGTTT
GGGTGTTCCGATATTGCTGTACACCTTCCAGCCAAGTACTGTGTCTGGGGAGGTCAAGGA
TGGTTATTTTACCATCACTGACGACTCCGTTCACTACCGTGTTGCTGGTGGGAAGGATGT
GCGCCATCGCATTTGGAACTACAACCAGGATACCATGTATGTGTGCTCCCGACCTCGTGG
TTTCTGGGCGAATCTGATGCAGATCTTGCGTGACATCACTGGTGTCACCGCGATCTGTAG
CTTTCTTTACACCAAGCTCGGTATTGCGCCCTTCGGCGACCCTGTTACCATGTTCACCGTT
GATCAATTCAAGATGGGCGAACATCGTAACATCGTGTCAATTGTGCCCTTTGCAACTTGC
CGTTCAAACCTGCTCAAGATCAGTGAGTATGGTGCTGAGTTGGAGTATATGCGCTACCAA
CAGCGCAACAACATTGCCAACTTCAACGCAGTCACCTACATCTCTGAGAATGGGCCACTC
ATCAGTCTGGGTTTGGAAGGCAACTTTGCAAGCGTCCAGCTTCCCCTGCAGGATTTCGAG
AACATCCGCACTGCATACGAACTGTCCAAAACTAA

TR.VNN.01.02-RNA1-Kismi Niikleotid Dizisi

GCGTCATCGCTGAGAAGAAACAAATTCTCCGTGATGCGGCCACGATCCGGACTCAGATC
CAGCGGGAAATGGAACTGGTGCGCATTTCGGTGCGCAAAGGCCATTCCCACCAGGAAGC
TGCTACTGAGCGTAACAGCGCCACTGAGACCATGCTCGGTGTGGTGGAGAAATGCGGCT
ACGAGCCGTATGTCATTTCGCCATCACCCCGTGAGGTTGGATACCACGGGTCACGTCAGT
TCTATAGTCTGGCAGACTTTCGCCAAGACTACCGTCGTGATGACATCACCGACCGCCACA
TCATTGTGATGACTGATGTTGACTACTACGTGGACATGCATGAGTTGATTGGTTTGGGTG
TTCCGATATTGCTGTACACCTTCCAGCCAAGTACTGTGTCTGGGGAGGTCAAGGATGGTT
ATTTTACCATCACTGACGACTCCGTTCACTACCGTGTTGCTGGTGGGAAGGATGTGCGCC
ATCGCATTTGGAACTACAACCAGGATACCATGTATGTGTGCTCCCGACCTCGTGGTTTCT
GGGCGAATCTGATGCAGATCTTGCGTGACATCACTGGTGTCACCGCGATCTGTAGCTTTC
TTTACATCAAGCTCGGTATTGCGCCCTTCGGCGACCCTGTTACCATGTTCACCGTTGATCA
ATTCAAGATGGGCGAACATCGTAACATCGTGTCAATTGTGCCCTTTGCAACTTGCCGTTC
AAACCTGCTCAAGATCAGTGAGTATGGTGCTGAGTTGGAGTATATGCGCTACCAACAGC
GCAACAACATTGCCAACTTCAACGCAGTCACCTACATCTCTGAGAATGGGCCACTCATCA
GTCTGGGTTTGGAAGGCAACTTTGCAAGCGTCCAGCTTCCCCTGCAGGATTTCGAGAACA
TCCGCACTGCATACGAACTGTCCAAAACTAACAACTTGTC

TR.VNN.01.01-RNA2-Kismi Niikleotid Dizisi

AAATTCAGCCAATGTGCCCCGCAAACACGGGCGGTGGTTACGTTGCTGGCTTCCTGCCTG
ATCCAACTGACAACGACCACACCTTCGACGCGCTTCAAGCAACTCGTGGTGCAGTCGTTG
CCAAATGGTGGGAAAGCAGAACAGTCCGACCCCAGTACACCCGCACGCTCCTCTGGACC
TCGTCGGGAAAGGAGCAGCGTCTCACGTCACCTGGTCGGCTGATACTCCTGTGTGTTGGC
AACAACACTGATGTGGTCAACGTGTCAGTGCTGTGTCGCTGGAGTGTTCGACTGAGCGTT
CCATCTCTTGAGACACCTGAAGAGACCACCGCTCCCATCATGACACAAGGTTCCCTGTAC
AACGATTCCCTTTCCACAAATGACTTCAAGTCCATCCTCCTAGGATCCACACCACTGGAC
ATTGCCCCTGATGGAGCAATCTTCCAGCTGGACCGTCCGCTGTCTATTGACTACAGCCTT
GGAACTGGAGATGTTGACCGTGCTGTTTACTGGCACCTCAAGAAGTTTGCTGGAAATGCT
GGCACACCTGCAGGCTGGTTTCGCTGGGGC
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TR.VNN.01.02-RNA2-Kismi Niikleotid Dizisi

AATGTGCCCCGCAAACACGGGCGGTGGTTACGTTGCTGGCTTCCTGCCTGATCCAACTGA
CAACGACCACACCTTCGACGCGCTTCAAGCAACTCGTGGTGCAGTCGTTGCCAAATGGTG
GGAAAGCAGAACAGTCCGACCCCAGTACACCCGCACGCTCCTCTGGACCTCGTCGGGAA
AGGAGCAGCGTCTCACGTCACCTGGTCGGCTGATACTCCTGTGTGTTGGCAACAACACTG
ATGTGGTCAACGTGTCAGTGCTGTGTCGCTGGAGTGTTCGACTGAGCGTTCCATCTCTTG
AGACACCTGAAGAGACCACCGCTCCCATCATGACACAAGGTTCCCTGTACAACGATTCCC
TTTCCACAAATGACTTCAAGTCCATCCTCCTAGGATCCACACCACTGGACATTGCCCCTG
ATGGAGCAATCTTCCAGCTGGACCGTCCGCTGTCTATTGACTACAGCCTTGGAACTGGAG
ATGTTGACCGTGCTGTTTACTGGCACCTCAAGAAGTTTGCTGGAAATGCTGGCACACCTG
CAGGCTGGTTTCGCTGGGGCATCTGGGA
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TR.VNN.01.01-RNA1-Tiim Genom Niikleotid Dizisi

