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ÖNSÖZ 

Viral Nervöz Nekrozis (VNN) etkeni betanodaviruslar, dünya üzerinde 

120’den fazla balık türünden izole edilmiĢ olup son otuz yılda Güney Amerika hariç 

pek çok bölgede farklı dört genotipinin izolasyonları yapılmıĢtır. VNN, pek çok balık 

türünü etkilemesine rağmen, farklı genotiplerin farklı sıcaklıklara adaptasyonu; farklı 

coğrafyalardaki farklı balık türlerinin etkilenmesi ile sonuçlanmıĢtır. VNN, 

Türkiye’nin de içinde bulunduğu Akdeniz havzasında endemik bir özellik kazanmıĢ 

ve Akdeniz’de kıyı olan hemen her ülkede betanodavirus salgınları Redspotted 

Grouper Nervous Necrosis Virus (RGNNV) genotipi ile iliĢkili olarak levreklerde 

ölümler meydana getirmiĢtir. VNN, levrek kültür balıkçılığını etkileyen en önemli 

hastalık olarak kayıtlara geçmiĢtir. Vertikal ve horizontal yolla bulaĢabilen 

betanodaviruslar, merkezi sinir sistemi ve retina’da vakuolizasyonlarla iliĢkili olarak 

özellikle fingerling boy balıkların içinde olduğu yavrularda ölümlere veya persiste 

enfeksiyonlara neden olmaktadırlar. Hastalığın bir kuluçkahane veya yetiĢtirme 

iĢletmesine bulaĢması, anaçların değiĢtirilmesine kadar değiĢen pek çok kontrol 

önlemi almayı gerektirmekle beraber virusun eradikasyonunun oldukça çok zor 

olduğu bildirilmektedir.  

Türkiye’de ilk betanodavirus izolasyonu 2011 yılında yapılmıĢ olmasına 

rağmen, yüksek mortaliteli salgınlara iliĢkin bildirim bulunmamaktadır. Türkiye, 

sahip olduğu zengin su kaynakları, üç tarafının denizlerle çevrili olması, iklimin 

uygun olması ve kültür balıkçılığındaki önemli geliĢmeler sayesinde levrek 

üretiminde % 42’lik bir pay ile dünya ve Avrupa’da söz sahibi ülke konumundadır. 

Yüksek üretimin sürdürülebilirliğinin bir bileĢeni de üretimin düĢmesine ve 

ekonomik kayıplara neden olan salgın hastalıklarla mücadele etmektir. Bunun 

yanında kontrol ve izleme çalıĢmalarının yapılması ile erken uyarı sistemlerinin 

oluĢturulması, salgınlara hazırlık veya daha kolay mücadele etmede önemli 

politikalardır. Türkiye’de ve uluslararası hastalık bildirim sistemlerinde ihbari 

mecburi bir hastalık olmamasına rağmen, önemli ekonomik kayıplara neden olan ve 

uluslararası ticarette önemli yer tutan VNN ile ilgili tarama, izleme ve arilik 
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çalıĢmalarının yapılması, levrek üretiminde önemli bir seviyede bulunan Türkiye’de, 

kültür levrek yetiĢtiriciliğinin sürdürülebilirliği açısından önem arz etmektedir. 

Bu tez çalıĢmasında Türkiye’de faaliyette bulunan tüm levrek kuluçkahaneleri 

ve bazı yetiĢtirme iĢletmelerinde betanodavirus yaygınlığının ve enfeksiyon 

kaynaklarının belirlenmesi ve virusun eliminasyonu ile ilgili mücadele stratejilerinin 

belirlenmesi amaçlanmıĢtır. 

 

Doktora eğitimim ve tez çalıĢmalarım süresince yakın ilgi, yardım ve 

tavsiyelerini esirgemeyen, gerek bilimsel gerek sosyal anlamda bana her zaman 

destek ve güven veren doktora danıĢmanım Sayın Prof. Dr. Mehmet Taner 

KARAOĞLU’na sonsuz teĢekkürlerimi sunarım. Doktora eğitimim ve tez çalıĢmam 

boyunca yardımlarını esirgemeyen Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Viroloji 

Anabilim Dalı BaĢkanı Sayın Prof. Dr. Yılmaz AKÇA’ya, Sayın Prof. Dr. Feray 

ALKAN’a, Sayın Prof. Dr. Aykut ÖZKUL’a, Sayın Prof. Dr. Seval Bilge 

DAĞALP’e ve Sayın Prof. Dr. Tuba Çiğdem OĞUZOĞLU’na ve tez izleme 

komitesindeki olumlu katkılarından dolayı Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Öğretim Üyesi Sayın Prof. Dr. Hakan YARDIMCI’ya 

ve doktora eğitimim süresince yardımlarını esirgemeyen tüm doktora öğrencisi 

arkadaĢlarıma teĢekkürü bir borç bilirim. 

 

Doktora çalıĢmamı yürüttüğüm süre zarfında yardımlarını hiçbir zaman 

esirgemeyen, bilgilerini paylaĢarak her zaman katkı sağlayan Ġzmir/Bornova 

Veteriner Kontrol Enstitüsü Viroloji Bölümü’nde çalıĢan değerli arkadaĢlarım Dr. 

Kemal PEKMEZ, Dr. A. Anıl ÇAĞIRGAN ve Ramazan TÜRKMEN’e ne kadar 

teĢekkür etsem azdır. Doktora ve tez çalıĢmam süresince katkılarını esirgemeyen 

Enstitü Teknik ĠĢler Sorumlusu Dr. Gülnur KALAYCI ve Veteriner Hekim Dr. 

Buket ÖZKAN’a teĢekkürlerimi sunarım. Tez çalıĢmasının örnekleme aĢamasında 

olumlu katkıları ve planlamaların oluĢturulmasında emeği geçen Veteriner Hekim 

Ali Emre CANITEZ’e ayrıca teĢekkür ederim. Betanodaviruslar ile ilgili bazı 

görüĢlerine baĢvurduğum ve moleküler çalıĢmalarda literatür bilgilerini paylaĢan 

VNN OIE Referans Laboratuvarı Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, 
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Dipartimento di Ittiopatologia, Italy’de çalıĢan Valentina Maria PANZARĠN’e çok 

teĢekkür ederim. 

Tüm yaĢamım boyunca beni destekleyen, beni ben yapan, maneviyatını hiçbir 

zaman tartıĢamayacağım canım annem AyĢe KAPLAN’a tüm kalbimle sonsuz 

teĢekkürlerimi ve Ģükranlarımı sunarım. Ayrıca babam Naci Tursun KAPLAN, 

ablam Nuray GÜL ve Gülay DEMĠRTAġ’a doktoram süresince gösterdikleri 

desteklerinden dolayı teĢekkür ederim. 

Tüm doktoram boyunca beni destekleyen, her zaman yanımda olan, hayatımı 

paylaĢtığım ve maalesef doktora süresince istemeyerek ihmal ettiğim ve bunu hiçbir 

zaman sorun etmeden bana daha çok güven veren, biricik eĢim Sevcan KAPLAN’a, 

kızım Elis KAPLAN’a ve oğlum Batu KAPLAN’a ne kadar teĢekkür etsem azdır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



x 
 

SİMGELER VE KISALTMALAR 

α   alfa 

β   beta 

γ   gama 

o
    Derece 

A   Adenin  

aa   amino asit 

ABV   Apatojen Aquabirnavirus  

ADNS   Animal Diseases Notification System 

AHNNV  Atlantic Halibut Nervous Necrosis Virus 

AMP    Antimikrobiyal Peptit 

Arg   Arjinin  

ATP   Adenozin Tri Fosfat 

BB    Barramundi Brain Cell Hücre Hattı 

bç   Baz Çifti 

BEI    Binary Ethylenimine 

BFNNV   Barfin Flounder Nervous Necrosis Virus 

BLAST   Basic Local Alignment Search Tool  

C   Santigrad  

C   Sitozin 

Ca   Kalsiyum 

CD    Cluster of Differentiation 

cm   Santimetre  

cm
3   

Santimetreküp 

CsCI    Sezyum klorid  

CP    Kapsid Proteini 

CPE   Sitopatik etki 

cRNA   Komplementer RNA 

Ct    Cycle threshold 

CTL    Cytotoxic T Lymphocyte 

CV    Coefficient of Variation (değiĢim oranı) 



xi 
 

DGNNV   Dragon grouper nervous necrosis virus  

DIEV    Dicentrarchus Labrax Encephalitis Virus  

DKID   Doku Kültürü Ġnfektif Doz 

DNA    Deoksiribo Nükleik asit 

dNTP   Deoksi Nukleotid Tri Phosphate 

d.p.v.   AĢılamadan Sonraki Günler (Days post-vaccination) 

Drp1   Dinamin ĠliĢkili Protein  

DY   DöllenmiĢ Yumurta 

E   Efficiency (Verimlilik) 

ELISA   Enzim Linked Immunosorbent Assay 

EMEM   Eagle's Minimum Essential Medium 

Epi-1    Epinisin-1 

ER   Endoplazmik Retikulüm 

E-11    SSN-1’den Klonlanan Hücre Hattı 

F   Forward 

FAO    BirleĢmiĢ Milletler Gıda ve Tarım Örgütü  

FBS    Fötal Bovine Serum  

FVE    Fish Viral Encephalitis 

g   Gram 

g   Gravity 

G    Gamma Distributed  

G   Guanin 

GATA3 Ġmmun T hücrelerinde lokalize Th2 geliĢiminden sorumlu 

transkripsiyonel faktör  

GGNNV   Greasy Grouper Nervous Necrosis Virus 

GF-1   Goldfish Fin Hücre Hattı 

GHSC70   Isı ġoku Kökenli Protein 70 

GpppN   N7-Methylguanosine-triphosphate 

GSMH   Gayri Safi Milli Hasıla 

h.p.i.   Hours Post-Infection (Enfeksiyondan Sonraki Saatler) 

H2O   Su 

H2O2   Hidrojen Peroksit 



xii 
 

ICTV   Uluslararası Virus Taksonomi Komitesi 

IF    Ġmmunofloresan  

IFAT   Ġmmunfloresan Antikor Testi 

IFN   Ġnterferon 

Ig   Ġmmun globulin 

IHC    Ġmmunohistokimyasal  

IHNV    Infectious Hematopoietic Necrosis Virus  

IL   Ġnterlökin 

Ile   izolaysin 

Ġ.m.   Ġntramuskuler 

i.p.    Ġntraperitoneal  

IPN    Ġnfeksiyöz Pankreatik Nekrozis  

ISH    Ġn Situ Hibridizasyon 

JFNNV   Japanese Flounder Nervous Necrosis Virus  

kb   Kilobaz 

kDa   Kilodalton 

km   Kilometre 

K2   Kimura 2-parameter 

LAMP   Loop-Mediated Ġsothermal Amplification 

LcEV    Lates calcarifer encephalitis virus 

L-15    Leibovitz's Medium 

MAV    Mitokondriyal Antiviral Sinyal 

MHC-I   Major Histocompatibility Complex Sınıf I 

MHC-II   Major Histocompatibility Complex Sınıf II 

ml   Mililitre 

mm   Milimetre 

mM   Milimolar 

MMP    Mitokondriyal Membran Potansiyeli  

MPTP    Mitokondriyal Permeabilite GeçiĢ Gözeneği  

MSS    Merkezi Sinir Sistemi 

Mx    Myxovirus  



xiii 
 

MyD88  Myeloid Differentiation Primary Response 88 (Miyeloid 

Diferansiyasyon Faktör 88) 

NASBA  Nucleic Acid Sequence Based Amplification 

NCBI  National Central for Biotechnology Information   

NJ   Neighbor Joining 

ng   Nanogram 

nm   Nanometre 

NNV   Nervöz Nekrozis Virus 

nt   Nükleotid 

OIE   Dünya Hayvan Sağlığı Örgütü 

ORF   Açık okuma çerçevesi 

pH    Power of Hydrogen 

Poly I: C  Polycytidylic Acid 

PostL   Post larva  

PreL   Prelarva  

PS    Fosfatidilserin  

qPCR    Kantitatif PCR  

qrt RT-PCR  Kantitatif rtRT-PCR 

pMol   Pikomol 

R   Reverse 

RdRp   Viral RNA’ya bağlı RNA polimeraz 

RGNNV   Redspotted Grouper Nervous Necrosis Virus 

RGNNV/SJNNV RNA1 segmentine göre RGNNV; RNA2 segmentine göre 

SJNNV reassortant betanodavirus suĢu 

RIG-1  Retinoic Acid Inducible Gene-I (Retinoik Asit Ġndükleyen 

Gen-1) 

RLR    RIG-1 like receptors (RIG-1 benzeri reseptör) 

ROS    Reaktif Oksijen Türleri 

RT    Reverse Transcription 

RT-PCR   Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 

rt RT-PCR  Real time RT-PCR 

RNA   Ribo Nükleik asit 



xiv 
 

RPS    Relative Percentage Survival (rölatif hayatta kalma oranı) 

RT-PCR  Revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu 

R
2   

Regresyon katsayısı 

SJNNV   Striped Jack Nervous Necrosis Virus 

SJNNVO   Striped Jack Nervöz Nekrozis Virus  

SJNNV/RGNNV RNA1 segmentine göre SJNNV; RNA2 segmentine göre 

RGNNV reassortant betanodavirus suĢu 

siRNA   Susturucu RNA 

SSN-1   Striped Snakehead Fish Fry  

SVE    Sea bass Viral Encephalitis 

T   Timin  

T-bet  Ġmmun T hücrelerinde lokalize Th1 geliĢiminden sorumlu 

transkripsiyonel faktör 

Th1 Ġmmun yanıt sitokin grubu (Interferon gamma)  

TH1-5  Tilapia Hepcidin 1-5 

Th2   Ġmmun yanıt sitokin grubu (IL 4, 5, 10 ve 13) 

TLR    Toll-like receptors (çan benzeri reseptör) 

TMS    Tricaine Methane Sulfonate  

TNF   Tümör Nekroz Faktör 

TNV    Turbot Nervöz Nekrozis Virus 

TN93   Tamura-Nei  

TPNNV   Tiger Puffer Nervous Necrosis Virus  

TÜĠK    Türkiye Ġstatistik Kurumu  

TÜRKAK  Türk Akreditasyon Kurumu 

U   Ünite 

U   Urasil 

UTR   Untranslated Region 

UV   Ultraviyole 

Val   Valin 

VER    Viral Ensefalopati ve Retinopati 

VHS    Viral Hemorajik Septisemi  

VLP   Virus like particle (Virus Benzeri Parçacıklar) 



xv 
 

VNN    Viral Nervöz Nekrozis 

VNNV   Viral Nervöz Nekrozis Virusu 

vRNA   Viral RNA 

w.p.i.   Enfeksiyondan Sonraki Haftalar (Weeks Post-Infection) 

1/r    EĢik Değeri 

%   Yüzde 

µg   Mikrogram 

µl   Mikrolitre  

µM   Mikromolar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xvi 
 

ŞEKİLLER 

Şekil 1.1. FAO 2018 Yılı Ġstatistiklerine Göre Dünyada Levrek Üreten  

Ülkelerin Yıllık Üretim Miktarları     3 

Şekil 1.2. FAO 2018 Yılı Ġstatistiklerine Göre Türkiye’nin Dünya  

Levrek Üretimindeki Payı       3 

Şekil 1.3. 2016 Yılı Verilerine Göre En Önemli Tuzlu Su (Deniz) Hastalıkları 4 

Şekil 1.4. Nodaviridae ailesinin RNA1(a) ve RNA2(b) tüm genom  

aminoasit analizine göre filogenetik yakınlıkları    8 

Şekil 1.5. Nodavirus Virion Yapısı       9 

Şekil 1.6. Betanodavirus Cryoelektronmikroskobik Görüntüsü   9 

Şekil 1.7. Nodavirus Genom Yapısı       10 

Şekil 1.8. Betanodavirus Genom Yapısı      11 

Şekil 1.9. GNNV-LP  kapsid proteini C alt ünitesi Ģematize gösterimi  14 

Şekil 1.10. RGNNV’nin Nekrotik Hücre Ölümünü Ġndüklemesi   38 

Şekil 2.1. Levrek örneklerinin gruplandırılması     70 

Şekil 2.2. Beyin ve omuriliğin homojenizasyon için çıkarılması   71 

Şekil 3.1. Plazmid DNA’nın farklı sulandırmalarının Ct değerleri ve kopya  

miktarları         81 

Şekil 3.2. Plazmid DNA’nın farklı sulandırmalarının amplifikasyon eğrileri 82 

Şekil 3.3. Standart Eğri        82 

Şekil 3.4. VNNV için optimize edilen qrtRT-PCR Test Metodu’nun  

     Diğer Balık Viruslarında Kullanımı ve Ayrımı    83 

Şekil 3.5. Yavru levrek örneklerinin yaĢ gruplarına göre iller bazında dağılımı 90 

Şekil 3.6. Yavru levrek örneklerinin yaĢ gruplarına göre yüzdelik dağılımları 91 

Şekil 3.7. Yavru levrek örneklerinin yaĢ gruplarına göre aylar bazında  

      örnekleme sayıları        92  

Şekil 3.8. Pozitif örneklerin direkt doku homojenizatlarından yapılan 

  qrtRT-PCR testi sonuçları       97 

Şekil 3.9. Pozitif örneklerin hücre kültüründe izolasyonundan sonra yapılan  

     qrtRT-PCR testi sonuçları       98 

Şekil 3.10. RNA1 segmentinin kısmi dizilerine göre filogenetik ağaç  102   



xvii 
 

Şekil 3.11. RNA2 segmentinin kısmi dizilerine göre filogenetik ağaç  103 

Şekil 3.12. HizalanmıĢ RNA1 segmentinin 5’ UTR ve ORF baĢlangıç bölgesi 105 

Şekil 3.13. HizalanmıĢ RNA1 segmentinin 3’ UTR ve ORF bitiĢ bölgesi  105 

Şekil 3.14. RNA1 segmentinin ORF protein A nükleotid dizilerine göre  

        filogenetik ağaç        106 

Şekil 3.15.  RNA1 tüm genom dizilerine göre nükleotid farklılıkları ve  

         pozisyonları        109 

Şekil 3.16.  Protein A (RNA1 ORF) tüm genom dizilerine göre aa  

 farklılıkları ve pozisyonları      112  

Şekil 3.17. HizalanmıĢ RNA2 segmentinin 5’ UTR ve ORF baĢlangıç bölgesi 113 

Şekil 3.18. HizalanmıĢ RNA2 segmentinin 3’ UTR (baĢlangıç kısmı) ve  

 ORF bitiĢ bölgesi        114 

Şekil 3.19. RNA2 segmentinin kapsid proteini tüm nükleotid dizilerine  

 göre filogenetik ağaç       115 

Şekil 3.20.  Kapsid Protein (RNA2 ORF)  tüm genom dizilerine göre  

 nükleotid farklılıkları ve pozisyonları     121 

 Şekil 3.21.  Kapsid Proteini (RNA2 ORF) tüm genom dizilerine göre  

 aa farklılıkları ve pozisyonları      123 

 Şekil 3.22. qrtRT-PCR ile VNN virusu pozitif bulunan örneklerin  

 SSN-1 hücre hattında CPE görüntüsü     124 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xviii 
 

ÇİZELGELER 

Çizelge 1.1. Türkiye’de yetiĢtiriciliği en çok yapılan balık türlerinin  

üretim miktarları       2 

Çizelge 1.2. Nodavirusların Genel Sınıflandırılması    7 

Çizelge 1.3. Betanodavirusun genotipik ve fenotipik sınıflandırılması  20 

Çizelge 1.4. Betanodavirus surveylans, tespit ve tanı metotları   49 

Çizelge 2.1. Aktif levrek kuluçkahaneler ve örnekleme tarihleri   63 

Çizelge 2.2. Örneklemesi kesinleĢen kuluçkahaneler ve üretim dönemleri  64 

Çizelge 2.3. Örneklenecek levrek yetiĢtirme iĢletmeleri ve örnekleme tarihleri 66 

Çizelge 2.4. Real Time RT-PCR testinde kullanılan primer ve prob dizilimleri 68 

Çizelge 2.5. Kısmi dizilemede kullanılan primerler ve ürün büyüklükleri  69 

Çizelge 2.6. Tüm genom dizilemede kullanılan primerler ve ürün büyüklükleri 69 

Çizelge 2.7. qrtRT-PCR Mastermiks hazırlamada kullanılan reagentların  

oranları         73 

Çizelge 2.8. qrtRT-PCR reaksiyon ısı koĢulları ve döngü sayıları   74 

Çizelge 2.9. cDNA sentezinde kullanılan mastermiks bileĢimi ve reaksiyon  

koĢulları         76 

Çizelge 2.10. Kısmi ve tüm genom dizileme için yapılan PCR’da mastermiks  

bileĢimi         77 

Çizelge 2.11. Kısmi ve tüm genom dizileme için yapılan PCR’da reaksiyon ısı 

koĢulları ve döngü sayıları.      77 

Çizelge 3.1. Plazmid DNA’nın farklı dilüsyonlarının üç tekrarlı Ct sonuçlarına  

          göre regresyon değerleri      83 

Çizelge 3.2. qrtRT-PCR validasyon parametreleri ve sonuçları   84 

Çizelge 3.3. qrtRT-PCR testinin tekrarlanabilirlik verileri    84 

Çizelge 3.4.  qrtRT-PCR testinin tekrar üretilebilirlik sonuçları   85 

Çizelge 3.5. Örneklenen kuluçkahaneler, örnek türleri, sayıları, örnekleme  

tarihleri ve test sonuçları      86 

Çizelge 3.6. Yavru levrek örneklerinin yaĢ gruplarına göre iller bazında dağılımı 91 

Çizelge 3.7. Yavru levrek örneklerinin yaĢ gruplarına göre aylar bazında  

örnekleme sayıları       91 



xix 
 

 

Çizelge 3.8. Örneklenen levrek yetiĢtirme iĢletmeleri, örnek sayıları,  

örnekleme tarihleri ve test sonuçları     93 

Çizelge 3.9.  RNA1 segmentinin kısmi dizilerine göre nükleotid benzerlik  

oranları         101  

Çizelge 3.10.  RNA2 segmentinin kısmi dizilerine göre nükleotid benzerlik  

oranları         101  

Çizelge 3.11.  Protein A (RNA1 ORF) tüm genom dizilerine göre nükleoti  

benzerlik oranları       107 

Çizelge 3.12.  Kapsid Protein (RNA2 ORF) tüm genom dizilerine göre  

nükleotid benzerlik oranları      118 

Çizelge 3.13.  Kapsid Protein (RNA2 ORF) tüm genom dizilerine göre  

Akdeniz Ġzolatlarnın nükleotid benzerlik oranları   119 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

1 
 

1. GİRİŞ 

Viral Nervöz Nekrozis (VNN) veya Viral Ensefalopati ve Retinopati (VER), 

pek çok deniz balığı türünde merkezi sinir sistemi ve retinada vakuolizasyonlarla 

iliĢkili olarak önemli kayıplara neden olan ciddi bir viral hastalıktır (Anonim, 2017a). 

Ekonomik önemi yüksek pek çok balık türünün VNN virusuna duyarlı olduğu 

kanıtlanmıĢtır (Toffan ve ark., 2017).  

 VNN hastalığı, son otuz yıldır deniz balıkçılığı yetiĢtiriciliğinin ciddi bir 

problemi haline gelmiĢtir. Hastalık, yakın geçmiĢte kültürü yapılan tatlı su 

balıklarıyla da iliĢkilendirilmiĢtir (Costa ve Thompson, 2016). 

Ülkemiz gerek deniz gerekse iç su kültür balığı yetiĢtiriciliği açısından oldukça 

önemli kaynaklara sahiptir. Ülkemizde su ürünleri yetiĢtirme teknolojisinin geliĢimi 

ile beraber levrek kültürü üzerindeki çalıĢmalar 1980’den sonra artmıĢ ve 

günümüzde baĢarılı sonuçlara ulaĢılmıĢtır (Alpbaz, 2005). 

 Türkiye Ġstatistik Kurumu (TÜĠK) 2016 yılı verilerine göre ülkemizde kültürü 

yapılan toplam balık miktarı 246.114 tondur. Bunun 80.847 tonu levrek olmakla 

birlikte, levrek üretiminin toplam kültür balıkçılığındaki payı % 32,8’dir (Çizelge 

1.1). Ülkemiz hayvancılık sektöründe özellikle Avrupa Birliği ülkelerine yapılan 

ihracatta levrek oldukça önemlidir. Ülkemizde deniz kültür balıkçılığındaki toplam 

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

BirleĢmiĢ Milletler Gıda ve Tarım Örgütü (FAO)’nün son olarak 2018 yılı 

Mart ayında güncellediği istatistiklere göre, dünyadaki toplam levrek üretimi yıllara 

oranla artmıĢ ve 2016 yılı itibariyle tüm dünyada 191.003 tona ulaĢmıĢtır (Anonim, 

2018b). 
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Çizelge 1.1. Türkiye’de YetiĢtiriciliği En Çok Yapılan Balık Türlerinin Üretim Miktarları 

(Ton/Yıl) (Anonim, 2018a).  