TAACATCACCTTCTTGCTCTGTTGAGTAATCACTTACGCAAGGTTACCGTTCAGCTTAGAC
AACGACAAGTCTACGCCNTGCGTCGCTTTGAGTTTGCACTCGCACGCATGTCTGGAGCAG
CATTTTGTGTGTACACAGGCTATCGCCTGTTGACCTCAAAATGGCTCGCGGACCGTGTCG
AGGATTATCGCCAACGCGTCATCGCTGAGAAGAAACAAATTCTCCGTGATGCGGCCACG
ATCCGGACTCAGATCCAGCGGGAAATGGAACTGGTGCGCATTTCGGTGCGCAAAGGCCA
TTCCCACCAGGAAGCTGCTACTGAGCGTAACAGCGCCACTGAGACCATGCTCGGTGTGGT
GGAGAAATGCGGCTACGAGCCGTATGTCATTTCGCCATCACCCCGTGAGGTTGGATACCA
CGGGTCACGTCAGTTCTATAGTCTGGCAGACTTTCGCCAAGACTACCGTCGTGATGACAT
CACCGACCGTCACATCATTGTGATGACTGATGTTGACTACTACGTGGACATGCATGAGTT
GATTGGTTTGGGTGTTCCGATATTGCTGTACACCTTCCAGCCAAGTACTGTGTCTGGGGA
GGTCAAGGATGGTTATTTTACCATCACTGACGACTCCGTTCACTACCGTGTTGCTGGTGG
GAAGGATGTGCGCCATCGCATTTGGAACTACAACCAGGATACCATGTATGTGTGCTCCCG
ACCTCGTGGTTTCTGGGCGAATCTGATGCAGATCTTGCGTGACATCACTGGTGTCACCGC
GATCTGTAGCTTTCTTTACACCAAGCTCGGTATTGCGCCCTTCGGCGACCCTGTTACCATG
TTCACCGTTGATCAATTCAAGATGGGCGAACATCGTAACATCGTGTCAATTGTGCCCTTT
GCAACTTGCCGTTCAAACCTGCTCAAGATCAGTGAGTATGGTGCTGAGTTGGAGTATATG
CGCTACCAACAGCGCAACAACATTGCCAACTTCAACGCAGTCACCTACATCTCTGAGAAT
GGGCCACTCATCAGTCTGGGTTTGGAAGGCAACTTTGCAAGCGTCCAGCTTCCCCTGCAG
GATTTCGAGAACATCCGCACTGCATACGAACTGTCCAAAACTAACAACTTGTCAGATACT
GTTCGCCGGTCAGGGCGCCCGTGCAAGGAGGCAGCCATCATCCATAAATGTCTCCAAGC
CGAGTGCGCCGTCGTCAGCGAGGTCGTGCATAAACCTGGCGATCTTGCTCGTCATTACCA
AGCAGTTGGTAGTGCCTACGACACTGATCCAGCCGAGCAGGGCAAGTGTTATGCTCGTG
AGTATGCTCCTGGACCGTTGACTCAAACTGCTGTGTTTCCAAGTGAGTCACGTTCCAACG
AGCTTGCCACAATCGACGGTCGTATTGCTGGTCCGCAAGCCAAGGCAAAGAGCCGCGAG
CACATAACACCTAAGATGCGCAAAGTGGCTAGGGATTTCGTGCACCATTTGGTGCCGATT
GCCGGCACTGGCCGTCCCTACCCCCTCACGTATGTCGAGGAGCAGCAAACCAAGCCATTA
CAGCGGGCTCGGAATGATGCTAACCGATATCACGATGAGTTCACTATGATGGTCAAAGC
GTTCCAAAAGAAAGAAGCATACAACGCCCCAAATTACCCCAGGAACATTTCAACCGTTC
CGCACACCCAAAACGTCAAGTTGTCCAGCTACACCTACGCTTTCAAAGCCAGTGTTCTCC
AGCATGTTCCGTGGTACATGCCAACGCACACACCAGCGGAAATCGCTGACGCAGTGCAA
AACTTGGCCGCAAGTTCCACTGAGCTGGTTGAAACTGACTACAGCAAGTTCGATGGCACA
TTCTTGCGCTTCATGCGTGAGTGCGTCGAATTTGCCATTTATAAGCGCTGGGTTCATCTGG
ACCACTTGCCAGAGTTAACAACCTTATTGGCTAATGAGATCCAAGCACCTGCTGTTACAC
GACTGGGCATCAAGTACGATCCTGATTGCAGTCGCCTCAGTGGTTCTGCCCTCACGACAG
ACGGAAACAGCATTGCTAATGCTTTCGTCTCATACCTTGCTGGTCGCATGGCTGGCATGG
ATGATGATGAAGCTTGGTCTTGGATCGGCATTGTCTACGGTGATGATGGGCTCCGATCTG
GTAATGTTTCAAATGAGCTCCTCACCAACACTGCTTCTTCCCTCGGCTTTGACTTGAAAAT
AGTGAATCGCGCGCCACGTGGCTCTCCAGTGACATTTCTGTCTCGAGTATACCTCGATCC
TTGGTCCTCACCGGCTTCCGTGCAGTCGCCATTAAGAACATTATTGAAGTTGCACACCAC
CTGTGATACCCAGTCAGAGATCGACGACATTGGCTGGGCTAAGACACAGGCGTATTTGGT
CACTGATAGCAAGACACCTTTTATTGGTCACTGGTGCCGGGCTTATCGGAGAAATTGCAC
TGCACGTGTGGTTCAGTATGCAGACTACACTGACATTCCATTCTGGGTGAAGAAAGACGA
CCACGTTGGCAACTCGGGGCCGCAGTCTGAATCCBATGACTGGAMTGACSTTGTAGCCRA
CGAGCTTGGCGTCACCACCGCTGAGCTGYTGAAGCATCTTGCACTCCTGGATGCTTATAC
TGGTCCCATTAGTGGCCTCCCACGTCTGACAACATCAATCGATTTGGAACCAAAGATGTC
TGTCGCATTAGACGGGGAGATCCAAGCCGGTCCTAGTCAGAACAAAACTAGCAAGGATG
GAACAAATCCAACAAGCGATCGATCAGCACCTCGTCGAGCTCGAGCAGCTCTTCCAGGT
GATGATGGACACGCGCGTCGCTCTCGGCGGAGTGACCGCGATCCAGGTAAACGAGATGC
GCACGTTCGTGATAAGCGCCCACGCCGCAGCTCGCCGCCTGCACGTCCTGTCACGCCGGT
TCCCACCCCTTCCAGCGGTGATCGAGGAACCGATGGAGACGGACTAGGCCGAGCTGCTG
TGCGTCAGCGTCATCGACGTCGCACTCAAGTGTAGACAGGTCACTTGCCTGCTCCCACCC
CCCGGGACCGTTTTGGTCCCTTAATCAGCTTTANGGCGTCTTACCCTTCGAA
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TR.VNN.01.02-RNA1-Tiim Genom Niikleotid Dizisi