Yıllar 

Alabalık 

Çipura Levrek 

İçsu Deniz Toplam 

2000 42.572 1.961 44.533 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 

Türkiye’nin gerek üç tarafının denizlerle çevrili olması, gerek kıyı 

uzunluğunun 8333 km olması, daha da önemlisi deniz kültür balıkçılığına artan 

büyük ilgi ve yapılan yatırımlar levrek üretim potansiyelinde dünyada söz sahibi bir 

seviyeye gelmesini sağlamıĢtır (ġekil 1.1). Türkiye’nin tüm dünya genelinde toplam 

levrek üretimine katkısı % 42’lik bir oran ile ilk sıradadır (ġekil 1.1 ve 1.2) (Anonim, 

2018b). Türkiye’nin toplam üretim kapasitesi detaylı incelendiğinde, en yakın 

üretimi yapan Yunanistan’ın yaklaĢık iki katı miktarında bir üretime sahip olduğu 

görülmektedir. 
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Şekil 1.1. FAO 2018 Yılı Ġstatistiklerine Göre Dünyada Levrek Üreten Ülkelerin Yıllık 

Üretim Miktarları (Yıl/Ton, Yıllık 1500 ton ve üzeri üretim yapan ülkeler hesaplanmıĢtır) 

(Anonim, 2018b). 

 

 

Şekil 1.2. FAO 2018 Yılı Ġstatistiklerine Göre Türkiye’nin Dünya Levrek Üretimindeki Payı 
(2016) (Anonim, 2018b). 
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bildirilmiĢtir. Deniz kültür balıkçılığında diğer bakteriyel veya paraziter hastalıklar 

da dikkate alındığında, VNN en önemli hastalık durumundadır (ġekil 1.3) 

(Vendramin, 2017). Sürdürülebilir bir levrek yetiĢtiriciliği açısından, tüm dünyada 

dikkatler VNN üzerine yoğunlaĢmaktadır. 

 

Şekil 1.3. 2016 Yılı Verilerine Göre En Önemli Tuzlu Su (Deniz) Hastalıkları (Vendramin, 

2017). 

1.1. Tarihçe 

Nodavirus ismi ilk kez 1956 yılında Japonya’nın Nodamura köyü yakınlarında, 

petek güvelerinde (Culex tritaeniorhynchus) paraliz meydana getiren bir virusun 

keĢfedilmesiyle kullanılmıĢtır ve diğer bilinen arboviruslardan farklı olan bu virus 

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

Balıklardaki VNN salgını, ilk kez 1985 yılında meydana gelmiĢtir ve o tarihten 

itibaren su ürünleri sektöründeki önemi her geçen gün artmaktadır (Costa ve 

Thompson, 2016; Johansen ve ark.,  2004). VNN, nöropatojenik bir hastalıktır ve bu 

yüzden ilk olarak sea bass viral encephalitis (SVE) olarak isimlendirilmiĢtir 

(Bellance ve Saint-Aurin, 1988).  
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VNN üzerine yapılan ilk çalıĢmalarda etken "picorna benzeri bir virus" olarak 

tanımlanmıĢtır (Breuil ve ark., 1991; Glazebrook ve ark., 1990). Virus, ilk olarak 

striped jack (Pseudocaranx dentex)’ten izole edilmesinden dolayı Striped Jack 

Nervöz Nekrozis Virus (SJNNVO) olarak adlandırılmıĢtır; virion büyüklüğü ve 

genom özellikleri de dikkate alınarak Nodaviridae ailesinin bir üyesi olarak 

sınıflandırılmıĢtır (Mori ve ark., 1992). Ancak daha sonraları baĢka deniz 

balıklarından da izole edilmiĢtir (Chi ve ark., 2001; Comps ve ark., 1994). Comps ve 

ark. (1994) tarafından yapılan bir çalıĢmada da Avrupa levreği (Dicentrarchus 

labrax) ve Asya levreğini (Lates calcarifer) etkileyen VNN salgınlarında yine bu 

nodavirus identifiye edilmiĢtir.  

Uluslararası Virus Taksonomi Komitesi (ICTV) tarafından 2000 yılında 

nodaviridae familyası içindeki viruslar, balıkları etkileyen nodaviruslar; 

Betanodavirus cinsi, bütün insektleri etkileyen nodaviruslar ise; Alfanodavirus cinsi 

olarak iki cins Ģeklinde tekrar klasifiye edilmiĢtir (Ball ve ark, 2000). Betanodavirus, 

ayrıca Nervöz Nekrozis Virus (NNV) olarak ta anılmaktadır (Costa ve Thompson, 

2016). 

Hastalık ayrıca, Viral Nervöz 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 farklı isimlerle adlandırılmıĢtır. Son olarak, OIE 

tarafından Viral Ensefalopati ve Retinopati olarak deklare edilmiĢtir (Anonim, 

2017a). 

1.2. Etiyoloji 

1.2.1. Sınıflandırma 

Betanodavirusların ilk tespiti ve izolasyonu yaklaĢık olarak 30 yıl eskiye 

dayanmaktadır. Bu nedenle virusa ait taksonomik çalıĢmalar 1995’lerden sonra 

yapılmaya baĢlamıĢtır.  
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Striped jack türü balıklardan izole edilen nervous necrosis virus, Striped jack 

nervous necrosis virus (SJNNV) olarak nodaviridae ailesi içinde nodavirus cinsi 

içinde ilk defa ICTV’nin 1995 yılındaki 6. Raporunda yer almıĢtır (Murphy ve ark., 

1995).  

Balıkları enfekte eden tüm nodavirusların ilk sınıflandırması ICTV tarafından, 

1996 yılında Kudüs’te düzenlenen X.Uluslararası Viroloji Kongresinde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Onaylanan ilk sınıflandırmada bir cins ismi atanmamakta birlikte 

oluĢturulan tanımlanmamıĢ bu yeni cinse atanan viruslar içerisinde;  

- Striped jack nervous necrosis virus (SJNNV), 

- 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) bulunmaktadır. 

Ayrıca SJNNV, tanımlanmamıĢ bu cins içeriside tip spesifik bir virus olarak 

kabul edilmiĢtir (Pringle, 1996). ICTV’nin 1997 yılında Strazburg oturumunda ise 

nodaviridae ailesi alphanodavirus ve betanodavirus olmak üzere iki cinse ayrılmıĢtır 

(Pringle, 1997). Özellikle balıkları enfekte eden viruslar; betanodavirus, özellikle 

insektleri enfekte eden viruslar ise alphanodavirus cinsi içinde yer almaktadır (Ball 

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

 ICTV’nin 1995 yılındaki 6. Raporunda nodavirus cinsinde yer alan SJNNV, 

betanodavirus cinsinin kabul edilmesiyle birlikte ICTV’nin 1999 yılındaki 7. 

Raporunda bu cins içerisinde güncellenmiĢtir (Van Regenmortel ve ark., 2000). 

Son olarak ICTV,  2017 yılı Singapur sonuç bildirgesine göre betanodaviruslar, 

sınıflandırılmamıĢ virus takımları içerisinde; Nodaviridae ailesi içinde, betanodavirus 
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cinsi içinde dört virus türü olarak klasifiye edimiĢtir. Diğer cins olan alphanodavirus 

cinsi içerisinde ise toplam beĢ virus türü bulunmaktadır (Çizelge 1.2) (Anonim, 

2017b). Chen-Fei ve Hamidun (2016) nodaviridae ailesindeki 9 virusun aralarındaki 

iliĢkiyi moleküler düzeyde ortaya koymak amacıyla RNA1 ve RNA2 segmentlerinin 

tüm genom aminoasit dizilimlerine göre filogenetik ağaçlarını oluĢturmuĢlardır 

(ġekil 1.4). 

Çizelge 1.2. Nodavirusların Genel Sınıflandırılması (Anonim, 2017b). 

Takım Aile Cins Tür 

TanımlanmamıĢ 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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Şekil 1.4. Nodaviridae ailesinin RNA1(a) ve RNA2(b) tüm genom aminoasit analizine göre 

filogenetik yakınlıkları (Chen-Fei ve Hamidun, 2016). 
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1.2.2. Virusun Yapısı ve Özellikleri 

1.2.2.1. Morfolojik Yapı 

Etken nodaviridae ailesi içinde betanodavirustur (Thiery ve ark., 2011). 

Betandavirusların ilk karaterizasyonu 1991’de elektron mikroskobu ile yapılmıĢ, 23-

25 nm çapında ve tipik bir ikosahedral simetriye sahip olduğu belirlenmiĢtir. Ancak 

daha sonra CsCI gradyanlarında saflaĢtırılan virusun enine 26 nm, boyuna ise 29 nm 

ve cm
3
 baĢına 1,30 g'lık bir çekme yoğunluğunda olduğu anlaĢılmıĢtır (Breuil ve 

ark., 1991). Betanodaviruslar zarfsız, yuvarlak bir morfolojiye sahiptir (Johnson ve 

ark., 2003). Virion kapsidi, eĢ 180 kapsomerden oluĢur (ġekil 1.5 A ve B). Benzer 

Ģekilde katlanmıĢ üç kapsid proteinininden oluĢan altmıĢ üçgen birim, T = 3 simetrisi 

ile bir ikozahedral kafes oluĢturur (Schneemann ve ark., 1998). Kapsid proteininin 

korunmuĢ C-terminal kalıntıları, iki katlı eksenlerde kapsid ara yüzeyini büyük 

oranda düzenleyen ve stabilize eden genomik RNA ile temasa geçer (ġekil 1.5 C) 

(Fisher ve Johnson, 1993). Kapsid proteininin C-terminal kalıntıları RNA 

kapsüllemesi için gereklidir (Ventor ve ark., 2010). Herbir virionda 60 adet olmak 

üzere kapsid dıĢ duvarından dıĢarı doğru yönelen çıkıntılar bulunmaktadır ve kapsid 

toplamının yaklaĢık % 45’ini oluĢturmaktadır (ġekil 1.6) (Tang ve ark., 2002). 

 

Şekil 1.5. Nodavirus Virion Yapısı. A: T=3 Nodavirus Rekonstrüksiyon; B: Nodavirus (T=3) 

virionlarının alt üniteleri. Her alt ünite bir yamuk ile gösterilir. Toplam 180 kapsomerden 

oluĢan, benzer Ģekilde katlanmıĢ üç kapsid proteininin (A, B ve C) 60 alt ünitesi içerir; C: 
Virion içindeki genomik RNA'ların düzenlenmesi. Simetrik olarak düzenlenmiĢ sarmal RNA 

kabuğu (açık kahve), virionun iç yüzeyindeki kapsid proteinlerine (siyah) temas eder (Fields, 

2013). 
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Şekil 1.6. Betanodavirus Cryoelektronmikroskobik Görüntüsü (23-Å çözünürlük): 

Protrüzyonlar (kapsid dıĢ duvarından dıĢarı çıkıntılar); Sarı, Kapsid Ġç Duvarı; YeĢil, RNA; 

Mavi (Tang ve ark., 2002). 

1.2.2.2. Genetik Yapı 

Genom, tek iplikçikli, pozitif polariteli, üç açık okuma çerçevesi (Open 

Reading Frame-ORFs) içeren RNA1 ve RNA2 olmak üzere iki segmentten oluĢur 

(ġekil 1.7 ve 1.8) (Anonim, 2018e; Fields, 2013; Johnson ve ark., 2003). 

Betanodavirus RNA’ları,  7-metil GpppN baĢlığı içerir, ancak 3’ ucu bir poly (A) 

içermez. Her iki RNA'nın 3’ uçları bilinmeyen bir yapı veya eklenmiĢ bir faktöre 

sahiptir (Hegde ve ark., 2003; Mori ve ark., 1992; Ventor ve ark., 2010). 
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Şekil 1.7. Nodavirus Genom Yapısı (Alphanodavirus) (betanodavirusta protein α, oto-
katalitik olarak, β ve γ bileĢenlerine ayrılmaz). Pozitif anlamlı genomik RNA 1 ve 2, 

sırasıyla replikaz (protein A) ve kapsid öncü proteinini (protein α) kodlar. RNA 1 ayrıca, 

konakçı-hücre RNA susturmanın baskılayıcısı olan B2 proteinini kodlayan subgenomik 
RNA3 üretir. Kapsid ön maddesinden (α) bir araya getirilen proviruslar, β ve γ kapsid 

proteinleri üreten bir olgunlaĢma yarılmasından geçer ve enfeksiyöz virionlar eĢ molar oranı 

olan genomik RNA 1 ve 2 içerir (Fields, 2013).  

 

Şekil 1.8. Betanodavirus Genom Yapısı (Anonim, 2018e). 
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1.2.2.2.1. RNA1 

RNA 1 (3,1 kb), otonom çoğaltma için gerekli tüm bilgileri taĢır (Gallagher ve 

Rueckert, 1988). Viral komponent olan "protein A" yı kodlayan tek bir açık okuma 

çerçevesi (ORF) içerir. RNA1, moleküler ağırlığı 110 kDa olan RNA bağımlı RNA 

polimerazın (RdRp) sentezinden sorumludur (Nagai ve Nishizawa, 1999). RdRp, 

virus tarafından kodlanmıĢ tek enzimdir (Ahlquist ve ark., 2003). RNA1 ayrıca 

virusun sıcaklığa duyarlılığının düzenlenmesinde de görev alır (Hata ve ark., 2010; 

Panzarin ve ark., 2014). RdRp, RNA1’in replikasyonu sırasında subgenomik RNA3 

üretimini yönlendirir (Johnson ve ark., 2003).  

RNA1’in uzunluğu ve kodladığı protein konakçı türüne bağımlıdır. RNA1, 

BFNNV’de 3100-3101; RGNNV’de 3103-3105; SJNNV’de 3107; TPNNV’de ise 

3112 nt uzunluğundadır. Protein A,  SJNNV’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 oluĢmaktadır (Nagai ve 

Nishizawa, 1999; Okinaka ve Nakai, 2008;  Sommerset ve Nerland, 2004; Tan ve 

ark., 2001).  

1.2.2.2.2. RNA2 

RNA2, 1410 bç uzunluğundadır ve 17-1036 nükleotid (nt) pozisyonlarında 340 

aminoasitten oluĢan kapsid proteinini (protein α) kodlayan 1023 bç tek bir ORF 

içermektedir (Johnson ve ark., 2003; Nishizawa ve ark., 1994; Nishizawa ve ark., 

1995b). Protein α (37kDa), viral kapsid proteinlerinin proteolitik bir öncülüdür (Tan 

ve ark., 2001). RNA2 segmentinin uzunluğu da, virus suĢuna göre değiĢmektedir. 

GGNNV 1433 nt, SJNNV 1410 nt, Sea Bass NNV (SBNNV) 1406 nt ve guppy 

Poecilia retikülat NNV ise sadece 1367 nt’tir. RNA2 boyutundaki farklılıklar, kapsid 

proteini (CP) boyutunu etkilemez, SJNNV dıĢındaki tüm genotiplerin kapsid proteini 

aynı büyüklüktedir. SJNNV ve TPNNV genotiplerinde iki amino asitlik fazlalık 

bulunmaktadır. Ancak ağırlık olarak tüm genotipler eĢittir (Delsert ve ark., 1997; 

Hegde ve ark., 2003; Nishizawa ve ark., 1995b; Tan ve ark., 2001). BFNNV ve 
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RGNNV tipleri, 724’ten 729 a kadar olan altı bazlık nükleotid azlığı ile TPNNV ve 

SJNNV tiplerinden ayrılmaktadır ve kayıp diziler için tipik olmayan tekrarlayan 

diziler periferal olarak gözlenmiĢtir (Nishizawa ve ark., 1997). Kapsid proteini, 

SJNNV, TPNNV ve TNV’de 340; RGNNV ve BFNNV’de ise 338 aa’ten 

oluĢmaktadır ve 42 kDa ağırlığındadır (Nagai ve Nishizawa, 1999; Okinaka ve 

Nakai, 2008). 

Farklı betanodavirus genotiplerinin, RNA2 tarafından belirlenen tropizm ve 

immunreaktivite gibi çeĢitli fenotipik özellikleri nasıl gösterdikleri bazı çalıĢmalar ile 

belirlenmiĢtir (Ito ve ark., 2008; Iwamoto ve ark., 2004; Panzarin ve ark., 2016). 

Panzarin ve ark. (2016), tarafından betanodavirusların antijenik çeĢitliliklerinin 

araĢtırıldığı bir çalıĢmada, bilinen dört genotipin antijenik özelliklerinin tekrar 

klasifiye edilmesinin yanısıra reassortant virusların antijenik özelliklerinin ortaya 

konulması antijenik reaktivitede kapsid proteinlerinin rol oynadığı daha açık bir 

Ģekilde gösterilmiĢ ve RNA2’nin majör etkinliği ortaya konulmuĢtur. Ito ve ark. 

(2008), kapsid proteininin 695–765 nt (nükleotid) dizilerinin konakçı spesifitesinde 

rol oynadığını göstermiĢlerdir. Ancak Panzarin ve ark. (2012), tarafından yapılan 

çalıĢmada kullanılan farklı türlerin izolatlarında, RNA2’ de belirgin bir değiĢiklik 

saptanmamıĢtır, farklılık tespit edilen RNA2’lerin orijinlerinin ise aynı veya benzer 

çiftlikler olması bu yaklaĢıma karĢı çıkmıĢtır. Farklı konakçı tropizmi için 

mutasyonların gerekli olmadığını, mutasyonlara ise balık çiftliklerine özgü çevresel 

ve çiftliksel (stres, yoğunluk, yeni balık giriĢleri vb.) özelliklerin neden olabileceğini 

ileri sürmüĢlerdir (Panzarin ve ark., 2012). Kapsid proteininin C-terminalinde 

meydana gelebilecek küçük değiĢikliklerin yeni konakçı kolonizasyonunda rol 

oynayabileceği bildirilmiĢtir (Olveira ve ark., 2009). Kapsid proteininin 247 ve 270 

aa pozisyonlarının virusun patojenitesinde büyük bir rol oynadığı gösterilmiĢtir 

(Souto ve ark., 2015c). 

Kapsid proteininin topolojisi dört farklı bölgeye sahiptir; 1- N-terminal kolu 

(N-kolu, rezidü 34-51); 2-Shell domain (kabuk alanı) (S domain, rezidü 52-213); 3-

bağlayıcı bölge (rezidü 214-220) ve 4-çıkıntı bölgesi (P-domain, rezidü 221-238) 

(ġekil 1.9). Ortaya çıkarılan topolojide N, S ve P domainleri üç majör domaindir 
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(Chen ve ark., 2015c). P-domaini, betanodavirusların konakçı spesifitesi için 

belirleyici ihtiva eder, betanodavirusların dört farklı genotipe ayrılmasına sebep olan 

T4 değiĢken bölgesini kodlayan nt dizileri de P domaini içinde yer alır (Ito ve ark., 

2008; Nishizawa ve ark., 1997). GGNNV kapsid proteininde ayrıca glikozillenme 

vardır (Chi ve ark., 2001). Tang ve ark. (2002), 217-388, Chen ve ark. (2015c), ise 

214-388 aa pozisyonları arasındaki bölgede kapsid tabakasının dıĢ kısmından bir P-

domaini içinde kalan bir çıkıntının varlığı ortaya konulmuĢtur. Bu çıkıntının büyük 

ihtimalle antijen-antikor etkileĢimlerinin meydana geldiği immunolojik bölge 

olabileceği öne sürülmüĢtür (Panzarin ve ark., 2016). 

 

Şekil 1.9. GNNV-LP  kapsid proteini C alt ünitesi Ģematize gösterimi. Grouper Nervöz 

Nekrozis Virus Benzeri Parçacık (GNNV-LP): Düzensiz N-Kolu (N-ARM, rezidü 1−33, 

gri), N kolu (N-arm, rezidü 34−51, mor), S Domain (S-domain, rezidü 52−213, kırmızı), 
Bağlantı Bölgesi (linker region, rezidü 214−220, mavi), P Domain (P-domain, rezidü 

221−338, açık mavi) ve Ca
2+

 iyonları (sarı alan)
 
(Chen ve ark., 2015c). 

RNA2, kapsid proteininin yarısı C-terminalini kodlayan T4 çok değiĢken 

bölgesini içerir (Nishizawa ve ark., 1995b). T4 değiĢken bölgesi, genotiplerin 

klasifikasyonunda kullanılmaktadır (Nishizawa ve ark., 1997). Tang ve ark. (2002), 

N-terminal ucunun 1-82 aa pozisyonlarının viral replikasyonda virus oluĢumu ve 
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RNA paketlenmesi sırasında viral nükleik asitin negatif yükünün nötralizasyonunda 

rol oynayabileceğini ileri sürmüĢlerdir. RGNNV ve SJNNV genotiplerinin in vitro 

eksprese edilmiĢ vahĢi tip ve kimerik kapsid proteinlerinin immunoaktivite çalıĢması, 

kapsid proteinin C-terminalinin immünoreaktif kısmı muhafaza ettiğini göstermiĢtir 

(Panzarin ve ark., 2016). 

1.2.2.2.3. RNA3 

RNA3 (0.4 kb) olarak bilinen üçüncü transkript, viral replikasyon sırasında 

RNA1 terminusundan ayrılır ve hücre RNA sessizleĢmesinin bir inhibitörü olan B2 

(12 kDa) yapısal olmayan proteini kodlar ( Fenner ve ark., 2006a; Iwamoto ve ark., 

2005; Nagai ve Nishizawa, 1999). RNA3, viral RNA’nın konakçı hücrede 

toplanmasında görev alır (Fenner ve ark., 2006a; Iwamoto ve ark., 2005). 

Nodaviridae ailesinde RNA3, bir veya iki küçük yapısal olmayan proteini (B1 ve B2) 

kodlar ve farklı nodaviridae türleri, 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 B1 

kodlama bölgesi, protein A ile aynı okuma çerçevesindedir. Protein B2 kodlama 

bölgesi, protein A'ya göre + 1 okuma çerçevesindedir ve protein A'nın C terminalini 

hemen hemen tamamen örtüĢmektedir (Huang ve ark., 2001). Her iki ORF'a sahip 

bazı nodaviruslarda, enfeksiyon sırasında sadece B2 bulunur (Cai ve ark., 2010). 

RNA3'ün uzunluğu, 371 nükleotittir (RNA1 dizisi içinde 2730 ve 3100 arası 

nükleotitlerde bulunur), B2' yi kodlayan 227 nükleotitten oluĢan sadece 1 ORF 

mevcuttur (Iwamoto ve ark., 2005; Sommerset ve Nerland, 2004). Chen ve ark. 

(2009), B1 proteinin antinekrotik ölüm faktörü olduğunu ileri sürmüĢtür. Balık 

nodaviruslarında B2, erken enfeksiyon sırasında sitoplazmada lokalize olan yapısal 

olmayan bir proteindir (24 h.p.i) ve enfeksiyondan sonraki evrelerde (48 h.p.i) 

çekirdekte lokalizedir. Viral çift sarmallı RNA'nın (dsRNA) bağlanması ve 

korunması yoluyla ya kısa interfere RNA (siRNA) susturucu inhibitörü olduğu veya 

nekrotik bir ölüm faktörünün olduğu gösterilmiĢtir. B2 proteini, Val44, Ile45, Arg52 ve 

Arg53 kalıntılarının bu hedefleme için temel oluĢturduğu mitokondriyal hedef motifi 

(
41

RTFVISAHAA
50

) içerir (Chen ve ark., 2009; Fenner ve ark., 2006a; Fenner ve 
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ark., 2006b; Fenner ve ark., 2007; Iwamoto ve ark., 2005; Su ve Hong, 2010). B2 

ifadesinin seviyeleri akut ve kronik olarak enfekte olmuĢ balıklar arasında farklıdır, 

kronik olarak enfekte olmuĢ balıklar B2 proteini içermez (Mézeth ve ark., 2009). 

1.2.3. Virus Replikasyonu 

VNN virusunun veya betanodavirusların replikasyon stratejisine ait bilgiler 

oldukça kısıtlıdır. Alphanodavirusların replikasyonu ile ilgili daha açık bilgiler 

olmasına rağmen (ġekil 1.7), betanodavirusların replikasyon Ģablonlarının daha iyi 

tanımlanması için daha çok çalıĢmaya ihtiyaç duyulmaktadır. 