TAACATCACCTTCTTGCTCTGTTGAGTAATCACTTACGCAAGGTTACCGTTCAGCTTAGAC
AACGACAAGTCTACGCCATGCGTCGCTTTGAGTTTGCACTCGCACGCATGTCTGGAGCAG
CATTTTGTGTGTACACAGGCTATCGCCTGTTGACCTCAAAATGGCTCGCGGACCGTGTCG
AGGATTATCGCCAACGCGTCATCGCTGAGAAGAAACAAATTCTCCGTGATGCGGCCATG
ATCCGGACTCAGATCCAGCGGGAAATGGAACTGGTGCGCATTTCGGTGCGCAAAGGCCA
TTCCCACCAGGAAGCTGCTACTGAGCGTAACAGCGCCACTGAGACCATGCTCGGTGTGGT
GGAGAAATGCGGCTACGAGCCGTATGTCATTTCGCCATCACCCCGTGAGGTTGGATACCA
CGGGTCACGTCAGTTCTATAGTCTGGCAGACTTTCGCCAAGACTACCGTCGTGATGACAT
CACCGACCGTCACATCATTGTGATGACTGATGTTGACTACTACGTGGACATGCATGAGTT
GATTGGTTTGGGTGTTCCGATATTGCTGTACACCTTCCAGCCAAGTACTGTGTCTGGGGA
GGTCAAGGATGGTTATTTTACCATCACTGACGACTCCGTTCACTACCGTGTTGCTGGTGG
GAAGGATGTGCGCCATCGCATTTGGAACTACAACCAGGATACCATGTATGTGTGCTCCCG
ACCTCGTGGTTTCTGGGCGAATCTGATGCAGATCTTGCGTGACATCACTGGTGTCACCGC
GATCTGTAGCTTTCTTTACACCAAGCTCGGTATTGCGCCCTTCGGCGACCCTGTTACCATG
TTCACCGTTGATCAATTCAAGATGGGCGAACATCGTAACATCGTGTCAATTGTGCCCTTT
GCAACTTGCCGTTCAAACCTGCTCAAGATCAGTGAGTATGGTGCTGAGTTGGAGTATATG
CGCTACCAACAGCGCAACAACATTGCCAACTTCAACGCAGTCACCTACATCTCTGAGAAT
GGGCCACTCATCAGTCTGGGTTTGGAAGGCAACTTTGCAAGCGTCCAGCTTCCCCTGCAG
GATTTCGAGAACATCCGCACTGCATACGAACTGTCCAAAACTAACAACTTGTCAGATACT
GTTCGCCGGTCAGGGCGCCCGTGCAAGGAGGCAGCCATCATCCATAAATGTCTCCAAGC
CGAGTGCGCCGTCGTCAGCGAGGTCGTGCATAAACCTGGCGATCTTGCTCGTCATTACCA
AGCAGTTGGTAGTGCCTACGACACTGATCCAGCCGAGCAGGGCAAGTGTTATGCTCGTG
AGTATGCTCCTGGACCGTTGACTCAAACTGCTGTGTTTCCAAGTGAGTCACGTTCCAACG
AGCTTGCCACAATCGACGGTCGTATTGCTGGTCCGCAAGCCAAGGCAAAGAGCCGCGAG
CACATAACACCTAAGATGCGCAAAGTGGCTAGGGATTTCGTGCACCATTTGGTGCCGATT
GCCGGCACTGGCCGTCCCTACCCCCTCACGTATGTCGAGGAGCAGCAAACCAAGCCATTA
CAGCGGGCTCGGAATGATGCTAACCGATATCACGATGAGTTCACTATGATGGTCAAAGC
GTTCCAAAAGAAAGAAGCATACAACGCCCCAAATTACCCCAGGAACATTTCAACCGTTC
CGCACACCCAAAACGTCAAGTTGTCCAGCTACACCTACGCTTTCAAAGCCAGTGTTCTCC
AGCATGTTCCGTGGTACATGCCAACGCACACACCAGCGGAAATCGCTGACGCAGTGCAA
AACTTGGCCGCAAGTTCCACTGAGCTGGTTGAAACTGACTACAGCAAGTTCGATGGCACA
TTCTTGCGCTTCATGCGTGAGTGCGTCGAATTTGCCATCTATAAGCGCTGGGTTCATCTGG
ACCACTTGCCAGAGTTAACAACCTTATTGGCTAATGAGATCCAAGCACCTGCTGTTACAC
GACTGGGCATCAAGTACGATCCTGATTGCAGTCGCCTCAGTGGTTCTGCCCTCACGACAG
ACGGAAACAGCATTGCTAATGCTTTCGTCTCATACCTTGCTGGTCGCATGGCTGGCATGG
ATGATGATGAAGCTTGGTCTTGGATCGGCATTGTCTACGGTGATGATGGGCTCCGATCTG
GTAATGTTTCAAATGAGCTCCTCACCAACACTGCTTCTTCCCTCGGCTTTGACTTGAAAAT
AGTGAATCGCGCGCCACGTGGCTCTCCAGTGACATTTCTGTCTCGAGTATACCTCGATCC
TTGGTCCTCACCGGCTTCCGTGCAGTCACCATTAAGAACATTATTGAAGTTGCACACCAC
CTGTGATACCCAGTCAGAGATCGACGACATTGGCTGGGCTAAGACACAGGCGTATTTGGT
CACTGATAGCAAGACACCTTTTATTGGTCACTGGTGCCGGGCTTATCGGAGAAATTGCAC
TGCACGTGTGGTTCAGTATGCAGACTACACTGACATTCCATTCTGGGTGAAGAATGACGA
CCACGTTGGCAACTCGTGGCCGCAGTCTGAATCCGATGACTGGAATGACGTTGTAGCCAA
CGAGCTTGGCGTCACCACCGCTGAGCTGTTGAAGCATCTTGCACTCCTGGATGCTTATAC
TGGTCCCATTAGTGGCCTCCCACGTCTGACAACATCAATCGATTTGGAACCAAAGATGTC
TGTCGCATTAGACGGGGAGATCCAAGCCGGTCCTAGTCAGAACAAAACTAGCAAGGATG
GAACAAATCCAACAAGCGATCGATCAGCACCTCGTCGAGCTCGAGCAGCTCTTCCAGGT
GATGATGGACACGCGCGTCGCTCTCGGCGGAGTGACCGCGATCCAGGTAAACGAGATGC
GCACGTTCGTGATAAGCGCCCACGCCGCAGCTCGCCGCCTGCACGTCCTGTCACGCCGGT
TCCCACCCCTTCCAGCGGTGATCGAGGAACCGATGGAGACGGACTAGGCCGAGCTGCTG
TGCGTCAGCGTCATCGACGTCGCACTCAAGTGTAGACAGGTCACTTGCCTGCTCCCACCC
CCTGG-ACCGTTTTGGTCCCTTAATCAGCTTTATGCTGTCTTACGCTTCG
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TR.VNN.01.01-RNA2-Tiim Genom Niikleotid Dizisi