Virus, beyin, omurilik ve enfekte balıkların retinalarında çoğalırken, sağlıklı 

görünümdeki yabani deniz balıklarının iç organlarında da tespit edilmiĢtir (Gomez ve 

ark., 2004; Sakamoto ve ark., 2008). 

Viral replikasyonun, pozitif polariteli diğer RNA viruslarında olduğu gibi 

hücre organellerinin membranlarını kullanarak gerçekleĢtirdikleri,  

betanodavirusların da mitokondride replike olduğu bildirilmektedir (Panzarin ve ark., 

2014; Salonen ve ark., 2005). Protein A’yı kodlayan RNA1 nükleotidlerindeki 

mutasyonların, farklı genotip betanodavirusların, mitokondriyel lokalizasyon, 

membran affinitesi, RNA toplanması, stabilite ve Protein A konak hücre 

etkileĢimlerini etkileyerek farklı çevresel koĢullar ve farklı sıcaklıklarda replikasyon 

titrelerini etkileyebileceği ortaya konulmuĢtur (Panzarin ve ark., 2014). RNA1’in 1-

445 aa pozisyonlarındaki protein A’nın sıcaklık sensitivitesinde rol aldığı, farklı 

sıcaklıkların protein A’nın mitokondriyal membrana transferini etkilediği ortaya 

konulmuĢtur (Hata ve ark., 2010). RNA1’de bulunan bu mutasyonların farklı 

genotiplerin farklı sıcaklıklara (15-30
o
C) nasıl adapte olarak salgınlar ortaya 

çıkarabildiklerini daha iyi açıklamaktadır.  

Dragon grouper nervous necrosis virus (DGNNV) kullanılarak yapılan bir 

çalıĢmada; virusun konakçı hücrelere endositoz yoluyla girdiğine ve konak 
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hücrelerin yüzeyinde siyalik aside bağlandığına inanılmakla birlikte, konakçıya viral 

giriĢ ve enfeksiyonun biyolojik yolu ve dahil olan hücre reseptörleri hala belirsizdir. 

Aynı çalıĢmada tunicamicin inhibisyonu ve nöraminidaz uygulaması ile 

makropinositozis varlığında, virion internalizasyonunun spesifik reseptör aracılı bir 

proses izlediği bildirilmiĢtir. Virion makropinositozisinin hücre membranında içeri 

çoklu büzülmeler ve bunların birleĢmesiyle gerçekleĢtirdiği yüksek titredeki virus, in 

vitro olarak gösterilmiĢtir. Ancak düĢük doz enfeksiyonda nasıl bir internalizasyon 

sağlandığı belirsizdir (Liu ve ark., 2005). Enfeksiyonun patogenezinin aydınlatılması 

için yapılan baĢka bir çalıĢmada, GHSC70 (ısı Ģoku kökenli protein 70) potansiyel 

bir reseptör veya ko-reseptör olarak tanımlanmıĢ ve grouper NNV kapsidi ile 

etkileĢtiği gösterilmiĢtir ve bu etkileĢimin enfeksiyonun erken evrelerinde önemli bir 

rol oynadığı düĢünülmektedir (Chang ve Chi, 2015). 

RNA1 tarafından sentezlenen RdRp, RNA Ģablonu ve baĢlatma alanlarının 

seçimi, RNA sentezi ve üretilen RNA'ya 5’ uçlarının eklenmesi veya 3’ poliadenilat 

eklenmesi iĢlevlerinden sorumludur (Ahlquist ve ark., 2003). Su ısısının, virusun 

replikasyonu için gerekli olan RdRp enziminin aktivitesini etkilediği, bu durum da 

farklı genotiplerin epidemisi için farklı optimum ısılara gereksinim olduğu 

bildirilmektedir (Liu ve ark., 2015). Virusun sıcaklığa duyarlılığının belirlenmesinde 

RNA1’in etkisinin kanıtlanmıĢ olmasına rağmen (Panzarin ve ark., 2014), Hata ve 

ark. (2010), hem RNA1'in hem de RNA2'nin sıcaklık duyarlılığında bir rol 

oynadığını ve bu sıcaklığın viral RNA replikasyonunu etkilediğini, ancak konakçı 

hücrelere virion stabilitesi veya virion eklentisi üzerinde önemli bir etkisi olmadığını 

bildirmiĢlerdir.  

Greasy grouper (Epinephelus tauvina) nervöz nekrozis virus (GGNNV) ile 

yapılan bir çalıĢmada, RNA2 tarafından sentezlenen protein α’nın hücre apoptozisini 

indüklediği ve bu Ģekilde viral partiküllerin saçılmasını sağladığı gösterilmiĢtir. 

ÇalıĢmada, protein α hem çekirdek hem sitoplazmada tespit edilmiĢ; sitoplazmadaki 

iĢlevinin apoptozizi indükleyebileceği tahmin edilirken, bazı proteinlerin çekirdek 

lokalizasyonları apoptozis ile iliĢkilendirilememiĢtir (Guo ve ark., 2003a; Guo ve 

ark., 2003b). Protein α, kapsit proteininin öncülüdür ve viral birleĢim için önemli bir 
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unsurdur (Guo ve ark., 2003a). Alphanodavirusta protein α, oto-katalitik olarak, β ve 

γ olgun kapsit protein alt birimlerini oluĢturmak için ayrılırken, betanodavirusta bu 

ikili oluĢum, 187 ve 201 sisteinler arasındaki bir intramoleküler disülfid bağının 

formasyonunundan dolayı, oto-katalizin bir sonucu olarak ortaya çıkmaz (Gallagher 

ve Rueckert, 1988; Krondiris ve Sideris, 2002). Sistein 201’in, sistein 115 ile birlikte 

virus partikülünün ısı stabilitesi ve kapsit formasyonu için gerekli olduğu tespit 

edilmiĢtir (Wang ve ark., 2010). Aspartik asit kalıntılarının kapsid proteininin 

parçalanması, kalsiyum iyonları ile iliĢkili olarak ta ısı stabilitesi, trimerizasyon ve 

kapsid birleĢmesinin sağlanmasında çok önemli rolleri vardır (Grotmol ve ark., 2000; 

Wu ve ark., 2008b).  Kapsid proteininin N-terminal ucu, dokuz arjinin ve altı 

lizinden oluĢan temel amino asitler bakımından zengindir ve RNA genomunun 

kapsid iç duvarına bağlanmasına katıldığı düĢünülmektedir (Fisher ve Johnson, 

1993). 

Karaciğer, böbrek, sindirim kanalı, kalp, dalak, bağırsak, gonad sıvıları, yüzgeç 

ve solungaçlarda, 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 teĢhis metotları ile virusun (RNA-

1 veya 2) tespit edilmesine rağmen, viral RNA’nın enfektif olup olmadığının 

belirlenemediği bildirilmiĢtir. Ayrıca bu dokulardaki viral yükün çok düĢük olduğu 

ve enfeksiyon döneminde bile 10 kattan daha az bir artıĢ gösterdiği, bu durumun da 

virusun nöronal olmayan dokularda bulunmasına rağmen viral replikasyonu meydana 

getiremediği öne sürülmüĢtür (Lopez-Jimena ve ark., 2011). Ancak baĢka bir 

çalıĢmada, virusun levrek ve çipura testislerinde replike olduğu gösterilmiĢtir (Valero 

ve ark., 2015b).  

1.2.4. Genetik ve Serolojik Farklılıklar  

Betanodavirus izolatları arasında gözlenen konakçı spesifitesinden kapsid 

proteini sorumludur. Daha belirgin olarak bu özgüllük T4 değiĢken bölgesi içine 
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lokalize olmuĢtur (Guo ve ark., 2003a; Ito ve ark., 2008). Betanodaviruslar, RNA2 

segmentinin T4 değiĢken bölgesinin filogenetik analizine göre ilk olarak dört major 

genotipte gruplandırılırlar. Bunlar striped jack nervous necrosis virus (SJNNV),  

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) tarafından bir kalkan (Scophtalmus maximus) betanodavirus suĢunu 

içeren yeni bir genotip; Turbot Nervöz Nekrozis Virus (TNV) önerilmiĢtir. Bununla 

birlikte, bu genotipler türlere özgü olmaktan ziyade belli bir su sıcaklığı aralığı ile 

iliĢkili olma eğilimindedir (Costa ve Thompson, 2016). Farklı genotipler, farklı 

konakçı türleri ve optimum invitro geliĢme sıcaklıklarına sahiptir (Iwamoto ve ark., 

2000; Mori ve ark., 2003). 

Ġdentifiye edilen genotipler, poliklonal antikorlar ile yapılan virus 

nötralizasyon testiyle üç farklı serotiple iliĢkilendirilmiĢtir. SJNNV ve 

RGNNV/SJNNV viruslarını içeren A serotipi, TPNNV genotipinden oluĢan B 

serotipi ve son olarak BFNNV, RGNNV ve SJNNV/RGNNV suĢlarını kapsayan C 

serotipini içeren ve kısmen de çapraz reaksiyon veren üç farklı serotipe ayrılabilirler 

(Iwamoto ve ark., 2000; Mori ve ark., 2003; Nishizawa ve ark., 1997). Ancak 

Panzarin ve ark. (2016), tarafından yapılan son çalıĢmada, Mori ve ark. (2003), 

tarafından bildirilenin aksine BFNNV genotipi C değil, B serogrubunda 

değerlendirilmiĢtir. Farklılığın nedeninin ise; Mori ve ark. (2003), tarafından yapılan 

çalıĢmada serolojik farklılıkların değerlendirilmesinde kullanılan 1/r eĢik değerinin 

20, Panzarin ve ark. (2016), tarafından kullanılan 1/r eĢik değerinin ise 10 olması 

gösterilmiĢtir. Farklılığa paralel olarak Mori ve ark. (2003), tarafından yapılan 

çalıĢmada aralığın fazla olması durumunda BFNNV ile TPNNV çapraz reaksiyon 

vermiĢtir. Panzarin ve ark. (2016), tarafından BFNNV serogruplandırma değerleri 

incelendiğinde hem A hem C grubundan biraz farklı olduğu görülmektedir. Bir bütün 

olarak iki çalıĢma değerlendirildiğinde, Panzarin ve ark. (2016), hem çalıĢmada 

kullanılan 1/r eĢik değerinin daha uygun olması hem de çalıĢmada kullanılan 

izolatların daha geniĢ bir coğrafi dağılım göstermesinden dolayı yeni 

serogruplandırmanın Serogrup-A: SJNNV, RGNNV/SJNNV; Serogrup-B: TPNNV, 

BFNNV; Serogrup-C: RGNNV, SJNNV/RGNNV olması gerektiği ileri sürülmüĢtür. 
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Farklı çalıĢmalar, SJNNV-poliklonal antikorların diğer genotiplerle çapraz 

reaksiyon verebildiğini göstermiĢtir, bu da betanodavirusların ortak epitoplara veya 

antijenik bölgelere sahip olduğunu öne sürmüĢtür (Iwamoto ve ark., 1999; Munday 

ve ark., 1994). Ancak SJNNV-poliklonal veya RGNNV-poliklonal antikorlar 

kullanılarak yapılan çalıĢmalarda farklı genotipler arasında çapraz nötralizasyon 

olmadığı gösterilmiĢtir (Skliris ve ark., 2001). RGNNV ve SJNNV antijenik 

çeĢitliliğini sırasıyla 217–256 ve 257-341 amino asit (aa) dizilerinde ihtiva 

etmektedir. Reverz genetik kimerik viruslarin nötralizasyonu ile, bu alanların 

nötralizan epitoplara sahip olduğu gösterilmiĢtir (Panzarin ve ark., 2016). 

RGNNV ve SJNNV genotiplerinin konakçı tropizmi ile ilgili belirleyici 

bölgeler sırasıyla 694-758 ve 695-765 nt dizileridir. RGNNV genotipinin 

immunoreaktif bölgesi ise konakçı tropizm dizilerini de içine alan 675-795 nt 

dizileridir. Bunun aksine SJNNV immunonoreaktif bölge 796-1023 nt pozisyonları 

ile konakçı tropizm bölgesinden farklılık göstermektedir. Bu iki genotipte gözlenen 

gerek yapısal gerek fonksiyonel farklılığın, iki genotipin patogejenite farklılığı ve tür 

farklılığı ile ilgili olabileceği bildirilmiĢtir (Panzarin ve ark., 2016). 

Betanodavirusların genotipik ve serolojik sınıflandırmaları, duyarlı balık türleri 

ve optimum geliĢme sıcaklıkları Çizelge 1.3’te gösterilmektedir. Farklı genotipler ve 

bu genotiplerin optimum geliĢme ısılarında bir korelasyon olduğu in vitro olarak 

gösterilmiĢtir (Iwamoto ve ark., 2000). Tabloda gösterilen balık türlerinden levrek 

(european sea bass - Avrupa Deniz Levreği) ile betanodaviruslar için taĢıyıcı olarak 

kabul edilen çipura üretimi ülkemizde yaygındır. 

Çizelge 1.3. Betanodavirusun genotipik ve fenotipik sınıflandırılması (Iwamoto ve ark., 
2000). 

Genotip Serotip Hedef Konakçı Balık 
Optimum 

Gelişme Sıcaklığı 

SJNNV A Striped jack (Çizgili levrek, kral balığı) 20-25 oC 

TPNNV B Tiger puffer (Fugu) 20 oC 

BFNNV C 
Soğuk Su Balıkları: Atlantik halibut, Atlantik cod, flounders 

(pisi balıkları), vb 
15-20 oC 

RGNNV C 
Ilık Su Balıkları: Asian sea bass (barramundi-Asya levreği), 

European sea bass (levrek) , groupers (orfoz, lahos, hani vs.) 
25-30 oC 
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Bu gruplandırmadan farklı olarak, 2004 yılında konak balık türü ile iliĢkili 

olmayan baĢka bir nomenklatür önerilmiĢtir. Betanodavirus genotiplerini basitçe I, II, 

III ve IV (sırasıyla RGNNV, BFNNV, TPNNV ve SJNNV) olarak gruplandırmıĢtır 

ve bu sistem alt gruplandırma yapmaya da izin vermektedir. Bu sınıflandırmada 

genotip II (BFNNV), atlantik morina balığı (IIa),  the Barfin flounder (IIb) ve 

Atlantik halibut/Fransız Avrupa deniz levreği izolatları arasındaki genetik farklılığı 

göstermek amacıyla üç alt gruba (a, b ve c) ayrılmaktadır. Bu sistemde TNV, genotip 

V olarak değerlendirilmektedir (Cutrín ve ark., 2007; Moody ve ark., 2009). TPNNV 

clusteri, sadece tek bir balık (Tiger puffer) içeren tek clusterdir. Takifugu cinsinde 

diğer balıklardan izole edilen betanodaviruslar, bu cluster içinde değil RGNNV 

clusterinde gruplandırılırlar (Liu ve ark., 2015). 

1990-1995 yıllarında aynı yerden izole edilen beĢ SJNNV genotipi izolatın 

bazlarındaki mutasyon; nükleotid yer değiĢtirme/yer/zaman değiĢkenleri ekseninde 

Li ve ark. (1988)’nın metodu ile 2,6x10
-3

 moleküler değiĢim oranı olarak 

hesaplanmıĢtır. Bu hesaptan hareketle balık nodaviruslarının dört büyük kümesinin 

100-150 yıllık süreçte değiĢim gösterdiği ileri sürülmüĢtür (Nishizawa ve ark., 1997).  

1.2.5. Reassortment 

Balık nodavirusları, genomlarının segmentli olmasından dolayı, reassortant 

virusların oluĢumuyla sonuçlanan genetik shiftler oluĢturabilirler. 

Betanodaviruslardaki reassortmentin yeni konakçılara adaptasyonda ve 

kolonizasyonda rol oynadığı bildirilmiĢtir (Olveira ve ark., 2009; Panzarin ve ark., 

2012; Toffolo ve ark., 2007). Bugüne kadar, genotip adlandırmalarını 

polimeraz/kapsid protein genlerinin (sırasıyla RNA1/RNA2) genotipik yapılarından 

alan, RGNNV/SJNNV veya SJNNV/RGNNV reassortant suĢları tanımlanmıĢtır 

(Olveira ve ark., 2009; Panzarin ve ark., 2012). Her iki reassortant tipinin de tespit 

edilmesine rağmen, RGNNV/SJNNV reassortantının daha yaygın seyrettiği tespit 

edilmiĢtir (Ne´varez ve ark., 2005; Olveira ve ark., 2009; Panzarin ve ark., 2012). 

SJNNV/RGNNV reassortantının levrekleri, RGNNV/SJNNV reassortantının ise 
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çipura ve Senegalese sole (dil balığı) türü balıklarda salgınlara neden olduğu 

bildirilmiĢtir (Olveira ve ark., 2009). 

Betanodavirus sınıflandırmasını daha karmaĢık hale getiren bu reassortant 

durum, aynı balığın hem SJNNV, hem RGNNV genotipi ile enfekte edilmesiyle 

gösterilmiĢtir (Lopez-Jimena ve ark., 2010). Genotipler arası reassortant oluĢumu 

Ģimdiye kadar SJNNV ve RGNNV genotiplerinde tespit edilmiĢtir (He ve Teng, 

2015). Bu reassortment durumlarının varlığı, betanodavirus teĢhisinde her iki 

segmentin de dikkate alınması gerekliliğini ortaya koymuĢtur (Costa ve Thompson, 

2016). Reassortant oluĢumu, segmentli RNA viruslarına özgü bir durumdur ve 

virusun daha hızlı evrimini sağlayan bir mekanizma sağlar. Bu mekanizma virusun 

yeni konakçılara bulaĢmasına ve konağın immun yanıtından kaçmasına sebep olarak 

daha büyük salgınlar oluĢturur (He ve Teng, 2015; Vijaykrishna ve ark., 2015). 

Reassortant RGNNV/SJNNV'nin RNA2 genomu, SJNNV'nin RNA2 genomundan 

değiĢiklik gösterir. SJNNV, Avrupa levreklerinde hastalığa neden olamazken, 

RGNNV/SJNNV reassortantının bu türlerde klinik belirtiler ve mortaliteleri 

indükleyebileceği ancak mortalite oranının tekli RGNNV enfeksiyonuna göre daha 

az olduğu bildirilmiĢtir. RGNNV, SJNNV ve reassortant RGNNV/SJNNV'nin hepsi 

Senegalensis sole’lerde yüksek mortalitelere neden olur, ancak reassortant virus 

mortalitesi daha fazladır ve challange uygulamasında tüm balıkları enfekte ederek, 

çok Ģiddetli semptomlar ile birkaç gün içinde öldürebilmektedir (Souto ve ark., 

2015b). RGNNV ve RGNNV/SJNNV reassortantının RNA2 segmentleri 

karĢılaĢtırıldığında, 247 ve 270 amino asitlerinin, reassortant betanodavirusun 

enfektivitesinde rol oynayabileceği ortaya konulmuĢtur (Olveira ve ark., 2009). 

RGNNV/SJNNV mutantlarıyla,  RNA2'deki 247 ve 270 pozisyondaki  amino asitlere 

özgü mutasyonlarla yapılan enfektivite denemelerinde, yabani reassortant virus ile 

enfektelere oranla, Senagalensis sole mortalitelerinde önemli bir azalma olduğu 

gösterilmiĢtir (Souto ve ark., 2015b). VahĢi tip RGNNV/SJNNV reassortantı, 

RNA1'in sıcaklığa duyarlı bölgesinde (aa 1-445) altı amino asit değiĢikliğine sahiptir 

ve Senegalensis sole’u enfekte edebilmek için 18-22 
o
C gibi farklı bir sıcaklık aralığı 

gereklidir, sıcaklığın 16 
o
C gibi bir seviyeye inmesi virus replikasyonunu azaltmıĢ, 
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buna bağlı olarak ta mortaliteler % 100’den % 8’lere kadar gerilemiĢtir (Souto ve 

ark., 2015a).  

Souto ve ark. RGNNV/SJNNV suĢunun 247 ve 270 aa pozisyonlarının 

(Ser247; Ser270) Senegalese sole ve kalkan’larda virulansın belirlendiği iki bölge 

olarak tanımlamıĢlardır (Souto ve ark., 2015c; Souto ve ark., 2016). Bu bölgelerin 

çipuralar için de virulansı belirlediği saptanmıĢtır. Çipuralardan farklı zamanlarda ve 

farklı epidemiyolojik birimlerden elde edilen izolatların da benzer genetik yapı 

gösterdikleri bildirilmiĢtir (Toffan ve ark., 2017). 

Hemen hemen tüm RGNNV/SJNNV mutantların, büyük olasılıkla 1980'lerin 

baĢlarında Güney Avrupa'da meydana gelen tek bir reassortant olayının sonucunda 

ortaya çıktığı ortaya konulmuĢtur. Ayrıca intra-genotip reassortments durumları da 

gözlenmiĢtir. Avustralya'da, iki ayrı RGNNV alt tipinden RNA1 ve RNA2 genlerinin 

reassortantı sonucu bir izolat bulunurken, Malezya'da daha eski bir RNA2 geni ve 

daha genç RNA1 geninden oluĢan bir betanodavirus saptanmıĢtır (He ve Teng, 

2015). Son yıllarda çipuralarda RGNNV/SJNNV ile iliĢkili hastalık raporlarının 

sayısındaki artıĢ, Akdeniz çipura yetiĢtiriciliğinde reassortant bir durumun ortaya 

çıkabileceğini ve bunun bir problem oluĢturabileceğini düĢündürmektedir (Toffan ve 

ark., 2017). 

Daha önceden çipuralardan izole edilen betanodavirusların genetik 

karakterizasyonlarında, çoğunun gerçekten RGNNV/SJNNV reassortant suĢ 

oldukları ortaya çıkarılmıĢtır. Bu durumlar birlikte değerlendirildiğinde, çipuralara 

belirli bir tropizme sahip RGNNV/SJNNV betanodavirusların,  Akdeniz kültür 

balıkçılığı için yeni ve beklenmedik bir tehdit olduğunu güçlü bir Ģekilde 

desteklemektedir. Reassortant RGNNV/SJNNV'nin özellikle çipura larva ve 

postlarvaları için yüksek virulens ve spesifik tropizm gösterdiği bildirilmiĢtir. 

Reassortant RGNNV/SJNNV salgınlarının görüldüğü çipura çiftliklerinin yanında 

bulunan levreklerde herhangi bir klinik semptom ve taĢıyıcılık görülmemiĢtir (Toffan 

ve ark., 2017). GenBank'dan alınan reassortant RGNNV/SJNNV nükleotid 

dizilerinin filogenetik analizleri, bu virusun en sık tespit edilen türünün çipuralar 
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olduğunu ve virusun bu türe adaptasyonunu açıklamaktadır. Çipuralarda ayrıca 

RGNNV veya SJNNV/RGNNV suĢları da sporadik olarak tespit edilmiĢtir (Toffan 

ve ark., 2017). 

1.2.6. Etken Stabilitesi 

1.2.6.1. Çevresel Dayanıklılık 

Betanodavirusların hem tatlısu ortamına, hem deniz suyu ortamına yüksek 

dayanıklı olduğu, ayrıca dıĢ ortamda da yüksek dirençli oldukları bildirilmiĢtir 

(Vendramin ve ark., 2012). Betanodaviruslar, akuatik çevrede oldukça dayaklıdırlar, 

25 
o
C ve daha fazla su sıcaklığında canlılıkları önemli oranda etkilenirken, düĢük 

deniz suyu sıcaklığındaki deniz suyunda uzun süre canlı kalabilir (Frerichs ve ark., 

2000).  

Farklı betanodavirus suĢlarının farklı sıcaklıklarda stabilitelerinin ve 

enfektivitelerinin araĢtırıldığı çalıĢmalar mevcuttur (Hata ve ark., 2007; Hata ve ark., 

2010; Panzarin ve ark., 2014). Optimum 25-30 
o
C’de geliĢim gösteren RGNNV 

genotipinin 35 
o
C’ye kadar enfektivitesini koruyabildiği, 37 

o
C’de is enfektivitesinin 

tamamen kaybolduğu; hem virus çoğalmasının hem viral RNA replikasyonunun 

olmaması ile gösterilmiĢtir. Bu durum çiğ yenebilen balıkların betanodavirus ihtiva 

etseler bile, insanlar için bir risk taĢımadığını göstermektedir (Hata ve ark., 2007). 

Öte yandan 20-25 
o
C’de optimum geliĢim gösteren SJNNV genotipinin 15 

o
C’deki 

üreme kinetiğinin düĢük olmasına rağmen, RGNNV’den daha iyi ve uyumlu olduğu 

gözlenmiĢtir (Panzarin ve ark., 2014). 

Betanodavirus ile enfekte balıklar, bir salgını takiben oluĢan akuatik çevre 

kontaminasyonunda, yabani duyarlı türler için bir enfeksiyon kaynağı olarak uzun 

süre etkisini devam ettirir. DonmuĢ balıklarda da uzun süre persiste kalabilir ve bu 

balıkların beslenme için hammadde olarak kullanılması potansiyel bir risk ortaya 

koyar (Mori ve ark., 2005). Betanodaviruslar akuatik çevre dıĢında 
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sitopatojenitelerini kolayca kaybedebilir gibi görülmektedir. 21 
o
C de 7 günlük 

periyotta, kuru koĢullarda > % 99 inaktivasyon gözlenmiĢtir (Maltese ve Bovo, 

2007). 

1.2.6.2. Kimyasal Dayanıklılık 

Formalin zayıf aktivite gösterirken, sodyum hipoklorit, iodin, hidrojen peroksit 

ve benzolkonyum klorid gibi yaygın olarak kullanılan dezenfektanlar inaktivasyon 

için çok yararlıdır (Frerichs ve ark., 2000). Yumurta kabuğu yüzeyindeki virus 

kontaminasyonunu azaltmak veya bu durumdan kaçınmak için ayrıca ozon 

kullanılmaktadır (Grotmol ve Totland, 2000), virusla kontamine sular UV ile etkin 

olarak sterilize edilebilir. 

1.3. Epidemiyoloji 

1.3.1. Bulaşma  

1.3.1.1. Horizontal Bulaşma 

Su en önemli abiyotik vektör olarak düĢünülmektedir. Virusun çevredeki sudan 

horizontal geçiĢ, sudan saflaĢtırılmıĢ nodavirus partiküllerinin canlı olarak tespit 

edilmesiyle teyit edilmiĢtir (Arimoto ve ark., 1993a; Arimoto ve ark., 1993b; Breuil 

ve ark., 2002). Betanodaviruslar klinik bir salgın sırasında bir çiftlikten diğerine su, 

kontamine personel, ağlar, çizme ve diğer ekipmanlar ile kolayca bulaĢabilir. 

Özellikle kuluçkahanelerde yeterli biyogüvenlik önlemleri alınmalıdır (Mori ve ark., 

1998). Açık denizlerde akıntılar, devamlı akıntılar, botlarla farklı çiftliklerin ziyareti 

ve göç halindeki yabani balıklar tarafından bir çiftlikten diğerine geçebilmektedir 

(Anonim, 2017a). Yabani populasyondaki rezervuarların varlığı çiftlik 

populasyonlarındaki enfeksiyonun ana kaynağı olarak oldukça makul düzeydeyken, 
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enfekte juvenil populasyonlar enfeksiyonun çevredeki virus partiküllerinin büyük bir 

sayıya ulaĢmasında en yaygın yoldur (Johansen ve ark., 2004). 

Asemptomatik balıkların veya salgınların olduğu iĢletmelere yakın bulunan 

iĢletmeler risk altındadır (Athanassopoulou ve ark., 2004). Çipuralar, aynı sistemler 

veya lokasyonlarda yetiĢtirilen levrekler için rezervuar olarak bilinmektedir (Castric 

ve ark., 2001). Doğal enfeksiyon geçiren ve hayatta kalan Atlantik Halibutların, 

enfeksiyondan bir yıl sonra bile virus taĢıyıcısı ve saçıcısı olduğu bildirilmiĢtir 

(Johansen ve ark., 2004). 

Virusun asit koĢullara ve 37 
o
C’ye  yüksek direçli olmasından dolayı (Frerichs 

ve ark., 2000) balıkçıl kuĢlar da potansiyel vektör olarak değerlendirilmelidir. Daha 

da kötüsü kontamine bölgelerden orijin alan yumuĢakçalar da büyük ticaret 

hacminden dolayı dikkate alınmalıdır (Anonim, 2017a). Enfekte bir çiftliğe yakın bir 

yerden toplanan Nereidae ailesi Nereis genusunda bulunan kum solucanlarında virus 

tespit edilmiĢtir (Bovo ve ark., 2011). Büyük uluslararası bir pazara sahip olan olta 

solucanlarının da betanodavirusların bir bölgeden diğer bir bölgeye taĢınmasında çok 

riskli bir duruma sahip olmaları göz önünde bulundurulmalıdır (Anonim, 2017a).  

YumuĢakçaların akuatik virusların potansiyel bir rezervuarı olabileceği 

bildirilmiĢtir (Gomez ve ark., 2010; Panzarin ve ark., 2012). YumuĢakçalar 

betanodavirusların ayrıca doğal rezervuar ve muhtemel taĢıyıcıları olarak iĢlev 

görürler. Betanodaviruslar, sağlıklı görünüĢte yabani ve çiftlik omurgasızlarından çift 

kabuklular (midye; Mytilus galloprovincialis ve istiridye; Ruditapes philippinarum), 

kabuklu (karides; Pandalus hypsinotus, yengeç; Charybdis bimaculata, dikenli 

ıstakoz; Pamulirus versicolor veya karındanbacaklı; Opistobranchia) gibi 

yumuĢakçalarda tespit edilmiĢtir (Gomez ve ark., 2008a; Gomez ve ark., 2008b). 

Artemia (Artemia salina) ve rotiferlerin (Brachionus plicatilis) de betanodaviruslar 

için kısa süreli olarak mekanik vektör olabileceği ileri sürülmüĢtür (Skliris ve 

Richards, 1998). 
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Betanodavirusların horizontal yolla bulaĢmasını destekleyen bir çalıĢmada, 

Berzak ve ark. (2019), tarafından Akdeniz’de Ġsrail kıyılarında yabani 

popülasyonlarda virus tespit edildikten 120 gün sonra, bir çipura çiftliğinde de aynı 

virus tespit edilmiĢtir. Virus çipuraların yetiĢtirildiği kuluçkahanede ve denize 

yetiĢtirilmeye gönderildikten 7 gün sonra ise saptanmamıĢtır. 

Hastalık konakçıda tekrar aktivasyon, dalma ve enjeksion ile oluĢabilir 

(Munday ve ark., 2002). Horizontal bulaĢma sahada sıklıkla gözlenmektedir ve 

kontamine su aracılığıyla hastalık bulaĢmasının en yaygın yol olduğu 

düĢünülmektedir. Ayrıca enfekte larvalardaki yüksek viral yük ve biyogüvenlik 

önlemlerinin yetersiz olmasının kuluçkahane boyunca tanktan tanka horizontal 

bulaĢmada çok büyük bir rol oynayabileceği bildirilmiĢtir (Toffan ve ark., 2017).  

Ölü, bütünlüğü bozulmuĢ balıklar farklı biyolojik vektörlere ulaĢarak çevreye 

virus yayabilmektedirler. Daha ileri olarak hastalıklı balıklar, enfekte olma olasılığı 

da bulunan predatör (avcı-yırtıcı) balıklar tarafından yenerek bu balıkların enfekte 

gaitalarıyla etrafa bulaĢmaktadır. Hastalığın olası diğer bir bulaĢması anaçların ham 

balıklarla beslenmesidir (Mori ve ark., 2005).  

Sudaki tuz oranı sınırlayıcı bir faktör gibi görünmemesine rağmen, çoğu VNN 

salgını marin akuakültür alanlarında ortaya çıkmıĢtır (Bovo ve ark., 2011). 

1.3.1.2. Vertikal Bulaşma 

Vertikal bulaĢmaya bazı türler yüksek derecede duyarlıdır. Çizgili levrek, 

levrek, barramundi, pisi balığı, atlantik halibut, ve lahos türü balıklarda anaçlardan 

yavrulara vertikal bulaĢmanın olduğuna dair kanıtlar vardır. Bu durumdaki anaçlar 

larva ve juvenil balıklar için en önemli enfeksiyon kaynaklarıdır (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 gerçek özellikle klinik 

hastalığın erken evrede görülmesi ve olgun gonadlardan viral genetik materyalin 
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tespiti ile gösterilmiĢtir (Dalla Valle ve ark., 2000; Mushiake ve ark., 1994; 

Nishizawa ve ark., 1996). Ayrıca gonadlara ulaĢma durumunda yumurta ve seminal 

sıvılar enfekte olmaktadır  (Nishizawa ve ark., 1994). Çipuralarda vertikal bulaĢma, 

yumurtadan çıkıĢtan 10-15 gün sonra larvalarda doğrulanmıĢtır. Mao ve ark. (2015), 

tarafından Çin’de pasifik codlarda (Gadus macrocephalus) larval döneminde % 90 

mortalitenin görüldüğü bir salgında BFNNV tespit edilmesinden sonra yapılan geri 

izleme çalıĢmasında da gonad, yumurta, döllenmiĢ yumurta ve fry boy balıkların 

hepsinde aynı virusun tespit edilmesi salgında vertikal bulaĢmanın önemli olduğunu 

göstermiĢtir. 

Virusun vertikal bulaĢma özelliği genellikle küçük boy balıklarda hastalık 

riskini artırmaktadır (Costa ve Thompson, 2016). Balık larvalarında VNN salgınları, 

hastalığın vertikal olarak bulaĢtığını ve virusun yumurtalık, sperm, döllenmiĢ 

yumurta ve yumurtadan yeni çıkmıĢ larvalarda bulunduğunu düĢündürmektedir. 

Sperm içindeki virusun varlığı, dölleme sonrası yumurtaların enfeksiyonu ile birlikte 

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

Virusun anaçların gonadlarında ve diğer birçok organda (karaciğer, böbrek, 

mide ve bağırsak) üreme stresi sırasındaki virus replikasyonu ile taĢındığına 

inanılmaktadır. Avrupa deniz levreği ve çipuraların testislerinde virus replikasyonu 

ve kolonizasyonu açık bir Ģekilde gösterilmiĢtir. Yumurtlama sırasında anaçların 

gonadları ve sindirim kanalından saçılan virus, yumurta, sperm ve larvaları enfekte 

eder (Valero ve ark., 2015a). 

1.3.2. Konakçı Dağılımı 

Betanodavirusların, 11 farklı diziye ait 30 farklı aileden 120'den fazla, farklı 

çiftlik ve yabani balık ve omurgasız türü üzerinde etkili olduğu bilinmektedir (Costa 

ve Thompson, 2016). Balık nodaviruslarının küresel boyutta yaygınlığı vardır ve çok 

sayıda farklı balık türüne bulaĢabilmektedir (Shetty ve ark., 2012). 
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En çok çizgili levrek, levrek, grouper (lahos-hani-orfoz) ve yassı balıklarda 

(flatfish) görülmekle birlikte, baĢlıca deniz balıklarını etkilemektedir  (Munday ve 

ark., 2002; Sano ve ark., 2011). VNN virusunun ilk tespit edildiği yıllarda dünyanın 

farklı coğrafyalarında baĢlıca; japon papağan balığı (Oplegnathus fasciatiis) 

(Yoshikoshi ve Inoue, 1990), asya levreği (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) türü balıklarda görülmüĢtür. 

Betanodaviruslar için, Striped jack, Avrupa deniz levreği, barfin flounder (Verasper 

moseri), seven-band grouper ve Atlantic halibut, broodfish gibi türler en uygun ve 

kalıcı virus rezervuarları olup, larva ve juvenil balıklar için en önemli enfeksiyon 

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

Çipuralarda betanodavirus ile ilgili salgınlar bildirilmiĢtir (Bitchava ve ark., 

2007; Comps ve Raymond 1996). Sağlıklı görünen veya sporadik olarak etkilenmiĢ 

çipura larva ve postlarvalardan VNN virusunun izole edilmesine rağmen, çipuraların 

genel olarak VNN virusuna dirençli oldukları düĢünülmüĢtür. Levreklerdeki VNN 

salgınlarının pek çoğu RGNNV suĢu ile iliĢkilendirilmiĢ ve bu virus türüne 

çipuraların duyarlı olmadıkları benimsenmiĢtir (Toffan ve ark., 2017). Nitekim 

RGNNV ile muamele edilen çipuralarda yalnızca intramusküler yolla deneysel 

enfekte edilenlerde ölümler görülmüĢ, daha yaĢlı balıklarda ise testlerle 

betanodavirus pozitif bulunmalarına rağmen hafif veya hiçbir klinik bulgu 

görülmemiĢtir (Castric ve ark., 2001; Valero ve ark., 2015a). Bu nedenle çipuraların 

levrekler için hep asemptomatik taĢıyıcı oldukları öne sürülmüĢtür. Geçtiğimiz 

yıllarda çipuralarda betanodavirus ile iliĢkili yalnızca birkaç sporadik ölüm olayı 

bildirilmiĢtir ki bu nedenle çipuraların VNN patogenezi ve epidemiyolojisindeki rolü 

üzerindeki bilgiler sınırlı kalmıĢtır (Toffan ve ark., 2017).  

Tatlı su balığı çiftliklerinde çok az salgın rapor edilmiĢtir (Bovo ve ark., 2011; 

Chi ve ark., 2003). Bazı tatlı su süs balığı türlerinde deneysel olarak klinik belirtiler 

oluĢturulmuĢtur (Furusawa ve ark., 2007). Betanodavirus ayrıca akvaryum 
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balıklarından, çift kabuklu yumuĢakçalardan, karideslerden ve kabuklulardan da 

izole edilmiĢtir (Gomez ve ark., 2006). 

VNN salgınları, mersin balığı (Acipenser gueldenstaedtii) (Athanassopoulou ve 

ark., 2004; Xylouri ve ark., 2007), tilapia (tatlı su çipurası-Oreochromis niloticus) 

(Bigarré ve ark., 2009), geniĢ ağızlı levrek (Micropterus salmoides), sudak balığı 

(Sander lucioperca), çizgili levrek, beyaz levrek (Morone saxatilis) (Bovo ve ark., 

2011), lepistes (Poecilia reticulata) (Hegde ve ark., 2003), Avustralya kedi balığı 

(Tandanus tandanus), morina balığı (Oxyeleotris lineolatus) (Munday ve ark., 2002), 

horozbina (Salaria fluviatilia) (Vendramin ve ark., 2012) gibi pek çok tatlı su balığı 

türünde de bildirilmiĢtir. 

Betanodavirusun hem tatlısu hem deniz suyuna yüksek dayanıklılığı, çevreye 

yüksek direnci ve dünya çapındaki dağılımından dolayı, yaban hayatı balıklarıyla 

yapılan araĢtırmalarda bu hastalığın her zaman dikkate alınmasını gerekli kılmaktadır 

(Vendramin ve ark., 2012). 

1.3.3. Konakçı Duyarlılık Dönemleri 

Hastalığın ilk defa bildirildiği yerlerdeki yaĢlarda ve mortalitelerin görüldüğü 

periyotlarda dikkate değer bir varyasyon bulunmaktadır (Munday ve ark., 2002). 

Özellikle larva ve juvenil boy balıklar VNN virusuna duyarlıdır, salgın durumlarında 

bu boy balıklarda %100’e varan mortaliteler meydana gelmektedir (Costa ve 

Thompson, 2016). Genelde hastalığın erken belirtileri ortaya çıktığında mortalitede 

büyük bir oran vardır. Çizgili levreklerde larvaların hemen hemen tümünün 

kaydebilmesiyle sonuçlanan hastalığın en erken görülmesi yumurtlamadan 2 gün 

sonra iken, mortaliteler yumurtlamadan sonraki 10 gün içinde en yüksek sıklıkta 

görülmektedir. Levreklerde yumurtlamadan sonraki 30 güne kadar genellikle ölüm 

gözlenmez, ancak salgınlar pazarlama büyüklüğünde de görülebilir. Mortalite yaĢa 

bağımlıdır (Anonim, 2017a).  
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VNN virusunun ilk tespit edildiği yıllarda striped jack türü balıklar üzerinde 

yapılan patojenite çalıĢmalarında larvaların (3,5-4,4 mm) virusa duyarlı olduğu ve 

enfeksiyonu oluĢturduğu, juvenil boyların (78 mm) ise virusa duyarlı olmadığı ve 

enfeksiyon oluĢturmadığı ortaya konulmuĢtur (Arimoto ve ark., 1993b). Ancak bu 

çalıĢmanın çıktısı bütün balık türleri için genellenmemelidir. Bildirilen farklı 

çalıĢmalarda daha farklı balık türlerinde hem larva hem pazar boylarında hastalık 

tespit edilmiĢtir. Hastalığın baĢlıca larva ve juvenil formdaki balıkları etkilemesine 

rağmen, Atlantik halibut, seven-band grouper (lahoz-Epinephelus septemfasciatus) 

ve levrek gibi balıkların yetiĢkin ve market büyüklüğünde olanlarında da rapor 

edilmiĢtir (Anonim, 2017a). 

Enfekte çiftliklerde etkenin tespit ihtimali normal olarak juvenillerde 

olgunlardan daha fazladır. Yumurtlama döneminde virus, anaçların gonadlarında da 

bulunabilir (Dalla Valle ve ark., 2000; Mushiake ve ark., 1994). Bu nedenle 

surveylans programlarına genç balıkların yanında gonad dokuları, ovaryum sıvıları 

ve spermlerin de dahil edilmesi gerektiği bildirilmiĢtir (Anonim, 2017a). 

Epidemiyolojik açıdan bakıldığında, hastalığı atlatan çipuralarda virusun aylar 

sonra bile hem rt RT-PCR hem de virus izolasyonu yoluyla pozitif bulunması son 

derece önemlidir. Virus stresli koĢullar altında (transport, kötü yönetim vb.) yeniden 

etkinleĢebilir veya alternatif olarak duyarlı balıklara aktarılabilir. Her durumda, 

noda-free durumun laboratuvar teyidinin olmadan çok sağlıklı görünen çipuraların 

bir çiftliğe giriĢi ciddi bir tehdit oluĢturabilir (Toffan ve ark., 2017). 

1.3.4. Hastalığın Coğrafi Dağılımı 

1.3.4.1. Hastalığın Dünyadaki Durumu 

Betanodaviruslar deniz kültür balıkçılığı için büyük bir kısıt olarak ortaya 

çıkmıĢ ve dünya çapında ciddi kayıplara neden olmuĢtur. Yaygın bir coğrafi dağılım 

ve geniĢ bir konakçı spektrumu gösterirler (Nuñez-Ortiz ve ark., 2016). 
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Betanodavirusların, farklı sıcalıklara adaptasyonunun bir sonucu olarak, belirli 

konakçı aralığı ile iliĢkili belirli coğrafi dağılımlara sahip oldukları bildirilmiĢtir. 

Çevresel koĢullar ile viral clusterler arasında bir korelasyon vardır (Chérif ve ark., 

2009).  

Hastalık ilk çıktığı 1985’ten bu yana, Güney Amerika hariç dünyanın pek çok 

bölgesinde bildirilmiĢtir (Costa ve Thompson, 2016). Güney ve Doğu Asya (Çin, 

Hindistan, Endonezya, Ġran, Japonya, Kore, Malezya, Filipinler, Tayland, Vietnam),  

Okyanusya (Avustralya, Tahiti), Akdeniz (Fransa, Yunanistan, Ġsrail, Ġtalya, Malta, 

Portekiz, Ġspanya, Tunus), BirleĢik Krallık, Norveç, Karayip ve Kuzey Amerika 

(Kanada, ABD)’da bildirimler bulunmaktadır (Munday ve ark., 2002). Ayrıca 

Senegal ve Libya sahillerinde yabani lahoslarda betanodaviruslardan Ģüphenilen 

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

Konak-sıcaklık bağımlılığı, farklı kümelerin (cluster) coğrafi dağılımını 

yansıtır. BFNNV grubunun tümü Kuzey Amerika Atlantik sularında, Norveç, 

Ġskoçya, Fransa Atlantik kıyıları ve Japonya’da bulunan soğuk su balıklarından 

(Atlantik halibut, Pasifik morina (Gadus microcephalus), Atlantik morina balığı, 

Avrupa levreği, Dover sole (Solea solea) ve Barfin folunder) izole edilen soğuk su 

betanodaviruslarıdır (Grotmol ve ark., 2000; Starkey ve ark., 2000; Starkey ve ark., 

2001).  

RGNNV, en geniĢ coğrafi dağılımı olan kümedir ve tüm Akdeniz havzası, 

ABD, Fransız Polinezyası, 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).  

SJNNV genotipi, 2007 yılında Ġber Yarımadasında izole edilene kadar coğrafi 

olarak Japonya suları ile sınırlıyken (Cutrín ve ark., 2007), aynı yıl içerisinde 

Adriyatik Denizi'nde (Hırvatistan ve Ġtalya) Avrupa deniz levreğinden izole edilen 

reassortant betanodavirus (SJNNV/RGNNV) izolatları ilk defa tanımlanmıĢtır 

(Toffolo ve ark., 2007). Bunun çapraz reassortantı olan RGNNV/SJNNV genotipi ise 
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günümüzde Güney Avrupa ve Ġber Yarımadasında levrek, çipura ve dil balıklarında 

yaygın olarak bulunmaktadır (Olveira ve ark., 2009; Panzarin ve ark., 2012).  

VNN, Akdeniz havzasında endemiktir ve hastalığın ortaya çıkıĢı hem çiftlik 

hem de vahĢi balıklarda çok kez ortaya konulmuĢtur (Toffan ve ark., 2017). 

Betanodaviruslar, Akdeniz’de kültür balıkçılığında bildirilen en önemli viral 

patojendir (Athanassopoulou ve ark., 2003) RGNNV, bu bölgede en çok tespit edilen 

virus türüdür (Costa ve Thompson, 2016), ancak SJNNV türü de 2009 yılında Ġber 

Yarımadasında bildirilmiĢtir (Panzarin ve ark., 2012). Reassortant RGNNV/SJNNV 

ve SJNNV/RGNNV suĢları sadece Akdeniz'de bildirilmiĢtir (He ve Teng, 2015). 

1.3.4.2. Hastalığın Türkiye’deki Durumu 

Ülkemizde VNN hastalığı ile ilgili olarak ilk çalıĢma Özkan Özyer ve ark. 

(2012), tarafından yapılmıĢtır. ÇalıĢma kapsamında Ege Bölgesinde yer alan 20 

kuluçkahane ve 33 yetiĢtirme iĢletmesinden iki yıl süreyle sağlanan levrek ve çipura 

örnekleri araĢtırılmıĢ ve VNN virusu tespit edilmemiĢtir. Özkan Özyer ve ark. 

(2014), tarafından ülkemizde levreklerden ilk izolasyon 2011 yılında Mersin ilinde 

tespit edilmiĢtir. Virusun identifikasyonu striped snakehead fish fry (SSN-1) hücre 

kültüründe virus izolasyonunu takiben immunfloresan antikor testi (IFAT) ve reverse 

transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) tekniği ile yapılmıĢtır. 

Balık Hastalıkları Ulusal Referans Laboratuvarı olan Ġzmir/Bornova Veteriner 

Kontrol Enstitüsü Viroloji Bölümü tarafından ülkemizdeki kuluçkahane ve iĢletmeler 

düzenli olarak taranmaktadır. Taramalar kapsamında, 2012 ve 2014 yıllarında 

kuluçkahanelerden herhangi bir klinik bulgu göstermeyen, sağlıklı görünümdeki 

yavru levrek ve çipuralardan virus tespit edilmiĢtir. Bu kuluçkahaneden yavru levrek 

alan bir yetiĢtirme tesisinde yüzme bozukluğu ve sinirsel bulgular göstererek günlük 

% 10 civarında ölüm bildirilerek teĢhis için getirilen yavru levreklerden de virus 

izolasyonu yapılmıĢtır. 2014 yılında yine ayrı bir kuluçkahaneden yüzme bozukluğu 
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ve sinirsel bulgular göstererek günlük % 5 civarında ölüm bildirilerek teĢhis için 

getirilen yavru levreklerden de virus izole edilmiĢtir (Kalaycı ve ark., 2016). 

1.3.5. Prevalans 

Hastalığın prevalansı üzerine olan veriler oldukça azdır. Kanada’da yabani 

türlerin belirli populasyonlarının hastalığın doğal rezervuarı olarak rol 

oynayabilecekeri ile ilgili Ģüpheler vardır (Anonim, 2017a). Barker ve ark. (2002), 

tarafından Amerikan pisi balığı (Pleuronectes americanus) türü balıklarda PCR ile 

440 balıktan sadece 1 adedinde pozitiflik bulunmuĢ ve % 0,23 prevalans 

bildirilmiĢtir. Japonya’da iki farklı koydan toplanan 30 farklı türe ait 131 adet 

sağlıklı görünümdeki çiftlik ve yabani tür balıklarda, RT-PCR ile 30 adet (% 22,9); 

Nested RT-PCR ile ise 116 adetinde (% 88,5)  pozitiflik saptanmıĢtır (Gomez ve 

ark., 2004). Yine Japonya’da 20 türe ait 729 adet yabani tür balıkta yapılan prevalans 

çalıĢmasında, RT-PCR ile 6 adet (% 0,82); Nested RT-PCR ile ise 87 adetinde (% 

11,9)  pozitiflik saptanmıĢtır (Sakamoto ve ark., 2008).  