TAATCCATCACCGCTTTGCAATNACAATGGTACGCAAAGGTGAGAAGAAATTGGCAAAA
CCCGCGACCACCAAGGCCGCGAATCCGCAACCCCGCCGACGTGCTAACAATCGTCGGCG
TAGTAATCGCACTGACGCACCTGTGTCTAAGGCCTCGACTGTAACTGGATTTGGACGTGG
GACCAATGACGTCCATCTCTCAGGTATGTCGAGAATCTCCCAGGCCGTCCTCCCAGCCGG
GACAGGAACAGACGGATACGTTGTTGTTGATGCAACCATCGTCCCCGACCTCCTACCACG
ACTGGGACACGCTGCTAGAATCTTCCAGCGATACGCTGTTGAAACACTGGAGTTTGAAAT
TCAGCCAATGTGCCCCGCAAACACGGGCGGTGGTTACGTTGCTGGCTTCCTGCCTGATCC
AACTGACAACGACCACACCTTCGACGCGCTTCAAGCAACTCGTGGTGCAGTCGTTGCCAA
ATGGTGGGAAAGCAGAACAGTCCGACCCCAGTACACCCGCACGCTCCTCTGGACCTCGT
CGGGAAAGGAGCAGCGTCTCACGTCACCTGGTCGGCTGATACTCCTGTGTGTTGGCAACA
ACACTGATGTGGTCAACGTGTCAGTGCTGTGTCGCTGGAGTGTTCGACTGAGCGTTCCAT
CTCTTGAGACACCTGAAGAGACCACCGCTCCCATCATGACACAAGGTTCCCTGTACAACG
ATTCCCTTTCCACAAATGACTTCAAGTCCATCCTCCTAGGATCCACACCACTGGACATTGC
CCCTGATGGAGCAATCTTCCAGCTGGACCGTCCGCTGTCTATTGACTACAGCCTTGGAAC
TGGAGATGTTGACCGTGCTGTTTACTGGCACCTCAAGAAGTTTGCTGGAAATGCTGGCAC
ACCTGCAGGCTGGTTTCGCTGGGGCATCTGGGACAACTTCAACAAGACGTTCACAGATGG
CGTTGCCTACTACTCTGATGAGCAGCCCCGTCAAATCCTGCTGCCTGTTGGCACTGTCTGC
ACCAGGGTTGACTCGGAAAACTAACCGGGTCATCCGGTTCCCTAGTGCGTATCGTTGATG
ACCAATTTGAACAATTGATTAAAGCACTAACAAATATAAATAAAGAAATACAAACAAAC
AAAACTGAAATTGGAAAGAATAGAAGCGAAATTGAATCACTCGCTAGCAAATTAAATGA
CAAAGCACCCAAGGAGGGTGCGATTGCTATTGTTGGTACCCTTGACGGCGTACCGGCTAC
GCTTGAAGGCCTATATACGGCTGGAAGCGCGCCGCGTGCTTAATTGGGTGCCAGTGGTAC
CAGTCGTATCCACCGCCGAGGAAATCCCTCTTTGGGCTGTTGGGTTACCGTTAGCTCCGC
GCAGTGAGCACCACCGCCATGTGGTCAAATGGCCGCTGATCGCT-TCTCAACTCGG