Liu ve ark. (2015), tarafından VNN virusunun Çin’de yaygınlığının 

belirlenmesine yönelik yapılan çalıĢmada; yaban hayatında 59 türe ait 892, kültürü 

yapılan 11 türe ait 381 balıkta sırasıyla % 42,3 ve % 63 pozitiflik tespit edilmiĢtir. 

ÇalıĢma yapılan bölgenin su ısısının 20-30 
o
C arasında olduğunun bildirildiği 

çalıĢmada, filogenetik araĢtırmada tüm izolatlar su ısısına uyumlu olarak RGNNV 

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

Berzak ve ark. (2019), tarafından Akdeniz’de Ġsrail kıyılarında toplanan 195 

yabani balık türü ve 33 adet kum yengecinde betanodavirus varlığı araĢtırılmıĢ ve 

virus balıkların 47’sinde, kum yengeçlerinin ise 2’sinde tespit edilmiĢtir. Buna göre 

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

Betanodavirusların yaĢam döngüsü hakkındaki bilgiler azdır. Farklı uzmanlar 

tarafından gerçekleĢtirilen deneysel enfeksiyonların sonuçları düĢünüldüğünde, virus 

konakçıyı büyük ihtimalle intestinal epitelyum ve perifer sinir sistemi aracılığla istila 

etmektedir. Konakçının ölümüne veya uzun yıllar persiste kalabilmesine sebep olan 

merkezi sinir sistemine çok kısa sürede ulaĢır (Johansen ve ark., 2004). 

Betanodavirus patojenitesi, hem çevresel koĢullar hem de konakçı türler tarafından 

etkilenir (Souto ve ark., 2015c; Vendramin ve ark., 2014). Patolojiye neden olmak 

için dokuda belirli bir miktarda virus partikülü bulunması gerekir (Korsnes ve ark., 

2009). Betanodavirus'un nörotropik bir etken olarak nöronal dokularında patolojiye 

neden olduğu ve nöronal olmayan dokularda patolojiye neden olmadığı bildirilmiĢtir 

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

Betanodavirus için tek bir enfeksiyon yolunun olmadığı düĢünülmektedir. 

Japon papağan balıklarında (Oplegnathus fasciatus) omurilik ve omurilik 

gangliyonları lezyonlarının ilk bölgeleri iken; asya levreğinde beyincik, optik tectum 

ve retina enfeksiyon lezyonların ilk bölgeleridir (Renault ve ark., 1991; Yoshikoshi 

ve Inoue, 1990). Stripe Jack’lerde, sinir hücrelerinin nekrozu ve vakuolizasyonu ilk 

olarak spinal kortda, özellikle hava kesesini çevreleyen bölgede gözlenir ve bu alanın 

virus replikasyonunun baĢlangıç yeri olduğu düĢünülmektedir (Nguyen ve ark., 

1996). Bazı araĢtırmacılar, virusun omuriliğin tabanında anterior yönde yayıldığını, 

beyne ilerlediğini ve retinada sonlandığını ileri sürmektedir. Bu durum enfeksiyonun 

geç evresinde meydana gelen beyin ve retina lezyonlarını açıklamaktadır (Costa ve 

Thompson, 2016). Atlantik halibut ile yapılan bir çalıĢmada, lezyonların baĢlangıç 

odağının, beyin sapının kaudal kısmı ve anterior bağırsağın tabakalı epiteli olduğu 

gösterilmiĢtir (Húsgarð ve ark., 1999). Enfeksiyonun MSS'nde beyin sapına 

yayılması, vagus siniri de dahil olmak üzere kranial sinirlerin aksonları aracılığıyla 

olduğu bildirilmektedir (Costa ve Thompson, 2016). 

Konağın enfeksiyonunun burun boĢluğu aracılığıyla olabileceği de ileri 

sürülmüĢtür. AraĢtırmacılar, virusun nazal epitele penetre olduğunu, olfactor sinir ve 
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bulbus olfactorius aracılığıyla yayıldığına, beynin orta dokusuna, medulla oblongata, 

omuriliğe ve son olarak retinaya doğru gittiğini öne sürmektedirler (Mladineo, 2003; 

Tanaka ve ark., 2004).  

Moleküler çalıĢmalar ile, betanodavirus enfeksiyonunun dinamiklerinin ne 

kadar hızlı olduğunu ortaya konulmuĢtur; intraperitoneal (ip) enjeksiyon sonrası 4 

saat içinde beyin, böbrek, dalak, solungaç, kalp ve kas dokusunda virus tespit edilmiĢ 

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

Virusun aktif olarak replikasyonu sonucunda geniĢ doku vakuolizasyonları 

oluĢturduğu beyin, spinal kord ve retina hedef organ olarak düĢünülmektedir. Levrek, 

barramundi (Lates calcarifer), Japanese parrotfish (Japon papağan balığı-

Oplegnathus fasciatus) ve brown-spotted grouper (orfoz-Epinephelus 

malabaricus)’ların beyin hücrelerinde intrasitoplazmik inklüzyonlar tanımlanmıĢtır 

(Munday ve ark., 2002). Virus ayrıca anaçların gonadlarında da tespit edilmiĢtir 

(Dalla Valle ve ark., 2000; Mushiake ve ark., 1994; Nishizawa ve ark., 1996). 

Virusun reprodüktif organlarda her zaman replike olamayabileceği ve normal 

Ģartlarda bulunmayacağı, büyük ihtimalle stres koĢullarında dokuda bulunduğu ileri 

sürülmüĢür (Mushiake ve ark., 1994). 

Yırtıcı balıklarda (Anarhichas minor) daldırma ile oluĢturulan deneysel 

enfeksiyonda, maruziyeti takiben 16 haftaya kadar beyinde virus tespit edilmiĢtir 

(Johansen ve ark., 2003). Atlantik halibut’larda doğal enfeksiyon sonrası canlı 

kalanlarda hastalığın geliĢimi bir yıl boyunca gözlemlenmiĢtir (Johansen ve ark., 

2002); PCR ve ELISA ile pozitif tespit edilenlerin oranı tüm periyot boyunca yüksek 

kalmıĢtır ve subklinik enfekte balıklardan bir yılın sonunda virus tekrar izole 

edilmiĢtir. 
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1.4.1. İmmun Yanıttan Kaçınma Mekanizması 

Grouper’lerdeki akut NNV enfeksiyonlarının, virusun immun sistemden 

kaçınma stratejilerine bağlı olarak persiste enfeksiyon ile sonuçlanabilceği 

bildirilmiĢtir (Chen ve ark., 2014). Virus, konakçının hem doğal hem de hücresel 

immun yanıttan kaçınmasını sağlayan mekanizmalar geliĢtirmiĢtir. Betanodaviruslar 

için immun yanıttan kaçınma mekanizmalarından temel olarak bilineni, B2 

proteininin konakçı RNA interferensini antagonize etme kabiliyetidir (Fenner ve ark., 

2006b). B2, uzun viral dsRNA'ya bağlanarak, betanodavirusa karĢı konağın immun 

yanıtı tarafından RNA-susturmayı uyaran siRNA'nın üretiminden korur (Fenner ve 

ark., 2006a; Fenner ve ark., 2007). Bu durum, enfekte dokularda viral proteinlerin 

birikmesini kolaylaĢtırır (Costa ve Thompson, 2016). 

Apoptozis, konakçı immun savunma mekanizmalarından biridir, ancak virus 

immun yanıttan kaçınma mekanizması olarak konakçı hücrelerin apoptosise maruz 

kalmasına da neden olabilir (Finlay ve Mcfadden, 2006). Apoptozis indüksiyonu üç 

yoldan oluĢur; 1-ölüm reseptörü veya ekstrinsik yol (kaspaz-8 tarafından aktive 

edilir), 2-mitokondriyal veya intrinsik yol (kaspaz-9 ile aktive edilir) ve 3-ER 

(endoplazmik retikulum) stres aracılı yol (kaspaz-8 tarafından aktive edilir) (Su ve 

Hong, 2010). Ġlk çalıĢmalar, protein-α’nın, kaspaz bağımlı apoptozisi (kaspaz-3-

benzeri ve kaspaz-8-benzeri) indüklediğini göstermiĢtir (Guo ve ark., 2003b).  

Betanodavirusların konakçı hücrelerde, fosfatidilserin (PS) eksternalizasyonu 

(erken apoptotik evre), DNA'nın parçalanması ve kaybına neden olan mitokondriyal 

permiabilite geçiĢ gözeneğine (MPTP) müdahale edilmesi sonucunda mitokondriyal 

membran potansiyeli (MMP) ve sitokrom-C (orta apoptotik evre) salınımına neden 

olarak, apoptotik nekroz hücre ölümünü indükleyebileceği gösterilmiĢtir (ġekil 1.10) 

(Chen ve ark., 2006; Guo ve ark., 2003b;  Wu ve ark., 2008a; Wu ve ark., 2010b). 

Post-apoptotik nekroz, protein-α tarafından aktive edilen kaspaz 3 ve 8 tarafından 

baĢlatılır (Wu ve ark., 2008a). Sitokromun-C’nin serbest bırakılmasından ayrı olarak, 

bu apoptosis iĢlemi, B2 proteininin sentezine sebep olur (Chen ve ark., 2007). 
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Şekil 1.10. RGNNV’nin Nekrotik Hücre Ölümünü Ġndüklemesi (Wu ve ark., 2010b). 

Betanodavirus proteinleri ve konakçı hücre ölümü ile sonuçlanan konakçının 

mitokondri arasındaki etkileĢimin önemi iyi bilinmektedir. B2 proteini, 

mitokondriyal matriks ile küçük kompleksler oluĢturarak mitokondriye hedeflenir ve 

bağlanarak nekrotik hücre ölümünü de indükler. Ġndükleme, kompleks II'nin 

aktivitesininin inhibe edilmesi ve mitokondriyal ATP’yi yok sayılmasıyla olur (Su ve 

Hong, 2010). Protein α ve B2 proteininin aktivitesinin yanı sıra, B1 proteininin de 

enfeksiyonun erken evresinde eksprese edildiği ve mitokondri ile etkileĢime girdiği, 

erken apoptotik PS eksternalizasyonunu ve MMP kaybını azalttığı ve bunun da viral 

replikasyon için mevcut konakçı hücrelerin miktarında artıĢa neden olduğu ileri 

sürülmüĢtür (Chen ve ark., 2009). Betanodavirus ve ER stres aracılı yol arasındaki 

etkileĢim, viral replikasyonun orta evresi sırasında chaperone proteini GRP78'in 

(glikoz regüle edilmiĢ protein) yukarı regülasyonu ile gösterilmiĢtir. 

Mitokondriyumda, betanodavirus RdRp ile etkileĢime girer ve viral replikasyonu 

arttırmaya yardımcı olur. Ayrıca ER iliĢkili kaspaz 12 aktive olur (Su ve ark., 2011). 

Betanodavirus tarafından indüklenen oksidatif stres, reaktif oksijen türlerinin (ROS) 

varlığıyla enfekte kalkan beyninde gözlemlenmiĢtir (Montes ve ark., 2010) ve GF-1 

hücrelerinde ROS varlığı enfeksiyonun erken safhasında (enfeksiyondan 24 saat 
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sonra) gözlenmiĢtir. Mitokondriyal morfolojiyi etkileyerek ve MMP kaybına neden 

olarak hücre ölümünü indükler (Chang ve ark., 2011). B2 proteinin mitokondriyi 

hedefleyerek ve H2O2 üretimini indüklediği ve bu sayede oksidatif stresi baĢlattığı 

düĢünülmektedir; H2O2 daha sonra, hücre ölümü ve parçalanmasına neden olan 

mitokondri ile iliĢkilendirilen dinamin iliĢkili proteini (Drp1) aktive eder  (Su ve ark., 

2014). 

1.4.2. Konakçı İmmun Yanıt Mekanizması 

Zebra balığı hücre hattı kullanılarak yapılan bir in vitro çalıĢmada, 

betanodavirus enfeksiyonunda RLR (retinoic acid-inducible gene I (RIG-1)-like 

receptors-retinoik asit indükleyen gen-1 benzeri reseptör)’lerin ve MyD88 (Myeloid 

Differentiation Primary Response 88-miyeloid diferansiyasyon faktör 88)'e bağlı 

TLR (Toll-like receptors - çan benzeri reseptör)'lerin ortaya çıktığı iki PPR grubunun 

yukarı regüle edildiğinin gösterilmesiyle ortaya konulmuĢtur. Ayrıca, betanodavirus 

enfeksiyonu sırasında RIG-I’in grup II tip I IFN'nin düzenlenmesi ve enflamatuar 

yanıtta önemli bir rol oynadığı gösterilmiĢtir. RIG-I, grup II tip I IFN üretimini ve 

monositlerin göçünü baskıladığı gösterilmiĢtir (Chen ve ark., 2015b). Bir baĢka in 

vivo çalıĢmada Deniz levreği (Lateolabrax japonius) kullanılarak yapılan RGNNV 

deneysel enfeksiyondan sonra, beyin, dalak ve böbreklerde MAV (mitokondriyal 

antiviral sinyal) ekspresyonunun arttığı gösterilmiĢtir (Jia ve ark., 2016).  Viral 

ssRNA'yı tanıyan TLR7'nin, betanodavirus ile enfekte olmuĢ Atlantik halibut'ta daha 

yüksek ekspresyon seviyelerine sahip olduğu da gösterilmiĢtir (Øvergård ve ark., 

2012).  

Betanodavirus ile enfekte balıklarda tip I ve II IFN tespit edilmiĢtir. 

Betanodavirus ile enfekte Atlantik halibut'ta yüksek düzeyde IFN γ ekspresyonu 

saptanırken, enfekte kalkanlarda IRF1 (interferon regulatory factor 1- interferon 

düzenleyici faktör-1) indükleyici IFN γ’nın yukarı regülasyonu ortaya konulmuĢtur 

(Montes ve ark., 2010; Øvergård ve ark., 2012). 

http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/%C3%A7an%20benzeri%20resept%C3%B6r
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Grup 1 tip 1 IFN indükleyici antiviral bağıĢıklık molekülü olan Mx proteininin, 

betanodavirus enfeksiyonu ile mücadelede önemli bir rol oynadığı grouper ve 

barramundi hücre hatları ile yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir. Mx proteini RdRp 

ile etkileĢerek, RdRp proteininin perinükleer alana yeniden dağılımını sağlar ve 

degredasyona sebep olarak viral proliferasyonu azaltır (Chen ve ark.,  2008; Lin ve 

ark., 2006; Wu ve Chi, 2007; Wu ve ark., 2010a). Mx proteinlerinin salınımında 

genotipler arasında farklılıklar bulunmaktadır. Avrupa levreğinde yapılan bir 

çalıĢmada, SJNNV genotipi Mx salınımının, RGNNV genotipinden oldukça fazla 

olduğu ortaya konulmuĢtur ki, bu durum Avrupa levreğinin neden RGNNV 

genotipine karĢı daha duyarlı bir tür olduğunu açıklayabilmektedir (Carballo ve ark., 

2016). 

Atlantik halibut, levrek ve kalkanlarda nervöz nekroz virus enfeksiyonunda, 

IL-1β, IL-6 and TNFα (Tümör Nekroz Faktör) gibi yangı öncesi sitokinlerin yukarı 

regülasyonu gösterilmiĢtir (Dios ve ark., 2007; Øvergård ve ark., 2012; Poisa-Beiro 

ve ark., 2008; Scapigliati ve ark., 2010). Avrupa levreğinin beyninde, çipuralardan 

çok daha fazla miktarda tespit edilen TNFα’nın, Avrupa levreği enfeksiyonunda 

ortaya çıkan nöroinflamasyon ve vakuolizasyondan sorumlu olabileceği ileri 

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

Betanodavirus enfeksiyonu sırasında üretilen IgM sınıfı antikorlar, RGNNV ve 

SJNNV'nin kapsid proteininin spesifik bölgelerini hedef alarak üretilir ve bu bölgeler 

N terminali ile C terminali üzerindedir ve 91-162, 180-212 ve 254-256 amino asitleri 

tarafından oluĢturulan bölgeler üzerinde tanımlanmıĢtır (Chen ve ark., 2015a; 

Coeurdacier ve ark., 2003; Costa ve ark., 2007; Nishizawa ve ark., 1999). 

Betanodavirus ile enfekte Atlantik halibut, Avrupa levreği ve çipuralarda T-hücre 

markır  (TRCβ, CD4-2, CD4, CD8α, CB8β, Lck, NCCRP-1 ve ZAP-70) 

ekspresyonlarında da artıĢ gözlemlenmiĢtir (Chaves-pozo ve ark.,  2012; Øvergård ve 

ark.,  2012; Scapigliati ve ark.,  2010). 

VNNV'nin hedef dokusu immünolojik olarak ayrıcalıklı bir bölge olan 

MSS'dir. Gonadlar, immun yanıtın, germ hücresi hasarını önlemek için sıkı bir 
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Ģekilde düzenlendiği immunolojik olarak ayrıcalıklı bir baĢka bölgedir (Valero ve 

ark., 2013). Bir çalıĢmada, antimikrobiyal peptitlerin (AMP) rolü, Avrupa levreği ve 

çipuralarının gonadlarında AMP genlerinin (kompleman faktörü 3, lizozim, hepsidin, 

disentrasin, piscidin veya b-defensin) ekspresyonu incelenmiĢtir. AMP, her iki türün 

gonadlarında da tespit edilmiĢ, ancak duyarlı Avrupa levreklerinde daha aktif 

oldukları tespit edilmiĢtir. Bu durumun iki türün virusa karĢı duyarlılıklarında 

farklılıkları olduğu sonucuna varılmıĢtır (Valero ve ark., 2015a). Aynı araĢtırmacılar, 

VNNV enfeksiyonundan sonra aynı tür balıkların gonadlarında ve beynindeki IFN 

üretiminde rol alan genlerin ekspresyon profillerini incelemiĢlerdir ve Avrupa 

levreğinin beynindeki doğal bağıĢıklığın virusu temizleyemediği sonucuna 

varmıĢlardır. Virusun vertikal bulaĢmasını kontrol etmek için gonad bağıĢıklığının da 

önemli olduğu bildirilmektedir (Valero ve ark., 2015c).  

Betanodavirus enfeksiyonunu atlatan balıkların doğal re-enfeksiyona karĢı 

direncinin açıklandığı kabul edilen nötralizan antikor oluĢturduğu gösterilmiĢtir 

(Tanaka ve ark., 2001). 

1.5. Klinik Belirtiler 

Klinik belirtiler ile su sıcaklığı arasında kuvvetli bir korelasyon vardır ve bu 

durum özellikle levreklerde iyi bir Ģekilde bilinmektedir, bu nedenle hastalık ilk 

baĢlarda yaz hastalığı olarak isimlendirilmiĢtir (Anonim, 2017a). Klinik belirtilerin 

görülmesiyle su sıcaklığı arasındaki iliĢki baĢlıca in vitro çalıĢmalarla desteklenmiĢtir 

(Iwamoto ve ark., 2000). Su sıcaklığının konakçı spesifitesi ise RGNNV genotipi ılık 

su balıklarında, BFNNV ise soğuk su balıklarında görülmektedir. SJNNV genotipi 

(in vitro optimum geliĢme sıcaklığı: 20-25 
o
C) tarafından enfekte edilen çizgili levrek 

larvalarında, 20-26
o
C arasındaki farklı sıcaklıklarda beslenen farklı gruplar 

arasındaki mortalitelerde farklılık bulunmazken, RGNNV genotipi (in vitro optimum 

geliĢme sıcaklığı: 25-30
o
C) ile enfekte olanlarda 16-28

o
C arasındaki farklı 

sıcaklıklarda beslenen farklı gruplarda hastalığın geliĢimi etkilenebilmektedir 

(Arimoto ve ark., 1993a). Kambur grouper’lerde (Chromileptes altivelis)  
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RGNNV’nin proliferasyonu 31 
o
C’den daha fazla sıcaklıkta inhibe olurken (Yuasa 

ve ark., 2007),  hastalığın daha yüksek mortalitesi ve daha erken klinik belirtileri 

daha yüksek sıcaklıklarda da (35 
o
C) gözlenmiĢtir (Hata ve ark., 2007; Tanaka ve 

ark., 1998). Diğer taraftan Atlantik halibut’larda AHNV’nin enfeksiyonu (BFNNV 

genotip, optimum geliĢme sıcaklığı: 15-20 
o
C) 6 

o
C’de ortaya çıkmaktadır. Benzer 

Ģekilde levreklerde VNN salgınlarının 15
o
C’de de ortaya çıktığı bildirilmiĢtir 

(Borghesan ve ark., 2003). Hastalığın tatlı su balıklarında da bildirilmesinden dolayı 

tuzluluk oranının hastalığın ortaya çıkmasına herhangi bir etkisinin olmadığı 

düĢünülmektedir (Anonim, 2017a). 

Klinik belirtiler balık türlerine göre farklılık göstermekle birlikte, genellikle 

deride anormal renk değiĢikliği (solgunluk veya koyulaĢma), anoreksi, letarji, su 

yüzeyinden aĢağı doğru yüzme, dipte dinlenme, davranıĢlarda durgunluk gözlenir. 

Ayrıca, dönme, aniden dönme, yatay dönme, dibe batma,  ani veya tirbuĢon tarzında 

yüzme gibi yüzme hareketlerinde değiĢiklikler ve hava kesesi yangısı gözlenmektedir 

(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 

balıklar, tankın dibinde yatar pozisyonda kalırlar veya çember çizerek veya dümdüz 

hızlıca yüzerler. Yassı balıklar genellikle daha az belirti gösterirler. BaĢ ve kuyruğun 

kalkmasıyla birlikte vücutları kıvrılarak alt kısımlarda uzunlamasına kalabilirler. 

Farklı türlerde sıklıkla gözlenen hava kesesinin aĢırı ĢiĢmesi dıĢında enfeksiyonla 

iliĢkili olarak makroskobik lezyon yoktur (Anonim, 2017a). Bunun yanında beyin ve 

retinadaki viral replikasyondan dolayı sinirsel belirtiler görülür (Arimoto ve ark., 

1993b). 

Farklı yazarlar tarafından tanımlanan ilerleyici pigmentasyon değiĢiklikleri 

dıĢında enfekte balıkların solungaçları ve vücut yüzeyi üzerinde eksternal klinik 

belirti yoktur. Çipuraların mandibula ve baĢ bölgesinde zaman zaman rapor edilen 

kutanöz erozyonlar muhtemelen görüĢ kaybının meydana getirdiği travmatik 

nedenlerdir (Anonim, 2017a).  
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Avrupa’da bulunan kuluçkahanelerde 2014-2016 yılları arasında çipura 

larvalarında yoğun ölümler görülmüĢtür. Bunlardan iki klinik salgın izlemeye 

alınmıĢtır. Spesifik klinik belirti göstermemelerine rağmen, etkilenen balıklarda 

yüksek mortalite ve histolojik olarak tipik VNN lezyonları tespit edilmiĢtir. 

Balıklarda farklı laboratuvar teknikleri ile yapılan testlerde betanodavirus pozitif 

bulunmuĢtur. Genetik karakterizasyonlarında ise RGNNV/SJNNV reassortant suĢu 

tespit edilmiĢtir (Toffan ve ark., 2017). Hastalıktan sonra hayatta kalanların kötü 

performans gösterebildikleri bildirilmiĢtir (Costa ve Thompson, 2016; Johansen ve 

ark., 2004). 

1.6. Teşhis 

1.6.1. Örnekleme Stratejisi 

Ölmek üzere olanlar ile yeni ölmüĢ balıklara ilaveten, iĢtahın azalmasıyla 

iliĢkili olarak anormal yüzme davranıĢı gösteren ve ilerleyen pigmentasyon 

değiĢikliği ile karakterize balıklar potansiyel enfekte olarak değerlendirilmeli ve bu 

örnekler Ģüphenin konfirme edilmesi amacıyla örneklenmelidir. Sadece baĢ 

bölgesinin sağlanabildiği çok büyük örnekler dıĢında, normal olarak tüm balık 

laboratuvara gönderilmelidir. Surveyans programlarındaki örneklemede sağlıklı 

balıkların örneklenmesi, istatiksel örnekleme modellerine göre adapte edilmelidir. 

Örneklerin alınması ile laboratuvardaki tanıya baĢlanması için aradaki geçen süre  en 

fazla +4 
o
C’de 2-3 gün; -20 veya -80 

o
C’de 2-3- hafta olmalıdır (Anonim, 2017a). 

Klinik belirtideki balıklardan 5-10 adetinin gönderilmesi tanısal amaçlar için 

uygundur. Potansiyel taĢıyıcılar araĢtırıldığında ise balıklar bireysel olarak test 

edilmelidir. Tanısal amaçlar için hedef organlar beyin ve gözlerdir. Larval veya 1 

cm’den küçük balıklardan Ģüphelenildiğinde tüm balık gönderilmelidir. Balık 

uzunluğu 1-6 cm ise beyin ve gözü içeren tüm baĢ bölgesi ayrılmalıdır. Daha büyük 

balıklarda beyin ve göz toplanmalıdır (Anonim, 2017a).  
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Beyin ve göz dıĢındaki diğer organların tanısal amaçlar için uygun olmadığı 

düĢünülmelidir. Yine de yavru balıkların non-invaziv metotlarla test edilmesi 

durumunda yumurta, ovaryum ve seminal sıvılar ile gonadal biyopsiler uygun örnek 

olarak değerlendirilmelidir. Çoğu viral balık hastalığında tespit için önerilen böbrek, 

dalak ve kalp VNN tanısı için uygun değildir (Anonim, 2017a). 

1.6.2. Teşhis Metotları 

VNN teĢhisinde, viral etkenin hücre kültüründe izolasyonunu takiben 

immunolojik veya moleküler tiplendirme uzun yıllar boyunca altın metot olarak 

kabul edilmiĢtir. ġimdilerde yüksek sensitivitede pek çok moleküler araç 

tanımlanmıĢtır, fakat bunların kesin kullanımları laboratuvarlar arası yeterlilik testleri 

aracılığıyla ileri validasyona veya altın metot ile eĢleĢtirme testlerine gerek 

duyulmaktadır. Virus ayrıca, donmuĢ kesitler veya beyin imprintlerinde uygulanan 

immunofloresan (IF) ve beyin ile retinada immunohistokimyasal (IHC) olarak 

identifiye edilmiĢtir. IHC, histolojik analiz için fikze edilmiĢ materyallerde virus 

tespitinde en uygun testtir (Anonim, 2017a). 

1.6.2.1. Hücre Kültüründe Virus İzolasyonu 

Tanı ve araĢtırmalar için betanodavirusların izolasyonu ve üretilmesinde iki 

balık hücre hattı bulunmaktadır. Bunlar, Stripe snakehead’tan köken alan SSN-1 

hücre hattı (Frerichs ve ark., 1996) ve SSN-1’den klonlanan E-11 hücre hattıdır 

(Iwamoto ve ark., 2000). SSN-1 veya E-11 hücrelerindeki CPE, ince veya yuvarlak, 

kırılgan, vakuollü granüler hücreler ve monolayerin parsiyel veya bütün olarak 

parçalanması ile karakterizedir (Anonim, 2017a). SSN-1 hücre hattının tüm fry 

Stripe snakehead’ten oluĢması sebebiyle, virus üremesi sırasında oluĢan CPE 

nonspesifiktir ve uyumsuzluklar gözlenmektedir. Bu durum titrasyon gibi kantitatif 

analizleri çıkmaza sokmaktadır. Bu amaçla SSN-1’den klonlanan E-11’in, kantitatif 

analizler için daha uygun olduğu yapılan çalıĢma ile gösterilmiĢtir. Ayrıca SSN-1 
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hücre hattı retrovirus-C ile persiste enfektedir; bu durum hem moleküler hem 

histolojik testlerde saptanmaktadır. E-11 hücre hattında moleküler olarak tespit 

edilmesine rağmen, histolojik olarak saptanmamıĢtır (Iwamoto ve ark., 2000).  

 Duyarlılığı daha yüksek hücre hatları (GF-1) geliĢtirilmiĢ ve tanımlanmıĢtır 

(Chi ve ark., 1999). Barramundi’lerin (Lates calcarifer) beyin dokularından elde 

edilen BB hücre hattı (barramundi brain cell) hem in vitro hem in vivo Ģartlarda viral 

enfeksiyon ve replikasyon mekanizmalarının çalıĢılması için geçerli bir model olarak 

önerilmektedir (Chi ve ark., 2005). 

Sakamoto ve ark. (2008), tarafından sağlıklı görünümdeki yabani deniz 

türlerinde VNN tespiti için yapılan epidemiyolojik araĢtırmada 729 balıktan 87 adeti 

Nested PCR ile pozitif tespit edilmelerine rağmen, E-11 hücre hattına inoküle edilen 

pozitif örneklerin hiçbirinde CPE elde edilememiĢ ve virus üretilememiĢtir. 

AraĢtırmacılar bu durumu, pozitif bulunan örneklerde ya CPE oluĢturmak için yeterli 

virus titresinin bulunmamasına ya da viral RNA olmasına rağmen sadece virion veya 

enfektif kapsidinin olmayabileceğine bağlamıĢlardır (Sakamoto ve ark., 2008). 

Betanodavirusların cesium chloride gradients aracılığıyla ultrsantrifügasyon ile 

kolaylıkla pürifiye edilebileceği farklı araĢtırmacılar (Chive ark., 2001; Comps ve 

ark., 1994; Mori ve ark., 1992) tarafından bildirilmiĢtir. 

1.6.2.2. İmmunofloresan 

Klasik IF’ a göre boyanmıĢ beyin kesitleri, betanodavirus infeksiyonunun 

tespiti için uygun bir metot olarak rapor edilmiĢtir. Sensitivitesinin bilinmemesinden 

dolayı, bu metot sadece klinik enfekte balıklarda önerilmektedir (Anonim, 2017a). 

1.6.2.3. Histopatoloji 

VNN'in histopatolojik tanısı, merkezi sinir sisteminin (MSS) geniĢ nekrozuna 

dayanır; etkilenen sinir hücrelerinin sitoplazmasında bulunan çok sayıda virus 
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partikülü, orta ve arka beyinde yaygın nöronal dejenerasyon ve retinada 

vakuolizasyon ile karakterizedir (Glazebrook ve ark., 1990; Nishizawa ve ark., 

1995a). Larva ve juvenillerde bu lezyonlar çok daha fazla göze çarparken,  

semptomatik yetiĢkinlerde bazen çok nadirdir, bazen de tespit etmek zordur. Yangı 

prosesi genellikle çok ihtiyatlıdır ve makrofajların varlığı büyük ihtimalle sekonder 

enfeksiyonun sonucudur (Anonim, 2017a). Balıkların yaĢ farklılığına göre histolojik 

farklılıklar da ortaya çıkabilmektedir. Virusun doku dağılımında yaĢa bağlı farklılık 

olmamasına rağmen, larvaların beyninde Ģiddetli nekroz görülürken, genç ve 

yetiĢkinlerin beyinlerinde daha yüksek virus konsantrasyonları varlığında bile daha 

düĢük düzeyde nekroz görülebilmektedir (Mladineo, 2003).  

Enfekte Asya levreği larvalarında geniĢlemiĢ, yuvarlak, bazofilik hücreler ile 

birlikte optik tektum, serebellum, tegmentum, vagal loblar, medulla oblongata ve 

omurilik hücrelerinde inklüzyon cisimcikleri ve sitoplazmik vakuoller 

tanımlanmıĢtır. Gözlenen vakuoller genellikle çok geniĢtir ve nöral madde kaybına 

neden olarak retina dahil olmak üzere dokularda süngerimsi bir görünüme neden 

olmaktadır (Renault ve ark., 1991). Atlantik halibut'ta VER'in doğal salgınları 

sırasında doku lezyonları ve solungaç tabanı hücrelerinde virus benzeri parçacıklar 

gözlenmiĢtir (Grotmol ve ark.,  1997).  

1.6.2.4. Elektron Mikroskobi 

Elektron mikroskobik muayenede, beyin ve retina hücrelerinin dejenerasyonu 

gözlenir, 25 nm çapındaki virionlar nöronların sitoplazması içinde nükleer kromatin 

marjinasyonu göstererek bulunurlar. Virionlar retinada, ya sitoplazmada 

endoplazmik retikulum (ER)'e bağlanmıĢ olarak ya da serbest olarak bulunabilir. 

Çekirdek membranın ayrılması ve mitokondrinin iç kristallerinin parçalanması 

gözlemlenebilir, bunun sonucu olarak sadece plazma membranın kalıntıları kalır 

(Glazebrook ve ark., 1990). Piknoz ve hücre lizisi gibi iki dejeneratif değiĢiklik te 

görülebilir. Hücre lizisi daha sık meydana gelir ve vakuolasyon ile yakından 

iliĢkilidir. Piknotik hücrelerin sitoplazmalarında yoğun olarak virus parçacıkları 
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bulunur, birkaç dejenere mitokondri gözlenir ve hücreler yüksek oranda nekrotik 

görülür (Yoshikoshi ve Inoue, 1990). 

1.6.2.5. Moleküler Teknikler 

Hastalığın tanısında moleküler tanı metotlarının geliĢmesiyle birlikte ilk 

önceleri konvansiyonel RT-PCR metodu kullanılmıĢtır. Devam eden çalıĢmalarda 

Nested PCR metotları geliĢtirilmiĢ ve kullanılmıĢtır. F2-R3 primerleri, RNA2 

segmentinin T4 değiĢken bölgesi hedeflenerek dizayn edilmiĢtir (Anonim, 2017a). 

Dalla Valle ve ark. (2000) ve Thiéry ve ark. (1999), protokolleri akdeniz kökenli 

betanodavirusların tespiti için geliĢtirilmiĢtir. Grotmol ve ark. (2000)’nın protokolleri 

ise soğuk su suĢlarının tespiti için geliĢtirilmiĢtir. Ancak Nested PCR, yüksek 

sensitivitesine rağmen, kontaminasyona yatkın olması ve fazla zaman alması gibi 

sebeplerden dolayı  çok yoğun çalıĢan laboratuvarlar için uygun olmamaktadır 

(Panzarin ve ark., 2010). Bu nedenle daha güvenilir, sensitiv, kontaminasyonun en 

aza indirgendiği ve daha kısa sürede sonuç veren pek çok Real Time RT-PCR 

metodu geliĢtirilmiĢtir (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). RNA2 tespitinin RNA1 tespitinden 2-

10 kat daha fazla olduğu ve Real Time testlerinde kapsid protein hedefli 

yaklaĢımların daha duyarlı olduğu bildirilmiĢtir (Dalla Valle ve ark., 2005). 

 VNN OIE referans laboratuvarı tarafından geliĢtirilen TagMan temelli Real 

Time RT-PCR metodu (Panzarin ve ark., 2010), OIE standartlarına göre valide 

edilmiĢtir ve Atlantik cod (Gadus morhua) ile Atlantik halibut betanodaviruslarının 

yanı sıra yayınlanan dört genotipin tespiti için de uygun görülmektedir (Anonim, 

2017a). GeliĢtirilen bu metodun hücre kültüründe virus izolasyonu veya Nested 

PCR’a göre 100 kat daha sensitiv olduğu yapılan çalıĢmalar ile kanıtlanmıĢtır 

(Panzarin ve ark., 2010). 

Genomik sekanslama, tanının konfirmasyonu için çok kıymetli olmasının yanı 

sıra, epidemiyolojik çalıĢmalar için de gereklidir. T4 değiĢken bölgesinin (Nishizawa 
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ve ark., 1997) sekans analizi, genotipin doğru tayin edilmesine imkan tanır. Ancak 

iki genomik segmentin sekansına dayalı filogenetik analiz, daha informatif 

görüldüğü ve farklı betanodavirus genotipleri arasında ve genotip içi meydana gelen 

olası reassortment durumlarının da ortaya konulmasında çok önemli olduğu 

bildirilmektedir (Olveira ve ark., 2009; Panzarin ve ark., 2012; Toffolo ve ark., 

2007). Betanodavirusların ilk filogenetik analizi Toffolo ve ark. (2007), tarafından 

RNA1 ve RNA2 parsiyel sekansına göre yapılmıĢtır. 

1.6.2.6. Serolojik Testler 

Yeterli araĢtırma olmadığı için, Ģimdiye kadar spesifik antikorlar, balık 

populasyonlarının viral durumunun değerlendirilmesi için rutin bir izleme metodu 

olarak düĢünülmemiĢtir. Yine de spesifik antikorların bulunduğu farklı yazarlar 

tarafından rapor edilmiĢtir. Saha araĢtırmalarına göre, ELISA titresinin ≥ 1:40 olması 

viral enfeksiyonun göstergesiyken, ≤ 1:10 değeri viral enfeksiyonun ariliğinin 

göstergesidir (Watanabe ve ark., 2000). Hedef dokulardan betanodavirus antijeni 

tespitinde de ELISA kullanılmıĢtır (Arimoto ve ark., 1992). 

1.6.3. Tanı Metodunun Seçimi 

VER/VNN’in, tanısı için pek çok metot bulunmaktadır. Hücre kütüründe virus 

izolasyonu ve identifiasyon testlerinin yanı sıra yüksek sensitiviteli moleküler tabanlı 

testler geliĢtirilmiĢtir. Sadece viral nükleik asidin tespitine olanak sağlayan 

moleküler tabanlı testlerin yüksek duyarlılıkları, düĢük maliyetleri ve zaman 

tasarrufu gibi özellikleri avantaj sağlarken, virusun varlığını daha doğru bir ifadeyle 

aktif bir enfeksiyonu tanımlayan konvansiyonel metotlar da altın metot olarak 

avantaj sağlamaktadırlar. Bu nedenle VNN tanısında amaç, maliyet ve zaman gibi 

parametreler gözetilerek tanı yöntemi seçilmelidir. Hedeflenen surveylans ve tanısı 

için varolan metotlar Çizelge 1.4’te gösterilmiĢtir (Anonim, 2017a). 
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Çizelge 1.4. Betanodavirus surveylans, tespit ve tanı metotları (Anonim, 2017a). 

Metot Hedefli Sürveylans Olası Tanı Konfirmasyon 

Tanısı 

Histopatoloji d c d 

Histopatoloji+Ġmmunboyama c b a 

Elektron Mikroskobi d c d 

Hücre Kültüründe Virus 

Ġzolasyonu+Ġmmunboyama, RT-qPCR, RT-

PCR, Sekans  

b a a 

RT-PCR c a c 

RT-PCR+Sekans  b a a 

RT-qPCR a a a 

a) UlaĢılabilirlik ve kullanılabilirlik/yararlılık ve tanısal spesifite ve sensitivitesinden dolayı tavsiye edilen metot 
b) Ġyi tanısal sensitivite ve spesifitesi ile standart bir metottur, ancak maliyet ve ulaĢılabilirliği uygulanmasını 
sınırlandırır 
c) Metot bazı durumlarda uygulanır, ancak kesinlik/doğruluk/hassasiyeti ve diğer faktörler uygulanmasını çok 
sınırlandırır 
d) Metot bu amaç için Ģu anda tavsiye edilmemektedir. 

Bu metotların uygunluğu, güvenirlilik, sensitivite, spesifite ve yararlılık 

baĢlıkları üzerinde olmasından dolayı kısmen subjektiftir. Kategori a ve b olarak 

listelenen testlerin hepsinin resmi standardizasyonu ve validasyonu geçirilmemiĢ 

olmasına rağmen, rutin yapılıĢ ve Ģüpheli sonuçlar olmadan geniĢ kullanımda 

olmasından dolayı, bu testleri kabul edilebilir kılmaktadır (Anonim, 2017a). 

Hedefli sürveylans, duyarlı türlerin yetiĢtirildiği çiftliklerin düzenli olarak 

izlenmesi prensibinde olmalıdır. ġüphelenilen genotiplerin optimum sıcaklığı dikkate 

alınarak en uygun mevsimde, mümkün ise larval dönem ve juveniller 

örneklenmelidir. Sağlıklı populasyonlarda hastalıktan ariliğin gösterilmesi için Ģuan 

için resmi veya önerilen bir test metodu bulunmamaktadır. RT-qPCR ve takibinde 

virus izolasyonu hedefli betanodavirus sürveylansı için en uygun metot olarak 

düĢünülmelidir (Anonim, 2017a). 
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1.6.4. Destekleyici Tanı Kriterleri 

1.6.4.1. Şüpheli Vakaların Tanımlanması 

AĢağıdaki kriterlerden en az biri ile karĢılaĢılırsa VNN hastalığından 

Ģüphelenilmelidir; 

a) Duyarlı türlerde anormal yüzme davranıĢları, 

b) Duyarlı türlerde bir populasyonda tipik histopatolojik lezyonların tespit edilmesi, 

c) Etkenin identifikasyonu yapılmadan hücre kültürlerinde tipik CPE gözlenmesi, 

d) Çizelge 1.4’te bildirilen ”Olası Tanı”da a veya b olarak tanı testlerinden birinin 

pozitif sonuç vermesi, 

e) Enfekte çiftlikten diğerine canlı balık transferi, 

f) Enfekte bir çiftlik ve ikincil bir çiftlik arasında epidemiyolojik farklılıkların var 

olması, 

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

1.6.4.2. Konfirme Vakanın Tanımlanması 

Konfirme bir VNN vakası, hücre kültüründe tipik bir CPE meydana getiren 

Ģüpheli bir vakanın etkenin izleyen identifikasyonunun serolojik, moleküler veya 

farklı bir tanı yöntemi ile ikinci bir pozitif sonuç alınmasıdır (Anonim, 2017a). 

1.7. Korunma ve Kontrol 

Betanodaviruslar, ciddi bir viral hastalığa neden olurlar ve hastalığın Ģu an için 

hiçbir tedavisi yoktur. Ancak, ümit verici aĢı çalıĢmaları devam etmektedir (Nuñez-

Ortiz ve ark., 2016). Kontrol stratejileri tasarlanırken virusun replikasyon kaynağı 

olan damızlıklar ve larvalar ile horizontal bulaĢmadan sorumlu asemptomatik 

taĢıyıcıların hedeflenmesi, ayrıca bulaĢmanın kontrol altına alınması önemli bir 

husustur. YetiĢtiricilik önlemleri VNN salgınlarını azaltmada etkilidir, ancak 
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tamamen kontrol etmek için yeterli değildir. Virus replikasyonunu engelleyen 

antiviral ilaçların kullanımı, balıklarda ve su ortamında viral yükün azaltılmasında 

umut veren diğer yöntemlerdir. Hem vertikal hem horizontal olarak bulaĢabilen bir 

RNA virusunun neden olduğu VNN hastalığının mantıklı kontrolü; etkili 

biyogüvenlik önlemleri ve aĢılamalardır (Costa ve Thompson, 2016). 

1.7.1. Biyogüvenlik Önlemleri 

Kuluçkahaneye giren suya UV muamelesi, sanitasyon bariyerlerinin 

konulması, biyolojik filtrelerin ve tankların düzenli dezenfeksiyonu ve nadasa 

bırakılması, alet ve gereçlerin dezenfeksiyonu, beslemede kullanılan iĢlenmemiĢ 

balıklardan kaçınmak gibi genel hijyen uygulamalarına ek olarak, anaçlar için yeterli 

yem sağlanması, larva ve juvenillerin stok yoğunluğunun azaltılmasını içeren 

üremeyi indükleyici metotlar ile stres faktörlerinin azaltılması önemlidir (Mushiake 

ve ark., 1994). 

Etkili dezenfeksiyon prosedürlerinin uygulanması, VER'in kontrol edilmesine 

yardımcı olabilir. SJNNV ile yapılan çalıĢmalar, virus partiküllerinin pH 12'de ve 

sodyum hipoklorit, kalsiyum hipoklorit, benzalkonyum klorür ve iodin ile tamamen 

inaktive olduğunu göstermektedir (Arimoto ve ark., 1996). SBNNV, ısıl iĢlem, 

ultraviyole ıĢık (UV) ve ozon ile etkin bir Ģekilde etkisiz hale gelirken;  formalin, 

etanol, metanol, eter ve kloroform, virusun inaktivasyonunda etkili değildir (Frerichs 

ve ark., 2000). 

Larval dönemde vertikal bulaĢma duyarlılığının yüksek olması nedeniyle ile, 

mortaliteyi azaltmak için önlemlerin alınması önemlidir (Mori ve ark., 1998). Striped 

jack, sevenband grouper, barfin flounder ve Atlantik halibutların larva üretiminde 

hastalığın kontrol altına alınmasında; fertil yumurtaların ozonla muamele edilmiĢ 

deniz suyunda yıkanması veya besleme suyunun ozonla muamelesi veya klorlama 

etkili yöntemlerdir (Arimoto ve ark., 1996; Grotmol ve Totland, 2000; Mori ve ark., 

1998; Watanabe ve ark., 2000). 
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Kuluçkahanelerde vertikal bulaĢmadan kaçınmak için, gonadal biyopsilerde 

PCR metotlarının yürütülmesiyle taĢıyıcı anaçların tespit edilmesi ve bütün 

pozitiflerin çıkarılması önerilmektedir (Mori ve ark., 1998; Mushiake ve ark., 1994, 

Nishizawa ve ark., 1994). Buna rağmen seçili anaçlarda virus enfeksiyonun PCR ile 

tespitinin bazı durumlarda baĢarısızlığa uğradığı da bildirilmiĢtir (Nishizawa ve ark., 

1996). ELISA ile anaçlarda virusa karĢı antikorların taranması da sağlıklı sürülerin 

oluĢturulması açısından önemlidir (Watanabe ve ark., 2000). Betanodavirus saçılımı,  

sıklıkla yumurtlama mevsiminde meydana geldiğinden yumurtlama sayısını 

sınırlamak ta vertikal bulaĢma insidansını azaltmaktadır (Mushiake ve ark., 1994). 

1.7.2. Aşılama 

Son 20 yıldan beri pek çok inaktif, rekombinant, virus benzeri partikül (Virus-

like particles-VLPs) ve DNA aĢısı, sahada ve laboratuvarlarda denenmektedir. Orta 

Ģiddetten yüksek Ģiddete kadar farklı hastalık tablolarında rölatif hayatta kalma 

oranlarına (relative percent survival-RPS) göre, aĢıların korunmaları ya azdır ya da 

hiç yoktur (Costa ve Thompson, 2016). 2017 yılında güncellenen OIE Akuvatik El 

Kitabı’na göre, betanodavirus aĢısı ile ilgili yoğun araĢtırmalara rağmen, 

Japonya'daki seven-band grouper VER'ine karĢı inaktif RGNNV aĢısı dıĢında hiçbir 

ticari aĢının henüz mevcut olmadığı bildirilmiĢtir (Anonim, 2017a). Ancak son 

geliĢmeler takip edildiğinde, 2018 yılı ġubat ayında Norveç menĢeli, Akdeniz 

havzasında yaygın olarak bulunan RGNNV genotipine karĢı “ALPHA JECT micro® 

1Noda” isimli ilk inaktif ticari aĢının geliĢtirildiği bildirilmiĢtir (Anonim, 2018c). 

AĢının Ġspanya, Ġtalya, Hırvatistan ve Yunanistan tarafından da resmi onay aldığı 

bildirilmektedir (Anonim, 2018d). 
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1.7.2.1. Aşı Çalışmaları 

1.7.2.1.1. İnaktif Aşılar 

Formalinle inaktive edilmiĢ RGNNV aĢılarının sevenband  grouper balıklara 

intraperitoneal olarak verilmesiyle yapılan denemelerde, enjeksiyonun 10. günden 

sonra nötralizan antikorların oluĢmaya baĢladığı; 160. günden sonraki RPS değerinin 

% 67 veya daha üstü, 9. haftadaki değerin ise % 85 olduğu ortaya konulmuĢtur 

(Yamashita ve ark.,  2005) . DKID50 değeri 10
-7 

olan aĢı denemelerinde ise 

hastalıktan tam korunma için gerekli nötralizan antikor titresinin 1/200 veya daha 

yüksek olması gerektiği bildirilmiĢtir (Yamashita ve ark., 2009a). Formalinle 

inaktive edilmiĢ baĢka RGNNV aĢı denemelerinde de nötralizan antikorların varlığı 

ortaya konulmuĢ, ayrıca deneysel enfeksiyon çalıĢmalarında bu antikorların beyin ve 

böbrekte virusun replikasyonunu baskıladığı kanıtlanmıĢtır (Pakingking ve ark., 

2009; Pakingking ve ark., 2010).  