TR.VNN.01.02 -RNA2-Tiim Genom Niikleotid Dizisi

TAATCCATCACCGCTTTGCAATCACAATGGTACGCAAAGGTGAGAAGAAATTGGCAAAA
CCCGCGACCACCAAGGCCGCGAATCCGCAACCCCGCCGACGTGCTAACAATCGTCGGCG
TAGTAATCGCACTGACGCACCTGTGTCTAAGGCCTCGACTGTAACTGGATTTGGACGTGG
GACCAATGACGTCCATCTCTCAGGTATGTCGAGAATCTCCCAGGCCGTCCTCCCAGCCGG
GACAGGAACAGACGGATACGTTGTTGTTGATGCAACCATCGTCCCCGACCTCCTACCACG
ACTGGGACACGCTGCTAGAATCTTCCAGCGATACGCTGTTGAAACACTGGAGTTTGAAAT
TCAGCCAATGTGCCCCGCAAACACGGGCGGTGGTTACGTTGCTGGCTTCCTGCCTGATCC
AACTGACAACGACCACACCTTCGACGCGCTTCAAGCAACTCGTGGTGCAGTCGTTGCCAA
ATGGTGGGAAAGCAGAACAGTCCGACCCCAGTACACCCGCACGCTCCTCTGGACCTCGT
CGGGAAAGGAGCAGCGTCTCACGTCACCTGGTCGGCTGATACTCCTGTGTGTTGGCAACA
ACACTGATGTGGTCAACGTGTCAGTGCTGTGTCGCTGGAGTGTTCGACTGAGCNTTCCGT
CTCTTGAGACACCTGAAGAGACCACCGCTCCCATCATGACACAAGGTTCCCTGTACAACG
ATTCCCTTTCCACAAATGACTTCAAGTCCATCCTCCTAGGATCCACACCACTGGACATTGC
CCCTGATGGAGCAATCTTCCAGCTGGACCGTCCGCTGTCTATTGACTACAGCCTTGGAAC
TGGAGATGTTGACCGTGCTGTTTACTGGCACCTCAAGAAGTTTGCTGGAAATGCTGGCAC
ACCTGCAGGCTGGTTTCGCTGGGGCATCTGGGACAACTTCAACAAGACGTTCACAGATGG
CGTTGCCTACTACTCTGATGAGCAGCCCCGTCAAATCCTGCTGCCTGTTGGCACTGTCTGC
ACCAGGGTTGACTCGGAAAACTAACCGGGTCATCCGGTTCCCTAGTGCGTATCGTTGATG
ACCAATTTGAACAATTGATTAAAGCACTAACAAATATAAATAAAGAAATACAAACAAAC
AAAACTGAAATTGGAAAGAATAGAAGCGAAATTGAATCACTCGCTAGCAAATTAAATGA
CAAAGCACCCAAGGAGGGTGCGATTGCTATTGTTGGTACCCTTGACGGCGTACCGGCTAC
GCTTGAAGGCCTATATACGGCTGGAAGCGCGCCGCGTGCTTAATTGGGTGCCAGTGGTAC
CAGTCGTATCCACCGCCGAGGAAATCCCTCTTTGGGCTGTTGGGTTACCGTTAGCTCCGC
GCA
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Ek-4. Tez Cahsmasinin RNA1 ve RNA2 Kismi Niikleotid Dizilerine Gore
Yapilan Filogenetik Calismalarinda Kullanilan Izolatlarin Genbank

Bilgileri
ErlSlmNO . X o1 grwr . 1 ge s 3
Sl\llrgl izolat ismi EII?; Edildigi Tiir Ell(li(ee Edildigi _I(?;’nrier:]lileme Genotip
RNA1 RNA2
Epinephelus
1 JN189854 | JN189941 |487.1.2002 | marginatus Yunanistan | 27.11.2002 RGNNV
2 JN189805 |JN189959 |406.2009 Epinephelus costae | Yunanistan | 20.09.2009 RGNNV
3 JN189823 | JN189975 |550.2.2005 | Epinephelus sp Yunanistan | 19.10.2005 RGNNV
4 JN189857 |JN189946 |06.01.2007 | Dicentrarchus labrax | Yunanistan | 6.01.2007 RGNNV
RGNNV/
JN189815 |[JN189920 |250.1.2009 | Sparus aurata Giiney Kibris | 16.07.2009 SINNV
6 JN189816 |JN189968 |316.2.2007 | Dicentrarchus labrax | Giiney Kibris | 14.09.2007 RGNNV
7 JX194165 |JX194164 | 12/050 Epinephelus costae | Cezayir 10.2011 RGNNV
SINNV/
8 AMO085312 | AM085335 | DI-HR-96 Dicentrarchus labrax | Hirvatistan | 1996 RGNNV
9 AMO085311 | AM085333 | DI-I-98a Dicentrarchus labrax | Italya 1998 RGNNV
10 | AM085327 | AM085342 | DI-I-96a Dicentrarchus labrax | Italya 1996 RGNNV
11 | AM085318 | AJ277804 | DI-2 Dicentrarchus labrax | Italya 1998 RGNNV
12 | AM085315 | AJ277807 | DI-5 Dicentrarchus labrax | Italya 1995 RGNNV
13 | AM085321 | AM085339 | DI-I-98b Dicentrarchus labrax | Italya 1998 RGNNV
14 | AM085322 | AM085340 | Mb-1-00 Mullus barbatus Italya 2000 RGNNV
15 | AM085314 | AM085338 | Sa-1-00 Sparus aurata Italya 2000 RGNNV
16 | AM085328 | AM085343 | DI-I-02 Dicentrarchus labrax | Italya 2002 RGNNV
17 | AM085329 | AM085344 | DI-1-98c Dicentrarchus labrax | italya 1998 RGNNV
18 | AM085313 | AJ277811 | Uc-1 Umbrina cirrosa Italya 1996 RGNNV
19 | AM085326 | AJ277803 | DI-1 Dicentrarchus labrax | italya 2000 RGNNV
20 | AM085323 | AM085341 | Ea-1-01 Epinephelus aeneus | Italya 2001 RGNNV
21 | AF319555 | AF318942 | GGNNV Epinephelus tauvina | Singapur - RGNNV
Paralichthys
22 | AM085330 | AM085345 | JFIwa98 olivaceus Japonya 1998 BFNNV
Epinephelus
23 | AM085331 | AY324870 | SGWak97 septemfasciatus Japonya 1997 RGNNV
24 | AM085332 | D38637 TPKag93 Takifugu rubripes Japonya 1993 TPNNV
25 | FJ789783 | FJ789784 |1 Dicentrarchus labrax | Tunus 2010 (Yayin) | RGNNV
26 | JN189798 |JN189951 |30.2.2007 Mullus barbatus ftalya 10.12.2007 RGNNV
27 | JN189803 |JN189956 |39.13.2009 | Dicentrarchus labrax | italya 29.07.2009 RGNNV
28 | JN189876 |JN190000 |367.3.2005 | Dicentrarchus labrax | italya 06.07.2005 RGNNV
29 | JN189893 |JN190032 |628.1.2005 | Salmo trutta trutta ftalya 10.11.2005 RGNNV
Sevenband  grouper
30 | AB373028 | AB373029 | SG2001Nag | NNV Japonya 2008 (Yayin) | RGNNV
Dragon
grouper Epinephelus
31 | AY721616 | AY721615 | NNV lanceolatus Cin 2004 (Yayin) | RGNNV
32 | AY690597 | AY690596 | G9508KS Redspotted grouper | Tayvan 2004 (Yayin) | RGNNV
33 | JN189891 |JN190003 |505.6 Mullus barbatus ftalya 2004 RGNNV
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EK-4. (Devam) Tez Calismasinin RNA1 ve RNA2 Kismi Niikleotid Dizilerine
Gore Yapilan Filogenetik Calismalarinda Kullanilan izolatlarin Genbank