1.7.2.1.2. Rekombinant Aşılar 

VNN için rekombinant protein ekspresyonu ile aĢı geliĢtirilmesine yönelik 

artan bir ilgi vardır (Costa ve Thompson, 2016). Nakai ve ark. (1995), tarafından 

Escherichia coli'de eksprese edilen, SJNNV’nin rekombinant kapsid proteini, striped 

jack türü balıklara i.m. olarak uygulandığında nötralizan antikorların oluĢtuğu 

gösterilmiĢtir. Benzer rekombinant protein aĢıları RGNNV genotipi kullanılarak, 

sevenband grouper’lerde (Tanaka ve ark., 2001) ve humpback (kambur) grouper 

(Cromileptes altivelis)’lerde (Yuasa ve ark., 2002) yapılmıĢ ve yüksek titrede 

nötralizan antikorlar elde edilmiĢtir. Ancak denenen bu aĢılar, farklı artan dozlarında 

azalan RPS çeliĢkisinden dolayı ticari olarak geliĢtirilememiĢtir (Tanaka ve ark., 

2001). Asya levreğinden izole edilmiĢ virustan elde edilen rekombinant kapsid 

proteininin 50 µg doz ile yapılan baĢka bir denemede ise juvenil boylarda % 76 RPS 

elde edilmiĢtir (Vimal ve ark., 2014). 
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1.7.2.1.3. Virus Benzeri Parçacıklar 

Virus benzeri parçacıklar (Virus like particles-VLP) betanodavirus 

enfeksiyonları için bir aĢı alternatifidir (Costa ve Thompson, 2016). Malabar orfoz 

(Epinephelus malabaricus) ve ejderha orfozunun (Epinephelus lanceolatus) 

Escherichia coli' den eksprese edilen betanodavirus VLP ile immünizasyonunda; 

nötralizan antikorların 4. haftada (w.p.i.) yüksek titrede olduğu, raphel (booster) 

uygulaması ile de bu seviyenin daha da arttığı ortaya konulmuĢtur.  Ayrıca antikor 

yanıtını artırmak için adjuvanın gereksiz olduğu ve VLP immunizasyonunda yüksek 

antikor titrelerinin 5 aydan fazla devam ettiği bildirilmiĢtir (Liu ve ark., 2006). 

Turuncu benekli grouperlerde (orfoz) (Epinephelus coioides) Escherichia coli'de 

üretilen tek doz VLP'nin, 1 haftada (w.p.i.) yüksek titre nötralizan antikor 

oluĢturduğu, enjeksiyondan 12 saat sonra (h.p.i.)  karaciğer, dalak ve ön böbrekte 

hücresel ve doğal bağıĢıklık ile ilgili genleri aktive ettikleri gösterilmiĢtir (Lai ve 

ark., 2014). Thiery ve ark. (2006), tarafından, Avrupa levreklerinde, bakalovirustan 

eksprese edilen kapsid proteini kullanılarak RGNNV VLP'nin hem immun yanıt hem 

challenge’a karĢı koruyucu etkisi ortaya konulmuĢtur, ayrıca immunizasyondan 30 

gün sonra % 89’a kadar yüksek bir RPS değerine ulaĢılmıĢtır (Thiery ve ark.,  2006). 

Saccharomyces cerevisiae mayası kullanılarak üretilen RGNNV VLP’nin  

Epinephelus septemfasciatus orfozunda oral ve i.p. uygulamalarının RPS üzerinde 

etkisi incelenmiĢ; sırasıyla % 50 ve % 100 gibi çok farklı değerler bulunmuĢtur (Wi 

ve ark., 2015). 

1.7.2.1.4. Sentetik Peptit Aşıları 

Sentetik peptidlerin Betanodavirus aĢıları olarak kullanılabilirliğinin fizibilitesi 

de incelenmiĢtir. Bu aĢıları geliĢtirmek için koruyucu epitopların bilgisinin gerekli 

olduğu bildirilmektedir (Winton, 1998). Bu konudaki ilk çalıĢmalarda potansiyel 

sentetik peptitlerin kullanımları araĢtırılmıĢ ve betanodavirusun N-terminal 

peptidinin korunmada rol oynadığı  ileri sürülmüĢtür (Coeurdacier ve ark., 1999; 

Coeurdacier ve ark., 2003). 
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1.7.2.1.5. DNA Aşıları 

VER'in kontrolü için DNA aĢılarının kullanımın fizibilitesi ile ilgili çalıĢmalar 

yapılmıĢtır. Bunlardan bazıları, diğer balık virusları ile çapraz reaksiyon veren ve 

nonspesifik immun yanıt oluĢturarak hastalıktan korumayı amaçlayan infectious 

hematopoietic necrosis virus (IHNV) veya viral hemorajik septisemi virusu (VHS)  

kökenli DNA aĢılarıdır. Ġlk haftalardaki % 100 olan RPS değerleri, 5. haftadan sonra 

% 63’lerin altına inmektedir (Sommerset ve ark., 2003; Sommerset ve ark., 2005).  

BaĢka bir DNA aĢı çalıĢmasında, aĢının TLR9, Mx, IL-1β, spesifik antikorlar ve Th1 

ve Th2 belirteçleri T-bet ve GATA-3'ün yukarı regülasyonu ile hem doğal hem de 

kazanılmıĢ immun yanıtları indüklediği ortaya konulmuĢtur. Ayrıca aynı çalıĢmada 

adjuvan kullanımının RPS seviyesini bir miktar artırdığı bildirilmiĢtir (Chen ve ark., 

2015d).  

1.7.2.2. Aşılama Yöntemleri 

AĢı çalıĢmalarının çoğu, yavru olmayan balıklarda i.m. veya i.p. enjeksiyon ile 

yapılmaktadır. Betanodaviruslar genç balıkları, özellikle de larvaları ve yavruları 

etkilediğinden dolayı aĢıların enjeksiyon yoluyla verilmesi zorlaĢır. Ayrıca çoğu 

zaman da balıklar tam olarak immunokompetant olmadığı için uygun değildir. Yavru 

balıkların immunokompetant olmamasına rağmen yine de diğer kitlesel aĢılama 

yöntemleri üzerine çalıĢmalar devam etmektedir (Costa ve Thompson, 2016). 

Konuyla ilgili olarak yavrularda yem olarak kullanılan artemialara kapsüllendirilmiĢ 

rekombinant NNV aĢısı oral olarak uygulandığında daha önceki denemelerden daha 

iyi sonuçlar elde edilmiĢtir (Chen ve ark., 2011; Lin ve ark., 2007).  

Alternatif baĢka bir aĢılama yolu olarak banyo aĢılaması denenmiĢtir. 

KapsüllenmiĢ veya kapsüllenmemiĢ formalin ile inaktive edilmiĢ betanodavirusun, 

turuncu benekli grouper larvaları (0.2 g) banyo yoluyla immunizasyon denemeleri 

yapılmıĢtır. Ġnaktif aĢı, patentli Alarvita Biolife Co teknolojisi ile nano-kapsülleme 

gerçekleĢtirilmiĢ ve daha iyi sonuçlar elde edilmiĢtir. AraĢtırmacılar ayrıca, 
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kapsüllenmemiĢ virusun 0.4 mM binary ethylenimine (BEI) ile inaktivasyonunda ; % 

79 <RPS <95, 0.1-0.2 formalinle inaktivasyonunda ise; % 39 <RPS <43 değeri elde 

etmiĢlerdir. BEI ile inaktive edilmiĢ betanodavirus koruması 30. günde (d.p.v.) pik 

değere ulaĢmıĢ ve en az 3 ay koruma sağlamıĢtır (Kai ve Chi, 2008). 

VNN virusunun vertikal bulaĢma özelliğinden dolayı, anaçların aĢılanması da 

bir baĢka alternatiftir. Kai ve ark. (2010), tarafından gerçekleĢtirilen bir çalıĢmada, 

35-60 kg’lık patates grouperleri (Epinephelus tukula) Freund's complete adjuvantlı 

inaktif betanodavirus aĢısı ile i.m. yolla immunize edilmiĢtir ve immunize 

edilmeyenlere göre vertikal bulaĢma riskinin önemli derecede azaldığı ortaya 

konulmuĢtur. AĢılamadan sonraki 5. ayda bile spesifik antikorların, aĢılanmayanlara 

göre hala yüksek seviyede olduğu, bu anaçlardan elde edilen yumurtalarda da 

virusun saptanmadığı, aĢılanmayanlarda ise virusun aktivitesini hala devam ettirdiği 

bildirilmiĢtir (Kai ve ark., 2010). 

Reishi immünomodülatör protein gibi immünostimülatör bileĢiklerin 

uygulanması da, larva boy balıkların adaptif bağıĢıklık sisteminin tam olarak 

geliĢmesinden önce bağıĢıklık yanıtını arttırmak için önerilmiĢtir (Kuan ve ark., 

2012). Canlı NNV ile birlikte uygulanan Poly I: C'nin, sevenband grouperlerde, hem 

laboratuvar koĢulları altında (Nishizawa ve ark., 2011) hem de saha uygulamalarında 

(Oh ve ark., 2012) koruma sağladığı gösterilmiĢtir. Saha çalıĢmalarında, VNN 

salgınından 20 gün sonra uygulanan Poly I: C, balıkların hayatta kalma oranlarını 

artırmıĢ ve bu koruma 10 aydan daha uzun bir süre devam etmiĢtir (Oh ve ark., 

2012). 

Isı uygulamalarındaki değiĢiklikler de aĢıların etkinliği üzerine önemli bir 

faktördür. Optimum 26 
o
C'de yetiĢirilen balıklara, canlı aĢı uygulamasının 17 ° C'de 

yapılmasının VNN enfeksiyonlarında hayatta kalma yüzdesini artırdığı gösterilmiĢtir 

(Nishizawa ve ark., 2012). Tanaka ve ark. (1998), su sıcaklığının VER geliĢimini 

etkileyebileceğini ve daha yüksek su sıcaklıklarında daha erken ve daha yüksek ölüm 

oranlarının ortaya çıkabileceğini bildirmiĢtir.  
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AĢıların miks kullanımlarının da korunmadaki etkileri araĢtırılmıĢtır. Balıklar 

ya canlı apatojen aquabirnavirus (ABV) (i.m.) veya inaktif RGNNV (i.p.) ya da her 

ikisi ile birlikte immunize edilmiĢtir. Daha sonra RGNNV ile challange uygulaması 

yapılmıĢtır. ABV ve inaktif RGNNV'yi birlikte alan balıklar, 3 d.p.v. kadar erken bir 

zamanda % 60'ın üzerinde bir RPS göstermiĢtir. ABV’nin, enfeksiyonun çok erken 

aĢamalarında RGNNV'ye karĢı spesifik olmayan koruma sağlayan potansiyel bir 

immünomodülatör aktiviteye sahip olduğu ileri sürülmüĢtür (Yamashita ve ark., 

2009b). 

VNN’ in aĢılama yoluyla kontrol edilmesi çok umut vericidir. Pek çok inaktif 

ve rekombinant aĢı çalıĢmaları önemli bir korunma sağlandığını göstermektedir. 

Bununla birlikte, genotipler arasında çapraz bağıĢıklık görülmemektedir;  balıklar 

aynı anda birden fazla genotip ile enfekte olabilir, bu nedenle farklı genotiplerden 

korunmak için multivalan bir aĢıya ihtiyaç duyulabilmektedir. NNV, hücre içi 

patojen olduğundan, virusa karĢı etkili bir adaptif yanıt sağlamak için hem B hücresi 

hem de CTL aktivitelerine gereksinim vardır (Costa ve Thompson, 2016). Uygulanan 

antijen türü ve izlediği immunizasyon stratejisinin bu yanıtı etkilediği bilinmektedir. 

Canlı, attenüe veya DNA aĢıları gibi hücre içi yoldan antijenlerin sunumu MHC-I 

bağımlı CD8 + yanıtlarını (yani CTL'ler) indüklerken, inaktif ve rekombinant protein 

aĢıları gibi hücre dıĢı uygulama ise MHC-II bağımlı CD4 + yanıtlarını (örneğin 

antikor tepkileri) indüklemektedir (Munang'andu ve ark., 2015).  

1.8. Tedavi 

Virus replikasyonunu inhibe eden kimyasalların kullanımı incelenmiĢ ve 

betanodavirus tropizminin monoamin nörotransmitter sistemini içerdiği öne 

sürülmüĢtür (Huang ve ark., 2014). Anti-RdRp olan Ribavirinin (1-b-D-

ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide), betanodavirus enfeksiyonuna etkisi 

araĢtırılmıĢ ve RGNNV RdRp ile etkileĢtiği; viral enfeksiyonu in vitro olarak inhibe 

ettiği ortaya konulmuĢtur (Huang ve ark., 2015). Oligonol (saflaĢtırılmıĢ fenolik 

ekstraktı lyche'nin meyvesi)’un, enfeksiyonun erken evrelerinde uygulandığında 
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muhtemelen virusun hücreye bağlanmasını engelleyerek viral yükü azalttığı ortaya 

konulmuĢtur (Ichinose, 2013). 

Betanodavirus enfekte balıkların tedavisinde, AMP'lerin (antimikrobiyal 

peptitler) kullanımı ile konakçının immun yanıtını modüle etme kabiliyetleri olası bir 

yöntem olarak önerilmiĢtir. Balıklara iki AMP, TH1-5 (tilapia hepcidin 1-5) ve Epi-1 

(epinisin-1) verildiğinde, TH1-5'in enfeksiyon sırasında viral yükü azaltmaya 

yardımcı olduğu, Epi-1’in ise enfeksiyon sırasında ve sonrasında virusu temizlediği 

gösterilmiĢtir (Wang ve ark., 2015). 

Malabar orfoz larvalarına grouper (orfoz, lahos)  IFN ve somon IFN i.p. veya 

oral yolla uygulandığında, grouper betaodaviruslarına karĢı önemli bir koruma 

sağladığı gözlemlenmiĢtir (Kuo ve ark., 2016). 

Bu çalıĢmanın amacı, Türkiye’de kültürü yapılan tüm levrek kuluçkahaneleri 

ve bazı levrek yetiĢtirme iĢletmelerinde VNN virusunun yaygınlığının 

araĢtırılmasıdır. ÇalıĢma kapsamında kullanılacak Kantitatif Real-Time RT-PCR ve 

hücre kültüründe virus izolasyonu ile enfekte iĢletmeler tespit edilecektir. Türkiye’de 

ve dünyada ihbari mecburi bir balık hastalığı olmamasına rağmen, önemli ekonomik 

kayıplara neden olan ve uluslar arası balık ve balık ürünleri ticaretinde önemli bir yer 

tutan VNN virusunun yaygınlığının araĢtırılması ile levrek kuluçkahanelerinin 

enfeksiyon kapasitesi ve levrek yetiĢtirme iĢletmelerinin virus epidemiyolojisindeki 

rolleri ortaya konulacaktır.  

AraĢtırmada, saha çalıĢmalarına baĢlamadan önce OIE tarafından önerilen ve 

Panzarin ve ark. (2010), tarafından geliĢtirilen Real Time RT-PCR metodu Balık 

Hastalıkları Ulusal Referans Laboratuvarı olan Ġzmir/Bornova Veteriner Kontrol 

Enstitüsü Viroloji Bölümü’nde optimize edilerek, hali hazırda hücre kültüründe virus 

izolasyonunu takiben Nested PCR olan metodun yerini alarak teĢhis süresinin 

kısalmasına katkı sağlayacaktır. 
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AraĢtırmanın birinci kısmında, ülkemizde bulunan tüm levrek 

kuluçkahanelerindeki farklı yaĢ gruplarına ait döllenmiĢ yumurta, prelarva, postlarva, 

fry ve fingerling boy levrekler VNNV yönünden belirtilen metot ile taranacak ve 

olası viral kapasite ortaya konulacaktır. Ayrıca virusun tespiti halinde yapılacak 

retrospektif epidemiyolojik çalıĢma ile kontamine kuluçkahaneler ile iliĢkisi bulunan 

iĢletmeler taranacak ve bu iĢletmelerdeki durum ortaya konulacaktır. Ayrıca 

kuluçkahanelerde enfeksiyonun veya virus varlığının hangi aĢamada baĢladığı ve 

enfeksiyon süreci takip edilecektir. 

AraĢtırmanın ikinci kısmında, levrek yetiĢtirme iĢletmelerinde VNNV’nin 

yaygınlığının, epidemiyolojik temelli bir modelleme ile araĢtırılmasıyla da küçük, 

orta ve büyük boy levreklerde virusun ülkemizdeki yaygınlığı araĢtırılacak, ayrıca 

iliĢkili bulunduğu kuluçkahanelerdeki virusun durumunun karĢılaĢtırılmasıyla; viral 

bulaĢmanın olası kaynağının (yavru alıĢveriĢi, su, yem vs.) ortaya konulması 

sağlanacaktır. Bu bağlamda söz konusu tez projesi ile; 

 Levrek kuluçkahanelerinde döllenmiĢ yumurta, prelarva, postlarva, fry ve 

fingerling boy balıklarda hastalığın araĢtırılması ile enfeksiyon kaynaklarının 

belirlenmesi, ayrıca kuluçkahanelerde enfeksiyonun veya virus varlığının hangi 

aĢamada baĢladığı ve enfeksiyon süreci takip edilecek, 

 Levrek yetiĢtirme iĢletmelerinde hastalığın araĢtırılması ile ülkemizde mevcut 

epidemiyolojik durum ortaya konulacak, 

 Levrek kuluçkahaneleri ile iĢletmeleri arasında olası bulaĢma durumlarının 

ortaya konulması ile riskler belirlenenecek, 

 Ayrıca virusun tespiti halinde yapılacak retrospektif epidemiyolojik çalıĢma ile 

kontamine kuluçkahane/yetiĢtirme iĢletmeleri izlenecek ve bunlarla iliĢkili olan 

diğer kuluçkahane/yetiĢtirme iĢletmeleri izlenerek bu iĢletmelerdeki virusun 

durumu ortaya konulacak, 

 ÇalıĢma ile olası tespit edilecek izolatlarda moleküler araĢtırmaların yapılarak, 

izolatlar arası farklılıklar moleküler düzeyde ortaya konulacak, 

 Genetik dizilimlerin ortaya konulmasıyla filogenetik analizler yapılacak ve bu 

sayede ileride geliĢtirilebilecek aĢı çalıĢmalarına değerli veriler sağlayacak, 
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 Söz konusu çalıĢma ile hem levrek kuluçkahaneleri hem levrek yetiĢtirme 

iĢletmeleri bir bütün olarak düĢünüldüğünde, tüm yaĢ gruplarının bir arada 

incelendiği bir çalıĢma olacak, 

 Ayrıca Real Time RT-PCR metodunun laboratuvarda optimize edilmesiyle, 

teĢhis süresinin kısalmasına ve maliyetin azalmasına katkı sağlayacaktır.   
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2. GEREÇ ve YÖNTEM 

2.1. Gereç 

2.1.1. Örnekleme ve Kayıt 

Örnekleme, virusun aktif olarak bulunduğu su ısısının optimum geliĢme ısısına 

(25-30 
o
C) en yakın bulunduğu yaz ve erken sonbahar aylarında yapılmıĢtır. 

Örneklemede ayrıca iĢletmelerin coğrafi konumu, hastalık geçmiĢleri, kaç yıldır faal 

oldukları, enfekte ülkelerle herhangi bir balık veya balık ürünü alıĢveriĢinin olup 

olmadığı, ülke içinde hangi iĢletmelerle iliĢki halinde olduğu, örnekleme 

zamanındaki güncel su ısısı, hava Ģartları gibi bilgiler de bilgi formuna yazılmıĢtır. 

Kuluçkahane örneklemesinde virusun daha aktif olduğu yaz mevsimi zorunlu 

tutulmamıĢtır. Kuluçkahane sistemlerinin gerek kapalı sistemler olmaları, gerek 

kuluçkahane ısısının dıĢ ortamdan daha düĢük olması gibi faktörler gözönüne 

alınarak örneklemeler üretimlerin aktif olduğu tarihlerde yapılmıĢtır. DöllenmiĢ 

yumurta örneklemesinde ise iĢletmelerin üretim planlamaları da dikkate alınarak 

mümkün olduğunca doğal yumurtalamanın gerçekleĢtiği Ocak-Mart ayları arasında 

örnekleme yapılmıĢtır. 

2.1.1.1. Kuluçkahane Örneklemesi 

Levrek kuluçkahanelerinde VNN virusun yaygınlığının tespiti amacıyla 

ülkemizde kayıtlı tüm levrek kuluçkahanelerinin örneklenmesi hedeflenmiĢtir. Her 

kuluçkahaneden alınacak örnek sayısının belirlenmesinde OIE tarafından önerilen 

surveylans tablosuna göre % 10 prevalans, % 100 sensitivite ve spesifite hesabına 

uygun gelen 30 sayısı hesaplanmıĢtır.  Bu amaçla dört farklı yaĢ grubundan 

(döllenmiĢ yumurta, prelarva, fry ve fingerling) 30’ar adet olmak üzere (Anonim, 

2015) her kuluçkahaneden toplam 120 adet levrek örneklenmesi amaçlanmıĢtır.  
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 Üretim dönemleri ve faaliyet durumları farklılık göstermekle birlikte 

Balıkçıklık ve Su Ürünleri Genel Müdürlüğü 2014 yılı verilerine göre ülkemizde 

toplam 21 adet levrek kuluçkahanesi bulunmaktadır. Kayıtlı tüm kuluçkahanelerin 

faaliyette olması durumunda alınacak toplam örnek sayısının 2520 adet olması 

öngörülmekteydi.  

 Ġlk planlamadaki üretim dönemi örneklemesinde virusun farklı yaĢ 

dağılımlarında daha iyi tespit edilebilmesine imkan sağlamak amacıyla kuluçkahane 

örneklemesine postlarva dönemi de eklenmiĢtir. Bu durumda kuluçkahanelerdeki 

örneklenen üretim dönemleri sırasıyla; döllenmiĢ yumurta, prelarva, postlarva, fry ve 

fingerling olarak belirlenmiĢtir (Çizelge 2.1). 

 Gıda ve Kontrol Genel Müdürlüğü’nün resmi izinleri çerçevesinde Ġl Gıda ve 

Tarım Müdürlükleri ile yapılan yazıĢmalar neticesinde faaliyette bulunan 

kuluçkahaneler ve üretim dönemleri belirlenmiĢtir. Resmi yazıĢmalar sonucunda 

2016 yılı itibariyle Türkiye’de toplam 18 aktif kuluçkahanenin olduğu belirlenmiĢtir. 

Belirlenen kuluçkahanelerin ticari isimlerinin saklı kalması amacıyla herbirine K-

1’den baĢlayarak K-18’e kadar kod numarası verilmiĢtir (Çizelge 2.1). 

 Çizelge 2.1 çalıĢma programı dahilinde tez çalıĢmasına baĢlanmıĢ, ancak 

kuluçkahanelerdeki özel durumlar, ekonomik durumlar, yangın ve sel gibi doğal 

felaketler, üretim dönemi değiĢikliği veya üretimden vazgeçme gibi sebeplerden 

dolayı planlanan tüm dönemlerin örneklemesi yapılamamıĢtır. Ġlk planlamada 

bulunan K-7 ve K- 16 kodlu kuluçkahanelerde bahsedilen sebeplerden dolayı üretim 

olmadığından örnekleme yapılamamıĢtır (Çizelge 2.2). Mevcut imkanlar dahilinde 

tez çalıĢması sırasında aktif olan 16 kuluçkahanenin mevcut üretim dönemlerinden 

örnekleme gerçekleĢtirilmiĢtir (Çizelge 2.2). Kuluçkahanelerin kapalı sistemler 

olması ve ilgili üretim dönemlerine göre ısı stabilitelerini sağlamalarından dolayı, tez 

çalıĢmasını etkilemeyeceği göz önünde bulundurularak ilk planlanan örnekleme 

tarihlerinde bazı değiĢiklikler yapılmıĢtır. 
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Çizelge 2.1. Aktif levrek kuluçkahaneleri ve örnekleme tarihleri (planlanan). 