Bilgileri
Sl\lllgl Erisim No izolat fsmi Fslng Edildigi Tiir Elliz Edildigi _'I(?;’nrier:]lileme Genotip
RNA1 RNA2
34 | JN189879 |JIN190025 |401.4 Mullus barbatus Italya 2004 RGNNV
35 [ JN189881 |JIN190026 |412.2 Mullus spp. Italya 2000 RGNNV
36 | JN189880 |JN190013 |406.2 Dicentrarchus labrax | italya 2005 RGNNV
37 | JN189859 |JN190005 |13.02 Dicentrarchus labrax | Italya 2003 RGNNV
38 | JN189908 | JN190022 |348.3 Solea solea Italya 2003 RGNNV
39 | JN189906 |JN190009 |310 Dicentrarchus labrax | Italya 2003 RGNNV
40 | JN189852 |JN189948 |380 Dicentrarchus labrax | Ispanya 2008 RGNNV
41 | AM085326 | AJ277803 | DI-1 Dicentrarchus labrax | Italya 2000 RGNNV
42 | JN189896 |JN190033 |80.1.5 Dicentrarchus labrax | Italya 2005 RGNNV
43 | JN189849 |JN189939 |339 Dicentrarchus labrax | Yunanistan | 2002 RGNNV
44 | JN189850 |JN189915 |340.1 Dicentrarchus labrax | Hirvatistan 2001 RGNNV
45 | JN189909 |JN189936 |367.2 Dicentrarchus labrax | Italya 2005 RGNNV
RGNNV/
46 | JN189855 |[JN189917 |58.1 Sparus aurata Portekiz 2005 SINNV
47 | JN189853 |JN189943 |410 Dicentrarchus labrax | Ispanya 2006 RGNNV
48 | JN189821 |JN189973 | 385 Dicentrarchus labrax | ispanya 2007 RGNNV
49 | JN189836 |JN189983 |334.1 Dicentrarchus labrax | Ispanya 2009 RGNNV
50 |[JN189812 |JIN189966 |570.21 Mullus barbatus Italya 2008 RGNNV
51 | JN189804 | JN189958 |402.5 Umbrina cirrosa Italya 2009 RGNNV
52 | JN189870 |JN190010 |318.1 Dicentrarchus labrax | italya 2009 RGNNV
53 | JN189873 | JN189997 | 338 Dicentrarchus labrax | italya 2008 RGNNV
54 | JN189867 | JN189994 | 288 Umbrina cirrosa Italya 2009 RGNNV
55 | JN189894 |JN190034 |80 Chelon labrosus Italya 2001 RGNNV
56 [ JN189875 | JN189999 | 363 Dicentrarchus labrax | italya 20.10.2006 | RGNNV
57 | AM085317 | - DI-1-96b Dicentrarchus labrax | italya 1996 SINNV
Hippoglossus
58 | AJ401165 |- AH99NorA | hippoglossus Norveg 1999 BFNNV
59 | EF617330 | EF617329 | AcO6NorT Gadus morhua Norveg 2006 BFNNV
60 | EU826137 | D38635 BF93Hok Verasper moseri Japonya 1993 BFNNV
61 |JQ970428 |JQ970431 | 265.2009 Sander lucioperca Italya 07.2009 RGNNV
Micropterus .
62 1JQ970429 |JQ970432 |243.1.2009 | salmoides Italya 07.2009 RGNNV
Morone saxatilis x .
63 [JQ970430 |JQ970433 | 336.1.2009 Morone chrysops Italya 09.2009 RGNNV
64 | JN189865 |JIN189992 | 283.2009 Dicentrarchus labrax | italya 10.12.2009 | RGNNV
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Ek-5. Tez Cahsmasinin RNA1 ve RNA2 Tiim Genom Niikleotid Dizilerine Gore

Yapilan Filogenetik Calismalarinda Kullamilan izolatlarin Genbank

Bilgileri
Sira Erigim No o Elde Edildigi Tir | £'9€ Ornekleme
N izolat ismi o & Edildigi | Genotip
(o] RNA1 RNA2 Smi Ulke arini

Epinephelus

1 EF558368 EF558369 | Chinal akaara Cin 2012 (Yayin) | RGNNV

Dragon Epinephelus

2 AYT721616 AY721615 | grouper NNV | lanceolatus Cin 2004 (Yaymn) | RGNNV
Dicentrarchus

3 JN189865 JN189992 | 283.2009 labrax Italya 10.08.2009 | RGNNV
Dicentrarchus RGNNV/

4 JN189909 JN189936 | 367.2.2005 labrax Italya 06.07.2005 | SINNV
Solea

5 JN189814 JN189919 | 484.2.2009 senegalensis Ispanya | 23.11.2009 | SINNV
Epinephelus

6 AF319555 AF318942 | Singapore tauvina Singapur | 2001 (Yayin) | RGNNV
Epinephelus

7 MG874757 MG874758 | HN1 coioides Cin 12.06.2016 RGNNV
Hyporthodus

8 AB373028 | AB373029 | SG2001Nag septemfasciatus | Japonya | 2007 (Yaymn) | RGNNV
Dicentrarchus SINNV/

9 KF386163 KF386164 | 389/196 labrax Italya 1996 RGNNV

10 EF617330 EF617329 | AcO6NorT Atlantic cod Norveg | 2007 (Yayin) | BENNV

11 EF617331 EF617328 | AcO6NorE Atlantic cod Norve¢ | 2007 (Yayin) | BENNV

12 EU826137 EU826138 | BF93Hok Barfin flounder | Japonya | 2008 (Yayin) | BENNV
Lateolabrax

13 KP455643 KP455642 | SBN147 japonicus Cin 10.07.2014 | RGNNV
Epinephelus Giiney

14 KM095958 | KM095959 | SGYeosu08 septemfasciatus | Kore 2008 RGNNV

15 EU236148 EU236149 | TPKag93 Tiger puffer Japonya | 2007 (Yaymn) | TPNNV
Dicentrarchus

16 FJ789783 FJ789784 |1 labrax Tunus 2009 (Yayin) | RGNNV

17 EU236146 EU236147 | JFlwa98 Barfin flounder | Japonya | 2007 (Yayimn) | BENNV
Epinephelus

18 MF144242 | MF144241 | KS1 coioides Tayvan |01.06.2013 | RGNNV
Epinephelus

19 AY324869 | AY324870 | SGWak97 septemfasciatus | Japonya | 1997 RGNNV

20 NC_003448 Striped jack 2001 (Yayin) | SINNV

21 AJ401165 AH99NorA Atlantic halibut | Norveg 2000 (Yayin) | BENNV
Japanese Giiney

22 FJ748760 JFNNV-WD flounder Kore 2009 (Yayin) | RGNNV

23 EF617335 Ac06NorPpB | Atlantic cod Norve¢ | 2008 (Yayin) | BENNV

24 EF617334 Ac06NorPpA | Atlantic cod Norve¢ | 2008 (Yayin) | BENNV

25 EF617333 Ac06NorPmB | Atlantic cod Norveg | 2008 (Yaym) | BENNV

26 EF617332 Ac06NorPmA | Atlantic cod Norveg | 2008 (Yaym) | BENNV

27 AY369136 RGNNV Cin P2003 RGNNV

28 JQ073720 LCNNV-In01 | Lates calcarifer | Hindistan | 06.10.2006 RGNNV

GGNNV20131 | Epinephelus
29 KM588181 | 122 lanceolatus Tayvan |30.08.2013 | RGNNV
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EK-5. (Devam) Tez Cahsmasimnin RNA1 ve RNA2 Tiim Genom Niikleotid

Genbank Bilgileri

Dizilerine Gore Yapilan Filogenetik Cahsmalarinda Kullanilan izolatlarin

Erisim No ) ) e | Elde -
Elra izolat fsmi Ifld‘.’ Edildigi Tr | g 45 4i5 ?"n.ilfleme Genotip
° |RNAL RNA2 smi Ulke anhi
pearl gentian

30 MG637439 | ZN521 grouper Cin 21.07.2017 RGNNV

31 EF617327 | AcO6NorPp Atlantic cod Norveg | 2007 (Yaym) | BFNNV

32 EF617326 | AcO6NorPm Atlantic cod Norveg | 2007 (Yayin) | BENNV

33 GU826692 | BVN2 Lates calcarifer | Hindistan | 12.2008 RGNNV
White star

34 AY835642 | snapper NNV | Lutjanus stellatus | Tayvan | 2004 (Yayin) | RGNNV

35 JF412273 | BVN16 Lates calcarifer | Hindistan | 2011 (Yayin) | RGNNV

36 GU953669 | BVN4 Lates calcarifer | Hindistan | 08.2009 RGNNV

Redspotted

37 AY690596 | G9508KS grouper NNV Tayvan | 2004 (Yaym) | RGNNV
Epinephelus Epinephelus

38 AF534998 | coioides NNV | coioides Cin 2003 (Yayin) | RGNNV

39 HM485328 | VNIN Lates calcarifer | Hindistan | 10.2006 RGNNV
Redspotted Epinephelus

40 AY744705 | grouper NNV | akaara Cin 2007 (Yayin) | RGNNV
Turbot Scophthalmus

41 AJ608266 | nodavirus maximus Norve¢ | 2003 (Yayin) | TNV
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Ek-6. Tez Cahsmasinda Akdeniz izolatlarnmn Kapsid Protein (RNA2 ORF)
Tim Genom Niikleotid Dizilerine Gore Yapilan Filogenetik Cahsmalarda
Kullanilan Izolatlarin Genbank Bilgileri

Sira . . . Elde Edildigi Ornekleme .
No Erisim No | Izolat Ismi Elde Edildigi Tiir Ismi ke Tarihi Genotip
1 KC696562 | SpPm-1Ausc1586.10 Psetta maxima Ispanya 28.12.2010 RGNNV
2 FJ829452 | SpDI_IAusc168808 Dicentrarchus labrax | Ispanya 15.06.2008 | RGNNV
3 AY?284967 | EA-150102-IL Epinephelus aeneus Israil 2004 (Yayin) | RGNNV
4 KY354694 | 425-10 Sparus aurata Italya 09.2008 RGNNV
5 AY284965 | EA-221199-IL Epinephelus aeneus Israil 2004 (Yayin) | RGNNV
6 Y08700 - Dicentrarchus labrax | Yunanistan | 1996 RGNNV
7 AY?284971 | DL-040700-IL Dicentrarchus labrax | Israil 2004 (Yaymn) | RGNNV
8 AY?284972 | DL-060900-GR Dicentrarchus labrax | Yunanistan | 2004 (Yaym) | RGNNV
9 AJ698093 | V26 Dicentrarchus labrax | Fransa 2004 (Yayin) | RGNNV
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Assessment, 24 Saat (6 Hafta), Haziran 2017.

Kurulus I¢i Kalite Denetgisi Egitimi, Elginkan Vakfi, Manisa, 11.09.2017.
ISO/IEC 17043 Yeterlilik Testleri igin Genel Sartlar, Uzman Laboratuvar
Akredidasyon Danismanhk Ltd. Sti, Izmir/Bornova Veteriner Kontrol
Enstitiisii Miidiirliigii, Bornova/lzmir, 18 Ekim 2017.

ISO/IEC 13528 Yeterlilik Testleri Istatistik Hesaplamalar, Uzman Laboratuvar
Akredidasyon Damismanhk Ltd. Sti, Izmir/Bornova Veteriner Kontrol
Enstitiisii Miidiirliigii, Bornova/lzmir, 19 Ekim 2017.

Temel Biyoenformatik, Primer Tasarimi ve Filogenetik Analiz, Ankara
Universitesi Evrimsel Genetik Laboratuvar: (eGL) ve Enigma Biyoteknoloji,
[zmir/Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirliigii, Bornova/lzmir, 24 - 26
Ekim 2017.

EuFMD in-depth online course Risk Analysis along the Value Chain, 24 Saat
(6 Hafta), Kasim 2017.

Shipping Infectious Substances Certification Course, ABSA (American
Biological Safety Association), Charleston/South Carolina (SC)/United States,
12 Ekim 2018.

Advance BSL-3 Facility Operations, ABSA (American Biological Safety
Association), Charleston/South Carolina (SC)/United States, 13 Ekim 2018.
Pathogen Inactivation Methods for Laboratory Applications ABSA (American
Biological Safety Association), Charleston/South Carolina (SC)/United States,
14 Ekim 2018.

Professional Certification in Biorisk Management, International Federation of
Biosafety Associations (IFBA), 18 Nisan 2019.
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Verdigi Egitimler

1.

Mihrak Arastirmasi, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, izmir, 01 — 02 Mart
2017 (15 Kisi).

Introduction to Biorisk Management Workshop (Biyorisk Yonetimi’ne Giris
Calistay1), SNL (Sandia National Laboratories) — DTRA (Defense Threat
Reduction Agency, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlii, Saglik Bakanligi,
Ankara, 22 — 26 Mayis 2017 (20 Kisi).

Introductory Laboratory Biorisk Management Training (Laboratuvar Biyorisk
Yonetimi’ne Girig Egitimi), SNL (Sandia National Laboratories) — DTRA
(Defense Threat Reduction Agency, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi,
Saglik Bakanligi, Antalya, 05 - 09 Subat 2018 (20 Kisi).

Biyorisk Yonetimine Giris Egitimi, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi,
[zmir, 05 — 08 Mart 2018 (13 Kisi).

Biorisk Management Trainer Development Program (Biyorisk Yonetimi
Egitmen Gelistirme Programi), SNL (Sandia National Laboratories) — DTRA
(Defense Threat Reduction Agency, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi,
Antalya, 12 - 16 Mart 2018 (7 Kisi).

Introductory Laboratory Biorisk Management Training (Laboratuvar Biyorisk
Yonetimi’ne Girig Egitimi), SNL (Sandia National Laboratories) — DTRA
(Defense Threat Reduction Agency, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi,
Antalya, 07 - 11 Mayis 2018 (20 Kisi).

Biyorisk Yonetimine Giris Egitimi, Tarim ve Orman Bakanlig1, izmir, 26 — 29
Kasim 2018 (16 Kisi).

Bilimsel Toplantilar (Yurt ici)

Animal Welfare on Poultry, TAIEX, Ankara, 05 Ekim 2010.

I11. Uluslararas1 Beyaz Et Kongresi, BEST-BIR, Antalya, 22 — 26 Nisan 2015.
XI1. Ulusal Veteriner Hekimleri Mikrobiyoloji Kongresi, Veteriner Hekimleri
Mikrobiyoloji Dernegi, Kapadokya/Nevsehir, 30 Agustos — 02 Eyliil 2016.

Bilimsel Toplantilar (Yurt Disi)

Researching Animals-Welfare, TAIEX, Zagreb/Hirvatistan, 05-06 Mayi1s 2010.
OIE Global Conference on Wildlife/ Animal Health and Biodiversity-Preparing
for the Future, OIE, Paris/Fransa, 23-25 Subat 2011.

X. International Congress of Veterinary Virology, ESVV 2015, Montpellier,
France, 31 Agustos-3 Eyliil 201.5

9. Annual Meeting of EPIZONE, Montpellier, France, 2-3 Eyliil 2015.

17th EAFP International Conference on Diseases of Fish and Shellfish, Las
Palmasde Gran Canaria, Spain, 7-11 Eylil 2015.
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6.  61st Annual Biological Safety (ABSA) Conference, Charleston/South Carolina
(SC)/United States, 12-17 Ekim 2018.

Organizasyonunda katkida bulundugu bilimsel toplantilar

1. Animal Welfare on Poultry, TAIEX, Ankara, 05 Ekim 2010.
2. OIE Platform on Animal Welfare for Europe - 9th meeting of the Steering
Group (SG9) - Izmir, 7-8 Aralik 2017.
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