Sıra 

No 
İl 

Kuluçkahane 

Kodu 

Döllenmiş 

Yumurta 

Prelarva               

(0-5 Gün) 

Postlarva                  

(5-40 Gün) 

Fry                           

(40-80 Gün) 

Fingerling                  

(80-120 Gün) 

1 Adana K-1 
8-10 Mayıs 

2017 
8-10 Mayıs 

2017 
8-10 Mayıs 

2017 
8-10 Mayıs 

2017 
8-10 Mayıs 

2017 

2 Aydın K-2 
19-22 Aralık 

2016 
19-22 Aralık 

2016 

19-22 
Aralık 

2016 

22-25 Mayıs 
2017 

- 

3 Aydın K-3 
19-22 Aralık 

2016 
19-22 Aralık 

2016 

19-22 
Aralık 
2016 

22-25 Mayıs 
2017 

- 

4 Aydın K-4 
24-27 Nisan 

2017 
24-27 Nisan 

2017 
24-27 

Nisan 2017 
24-27 Nisan 

2017 
- 

5 Aydın K-5 - 
24-27 

Temmuz 2017 

6 Muğla K-6 
20-23 ġubat 

2017 
20-23 ġubat 

2017 
20-23 

ġubat 2017 
10-13 Nisan 

2017 
10-13 Nisan 

2017 

7 Muğla K-7 
6-9 Mart 

2017 
6-9 Mart 

2017 
6-9 Mart 

2017 
6-9 Mart 

2017 
- 

8 Muğla K-8 
6-9 Mart 

2017 
6-9 Mart 

2017 
6-9 Mart 

2017 
- - 

9 Muğla K-9 
23-26 Ocak 

2017 
23-26 Ocak 

2017 
23-26 Ocak 

2017 
6-9 Mart 

2017 
6-9 Mart 2017 

10 Muğla K-10 
20-23 ġubat 

2017 
20-23 ġubat 

2017 
20-23 

ġubat 2017 
10-13 Nisan 

2017 
10-13 Nisan 

2017 

11 Muğla K-11 
20-23 ġubat 

2017 

20-23 ġubat 

2017 

20-23 

ġubat 2017 

10-13 Nisan 

2017 

12-15 Haziran 

2017 

12 Ġzmir K-12 
2-5 Ocak 

2017 
2-5 Ocak 

2017 
- - - 

13 Ġzmir K-13 
13-16 Mart 

2017 
13-16 Mart 

2017 
13-16 Mart 

2017 
13-16 Mart 

2017 
7-10 Ağustos 

2017 

14 Ġzmir K-14 
2-5 Ocak 

2017 
2-5 Ocak 

2017 
7-10 ġubat 

2017 
7-10 Mart 

2017 
8-11 Mayıs 

2017 

15 Ġzmir K-15 - - - 
24-27 Nisan 

2017 
8-11 Mayıs 

2017 

16 Ġzmir K-16 - - - - - 

17 Ġzmir K-17 
12-15 Aralık 

2016 

12-15 Aralık 

2016 

3-6 Nisan 

2017 

3-6 Nisan 

2017 

7-10 Ağustos 

2017 

18 Çanakkale K-18 
14-16 ġubat 

2017 
14-16 ġubat 

2017 
14-16 

ġubat 2017 

30-31 
Temmuz 

2017 

30-31 
Temmuz 2017 
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Çizelge 2.2. Örnekleme yapılan kuluçkahaneler ve üretim dönemleri (gerçekleĢen). 

Sıra 

No 
İl 

Kuluçkahane 

Kodu 

Döllenmiş 

Yumurta 

Prelarva               

(0-5 Gün) 

Postlarva                  

(5-40 Gün) 

Fry                           

(40-80 Gün) 

Fingerling                  

(80-120 Gün) 

1 Adana K-1 
Üretim 
Ġptal 

Üretim Ġptal 
8-10 Mayıs 

2017 
8-10 Mayıs 

2017 
8-10 Mayıs 

2017 

2 Aydın K-2 
Üretim 
Ġptal 

21 Aralık 
2016 

21 Aralık 
2016 

02 Ağustos 
2017 

- 

3 Aydın K-3 
Üretim 

Ġptal 
31 Mayıs 

2017 
31 Mayıs 

2017 
31 Mayıs 

2017 
- 

4 Aydın K-4 
Üretim 

Ġptal 
Üretim Ġptal 

31 Mayıs 

2017 

31 Mayıs 

2017 

31 Mayıs 

2017 

5 Aydın K-5 - 
02 Ağustos 

2017 

6 Muğla K-6 
13 ġubat 

2017 

13 ġubat 

2017 

13 ġubat 

2017 
28 Mart 2017 28 Mart 2017 

7 Muğla K-7 
Üretim 

Ġptal 
Üretim Ġptal Üretim Ġptal Üretim Ġptal Üretim Ġptal 

8 Muğla K-8 
28 Mart 

2017 
Üretim Ġptal 28 Mart 2017 28 Mart 2017 - 

9 Muğla K-9 
13 ġubat 

2017 

13 ġubat 

2017 

13 ġubat 

2017 

13 ġubat 

2017 
13 ġubat 2017 

10 Muğla K-10 
Üretim 

Ġptal 
Üretim Ġptal 28 Mart 2017 28 Mart 2017 28 Mart 2017 

11 Muğla K-11 
Üretim 

Ġptal 
Üretim Ġptal Mart 2017 Üretim Ġptal Üretim Ġptal 

12 Ġzmir K-12 
4 Ocak 
2017 

4 Ocak 2017 - - - 

13 Ġzmir K-13 
16 Mart 

2017 
16 Mart 2017 16 Mart 2017 16 Mart 2017 Üretim Yok 

14 Ġzmir K-14 
3 Ocak 
2017 

3 Ocak 2017 3 Ocak 2017 7 Mart 2017 7 Mart 2017 

15 Ġzmir K-15 - - - 
24 Nisan 

2017 
24 Nisan 2017 

16 Ġzmir K-16 - - - - - 

17 Ġzmir K-17 
13 Aralık 

2016 

13 Aralık 

2016 

12 Nisan 

2017 

12 Nisan 

2017 
Üretim Ġptal 

18 Çanakale K-18 
15 ġubat 

2017 

15 ġubat 

2017 

15 ġubat 

2017 
31 Temmuz 

2017 
31 Temmuz 

2017 
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2.1.1.2. Yetiştirme İşletmesi Örneklemesi 

Balıkçılık ve Su Ürünleri Genel Müdürlüğü 2014 yılı verilerine göre ülkemizde 

toplam 418 adet levrek yetiĢtirme iĢletmesi bulunmaktadır. AraĢtırmada 

örneklenecek iĢletme sayısının belirlenmesinde Cannon (2001) tarafından geliĢtirilen 

formüle göre hesaplama yapılmıĢ, % 95 güven aralığı, % 100 sensitivite ve % 15 

tahmini prevalans dikkate alınarak yapılan hesaplamaya göre 20 iĢlemenin 

örnekleneceği belirlenmiĢtir. Her iĢletmede örneklenecek balık sayısının 

belirlenmesinde ise OIE tarafından önerilen surveylans tablosuna göre % 10 

prevalans, % 100 sensitivite ve spesifite hesabına uygun gelen 30 örnek sayısı 

alınmıĢtır (Anonim, 2015). Bu amaçla levrek yetiĢtirme iĢletmelerinden farklı 

büyüklükte 30’ar adet balık tesadüfi örnekleme yöntemi ile alınmıĢtır. Buna göre 

levrek yetiĢtirme iĢletmelerinden alınacak toplam örnek sayısının 600 adet olması 

planlandı. 

YetiĢtirme iĢletmelerinin örnekleme programlarının planlanmasında, 

iĢletmelerin bulunduğu denizlerin yıllık su sıcaklıklarının aylara göre dağılımları 

araĢtırılmıĢ ve virusun en aktif olabileceği dönemler göz önüne alınmıĢtır. 

ĠĢletmelerdeki özel durumlar, ekonomik durumlar, yangın ve sel gibi doğal 

felaketler, üretim dönemi değiĢikliği veya üretimden vazgeçme gibi herhangi bir 

sebepten dolayı örnekleme yapılamaması ihtimali gözünde bulundurularak 

hesaplanan 20 iĢletmeye, 4 iĢletme daha eklenmiĢtir. 20 iĢletmenin tamamının 

örneklenebilmesi durumunda sonradan ilave edilen 4 iĢletme prevalans hesabına 

alınmayacaktır (Çizelge 2.3). 

 Rastgele örnekleme yöntemi ile belirlenen levrek yetiĢtirme iĢletmeleri ticari 

isimlerinin saklı kalması amacıyla herbirine Y-1’den baĢlayarak Y-24’e kadar kod 

numarası verilmiĢ ve örnekleme programı oluĢturulmuĢtur (Çizelge 2.3). 
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Çizelge 2.3. Örneklenecek levrek yetiĢtirme iĢletmeleri ve örnekleme tarihleri. 

Sıra No İl İlçe İşletme Kodu Tür Örnekleme Tarihi 

1 Muğla Milas Y-1 Levrek 22-24.08.2016 

2 Muğla Milas Y-2 Levrek 22-24.08.2016 

3 Muğla Milas Y-3 Levrek 22-24.08.2016 

4 Muğla Milas Y-4 Levrek 22-24.08.2016 

5 Muğla Milas Y-5 Levrek 22-24.08.2016 

6 Muğla Milas Y-6 Levrek 22-24.08.2016 

7 Muğla Milas Y-7 Levrek 22-24.08.2016 

8 Muğla Milas Y-8 Levrek 22-24.08.2016 

9 Muğla Milas Y-9 Levrek 22-24.08.2016 

10 Mersin Silifke Y-10 Levrek 19.09.2016 

11 Aydın Didim Y-11 Levrek 05.09.2016 

12 Aydın Didim Y-12 Levrek 05.09.2016 

13 Aydın Didim Y-13 Levrek 05.09.2016 

14 Ġzmir Dikili Y-14 Levrek 06-07.09.2016 

15 Ġzmir Urla Y-15 Levrek 06-07.09.2016 

16 Ġzmir ÇeĢme Y-16 Levrek 06-07.09.2016 

17 Ġzmir Urla Y-17 Levrek 06-07.09.2016 

18 Ġzmir Karaburun Y-18 Levrek 06-07.09.2016 

19 Muğla Bodrum Y-19 Levrek 22-24.08.2016 

20 Muğla Bodrum Y-20 Levrek 22-24.08.2016 

21 Muğla Bodrum Y-21 Levrek 22-24.08.2016 

22 Antalya Konyaaltı Y-22 Levrek 20.09.2016 

23 Adana KarataĢ Y-23 Levrek 20.09.2016 

24 Hatay Ġskenderun Y-24 Levrek 20.09.2016 
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2.1.1.3. Retrospektif Epidemiyolojik Çalışma 

VNN hastalığının ülkesel epidemiyolojisinin daha iyi ortaya konulması 

amacıyla virusun tespit edildiği kuluçkahane/yetiĢtirme iĢletmelerinde izleme, 

bağlantılı olduğu kuluçkahane/yetiĢtirme tarama çalıĢması ve retrospektif 

epidemiyolojik çalıĢma yapıldı. Bu amaçla belirlenen kuluçkahane/yetiĢtirme 

iĢletmelerinden tekrar örneklemesi yapıldı, balıkların geliĢme durumları gözönüne 

alınarak virusun hangi aĢamada aktif olduğu ve olası bulaĢma kaynakları belirlendi. 

2.1.2. Hücre kültürü  

Virus izolasyonunda OIE’nin VNN Referans Laboratuvarından (Istituto 

Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Dipartimento di Ittiopatologia, Italy) 

temin edilen ve ulusal referans laboratuarında stoklanan SSN-1 (Striped Snakehead) 

ve SSN-1’den klonu E-11 hücre hatları kullanıldı. Hücre hattı devamı ve virus 

izolasyonunda, % 1 antibiyotik (Sigma, USA, Product Number: A5955) ve % 5-10 

fötal bovine serum (FBS) (Biowest, France, Cat. No: S181G-500) içeren Leibovitz-

15 (L-15) (Gibco, USA, Ref: 11415-049) vasatı kullanıldı.  

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 cihazı (Roche MagNA Pure LC System) kullanılmak suretiyle yapıldı. 

2.1.4. Kantitatif Real Time RT-PCR  

 VNN virusları RNA2 segmentinin T4 değiĢken bölgesinin filogenetik 

analizine göre dört genotipe (RGNNV, SJNNV, BFNNV, TPNNV) ayrılmaktadır ve 

bu bölgeye spesifik rtRT-PCR ile saptanabilmektedir. ÇalıĢmanın Kantitatif Real 
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Time RT-PCR (qrtRT-PCR) testinde, VNN virusunun RNA2 segmentinin T4 

değiĢken bölgesine göre dizayn edilen OIE (Anonim, 2014) tarafından da önerilen 

Panzarin ve ark. (2010), tarafından geliĢtirilen genetik dizilimdeki primer ve problar 

kullanıldı (Çizelge 2.4). 

 Çizelge 2.4. Real Time RT-PCR testinde kullanılan primer ve prob dizilimleri. 

Primer Hedef  
Bölge 

Nt 
Pozisyonları 

5’         3’ Dizilim Amplikon 
Büyüklüğü 
(bç) 

Referans 
Yayın 

RNA2 
Forward 

RNA2 

392–410 CAA-CTG-ACA-RCG-AHC-ACA-C 
 

69 

Panzarin 
ve ark., 
2010 RNA2 

Reverse 
445–460 CCC-ACC-AYT-TGG-CVA-C 

 

RNA2 
Prob 

422–442 TYC-ARG-CRA-CTC-GTG-GTG-CVG* 

*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 cihazı 

(Roche LightCycler
®

 480 Multiwell Plate 96) kullanıldı. 

2.1.5. cDNA Sentezi, PCR ve Dizi Analizi 

 Pozitif bulunan örneklerin hem uzun süre saklanması hem de dizi 

analizlerinin yapılabilmesi amacıyla RNA ekstraklarından cDNA sentezi 

(Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, Roche, Germany, No. 04 379 012 

001) yapıldı. Kısmi ve tüm genom dizi analizi amacıyla pozitif örnek cDNA’larından 

ticari kit (FastStart High Fidelity PCR System, dNTPack Roche, Germany, Cat. No. 

04 738 292 001) kullanılarak PCR yapıldı (Techne TC-412, United Kingdom). Kısmi 

ve tüm genom dizi analizleri için yapılan PCR’larda kullanılan primer dizilimleri 

Çizelge 2.5 ve 2.6’de gösterilmiĢtir. 

 Pozitif bulunan örneklerin öncelikle hangi genotipe ait olduğunun 

belirlenmesi amacıyla, virusun iki segmentine (RNA1 ve RNA-2) ayrı ayrı olarak 

kısmi dizileme yapıldı. Dizileme iĢlemleri ticari bir firmaya hizmet alımı yöntemiyle 

yaptırıldı. Gelen sonuçların düzeltme ve eĢleĢtirme iĢlemleri DNADynamo programı 

ile yapıldı. Elde edilen sonuçlar, GenBank’ta yakın bulunan dizilimler ve virusun 
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tüm referans genotiplerinin dizilimleri ile MEGA6 programı ile eĢleĢtirildi ve 

filogenetik analizleri yapıldı. Filogenetik analiz ile genotipi belirlenen örneklerden 

de virusun iki segmentine (RNA1 ve RNA-2) ayrı ayrı olarak tüm genom çalıĢmaları 

yapıldı.  

Çizelge 2.5. Kısmi dizilemede kullanılan primerler ve ürün büyüklükleri. 

No 
Hedef 

Segment 

Primer 

Adı 
Primer Dizilimi (5ı          3ı) 

Amplikon 

Büyüklüğü (bç) 

Referans 

Yayın 

1 RNA2 

VNNV1 ACA CTG GAG TTT GAA ATT CA 

605 

Toffolo 

ve ark., 2007. 

VNNV2 GTC TTG TTG AAG TTG TCC CA 

2 RNA1 

VNNV5 GTT GAG GAT TAT CGC CAA CG 

478 
VNNV8 CAG CAA CAC GGT AGT G 

3 RNA1 
FOR521 ACG TGG ACA TGC ATG AGT TG 

630 

Bovo ve ark., 2011, 

Toffolo ve ark., 

2007. VNNV6 ACC GGC GAA CAG TAT CTG AC 

Çizelge 2.6. Tüm genom dizilemede kullanılan primerler ve ürün büyüklükleri (Panzarin               

ve ark., 2014). 

No 
Hedef 

Segment 
Primer Adı Primer Dizilimi (5ı             3ı)  

Amplikon 

Büyüklüğü (bç) 

1 

RNA1 

RNA1_283_5f TAA CAT CAC CTT CTT GCT 
874 

RNA1_856_874r GGT GCT CAC CCA TCT TGA 

2 
RNA1_684_705f GAA CTA CAA CCA GGA TAC CAT G 

684 
RNA1_1346_1367r GAC TCA CTT GGA AAT ACA 

3 
RNA1_1124_1145f ACA ATT TGT CAG ATA CTG 

849 
RNA1_1955_1973r TGA CAG CAG GTG CTT GG 

4 
RNA1_1750_1769f TCA ATG CCA ACG CAC ACA 

758 
RNA1_2488_2507r TTC ACC CAG AAT GGA ATG 

5 
RNA1_2200_2221f GGC TTT GAC TTG AAG ATA 

903 
RNA1_RG_3r CGA AGC GTA AGA CAG CA 

1 

RNA2 

RNA2_283_5f TAA TCC ATC ACC GCT TTG 
593 

RNA2_578_597r GCT GCC AAC ACA CAG GA 

2 
VNNV1* ACA CTG GAG TTT GAA ATT CA 

605 
VNNV2* GTC TTG TTG AAG TTG TCC CA 

3 
RNA2_283_818_837f CAT TGA CTA CAA CCT TGG AG 

424 
RNA2_1206_1227r CAA TGG TAC CAA CAA TAG 

4 
RNA2_1041_1059f GGA AAA CTA ACC GGG TC 

399 
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 Laboratuvarı (Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle 

Venezie, Dipartimento di Ittiopatologia, Italy)’ndan temin edilen referans 

betanodavirus pozitif kontrol olarak kullanıldı. Plazmid klonlamada ticari kit 

kullanıldı (InsTAclone PCR Cloning Kit, #K1213, #K1214, Thermo Scientific, USA, 

Pub. No. MAN0012706). 

2.2. Yöntem 

2.2.1. Örneklerin Hazırlanması 

Kuluçkahane ve yetiĢtirme iĢletmelerinden sağlanan balık numunelerine 

ötanazi (Tricaine methane sulfonate (TMS, MS 222) 500 mg/L, Benzokain hydrklorit 

250 mg/L) yapıldıktan sonra, bütün örnekler absorban kapasitesi olan kağıt ile 

silindikten sonra plastik örnek taĢıma ambalajına yerleĢtirilip doğrudan kalın duvarlı 

strafor kutular içinde buz veya buz aküleri ile desteklenerek soğuk zincirde en geç 48 

saat içerisinde laboratuvara ulaĢtırıldı. Herhangi bir pozitifliğin saptanması 

durumunda gerek örnek ile ilgili gerekse örneklerler arası bir korelasyonun olup 

olmadığının belirlenmesi amacıyla, gelen tüm örneklerin boy, ağırlık ve yaĢ bilgileri 

kaydedildi. Örnekler boy, ağırlık ve yaĢ özeliklerine göre gruplandırıldı (ġekil 2.1). 

 

Şekil 2.1. Levrek örneklerinin gruplandırılması. A: Y-16 YetiĢtirme ĠĢletmesi: büyük boy: 

31 cm, 385 g; orta boy: 26 cm, 205 g; küçük boy: 15 cm, 45 g. B: K-14 Kuluçkahanesi: alt: 6 

cm, 1,57 g; üst: 6,3 cm, 2,24 g.   
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ÇalıĢmada laboratuvar ortamında aseptik Ģartlarda döllenmiĢ yumurta, 

prelarva, ve postlarva balıklar bütün olarak; fry balıklarda tüm kafa; fingerling ve 

daha büyük balıklarda ise beyin, spinal kord ve göz alındı (ġekil 2.2). Balıkların yaĢ, 

ağırlık ve boyları dikkate alınarak farklı sayıda balıktan bir grup/havuz oluĢturuldu. 

Steril havanda pens ve makas yardımıyla parçalara ayrıldıktan sonra steril kum (Sea 

sand, Merck, Germany, CAS-No: 14808-60-7) ile ezilerek, % 2 FBS, % 1 antibiyotik 

içeren EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium) (Sigma-Aldrich, United 

Kingdom, Product No: M4655) vasatı ile 1/10 oranında homojenize edildi. 

Homojenizatlar 15 ml hacimdeki steril santrifüj tüplerine (Sarstedt, Germany, Ref: 

62.554.502) aktarıldıktan sonra +4 °C ve 3500 rpm’de santrifüj (ThermoFisher SL 

16R, Germany) edildi ve elde edilen süpernatantlar 0.45 μm’lik membran filtreden 

(Sartorius, USA) geçirilerek inokulumlar hazırlandı. Ġnokulumlara ilgili kod 

numaraları yazılarak 2 ml’lik cryoviallere (CRYO.S, greiner bio-one, Germany, Ref: 

122278) bölündü ve kullanılıncaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi. 

 

Şekil 2.2. Büyük boy balığa ait beyin ve omurilik. 

2.2.2. Pozitif Kontrol ve Plazmid Klonlama 

 Real Time RT-PCR optimizasyonu ve çalıĢma testlerinde kullanılmak üzere 

referans betanodavirus plazmide klonlandı. Virusun RNA ekstraksiyonu yapıldı. 

RNA2 segmentinin T4 değiĢken bölgesi OIE Aquatic Manual (Anonim, 2014) 

tarafından önerilen metoda göre (Panzarin ve ark., 2010) 69 bç’lik kısmı amplifiye 

edilerek kit protkolüne uygun olarak plazmide klonlandı. Plazmid ekstraksiyonundan 
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sonra nanodrop cihazı ile DNA miktarı 90 ng/µl olarak belirlendi. Yapılan hesap 

neticesinde (Anonim, 2016) 2.82 x 10
10

 kopya/µl DNA konsantrasyonunda olduğu 

belirlendi. 

2.2.3. RNA Ekstraksiyonu 

 RNA ekstraksiyonu, bölüm 2.1.3’te bildirilen ticari ekstraksiyon kiti 

kullanılarak otomatik ekstraksiyon cihazında yapıldı. Bu amaçla homojenizatlardan 

elde edilen süpernatantlardan 200’er µl alınarak 32 gözlü ekstraksiyon pleytlerine 

konuldu. RNA ekstraksiyonu ticari kitin protokülüne uygun olarak yapıldı. 

Ekstraksiyon iĢleminin doğrulanması ve olası çapraz kontaminasyonun tespit 

edilmesi amacıyla, her ekstraksiyon iĢleminde her ekstraksiyon pleytine pozitif 

kontrol ve negatif kontrol konuldu. Pozitif kontrol olarak referans betanodavirus, 

negatif kontrol olarak ise materyal hazırlama aĢamasında kullanılan EMEM vasatı 

kullanıldı. Elde edilen ekstraktlar kullanılıncaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi. 

2.2.4. Kantitatif Real Time RT-PCR Optimizasyonu 

 Balık hastalıkları Ulusal Referans Laboratuvarı olan Ġzmir/Bornova Veteriner 

Kontrol Enstitüsü laboratuvarlarında VNN virusunun teĢhisinde hali hazırda hücre 

kültüründe (SSN-1) virus izolasyonu ve devamında Nested PCR metodu 

kullanılmaktadır. Tez çalıĢmasının amaçlarından biri de OIE tarafından önerilen 

teĢhis metodunun referans laboratuvar Ģartlarına optimize edilmesi ve rutin 

kullanımda yerini almasıdır. Bu amaçla, OIE (Anonim, 2014) tarafından önerilen, 

Panzarin ve ark. (2010), tarafından VNN virusunun RNA2 segmentinin T4 değiĢken 

bölgesine göre dizayn edilen primer ve problar kullanılarak geliĢtirilen kantitatif 

Real-Time RT-PCR (qrtRT-PCR) metodunun optimizasyon çalıĢması yapıldı. 

 Optimizasyon kapsamında qrtRT-PCR metodunun lineer tespit aralığı, 

analitik sentitivite, spesifite ve tekrarlanabilirlik ve tekrar üretilebilirlik çalıĢmaları 

yapıldı. Standart eğrinin elde edilmesi ile qrtRT-PCR testinin sensitivite ve etkinliği 
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değerlendirildi.  Optimizasyon çalıĢmalarında Bölüm 2.1.6’da bildirilen ve viral 

yükü tespit (Bölüm 2.2.2) edilen plazmid DNA’sı kullanıldı. 

2.2.4.1. Mastermiks Bileşimi ve PCR Koşulları 

VNN virusunun tespit edilmesi için yapılan Real Time RT-PCR iĢleminde 

ticari kit (Real Time Ready Virus Master, Roche, Cat. No. 05 992 877 01) ve Real 

Time PCR cihazı (Roche LyghtCycler ® 480 Multiwell Plate 96) kullanıldı. 

Mastermiks kit protokolüne göre hazırlandı (Çizelge 2.7).  

Çizelge 2.7. qrtRT-PCR mastermiks hazırlamada kullanılan reagentlar ve miktarları. 

 

 

 

 

 

Buz üzerinde hazırlanan mastermiks, 96 gözlü Real Time PCR pleytlerine 

(Roche LightCycler
®

 480 Multiwell Plate 96, White, Germany, Ref: 04 729 692 001) 

15’er µl konulduktan sonra üzerlerine 5’er µl örnek, pozitif kontrol ve negatif kontrol 

eklendi. Pleyt üzeri Ģeffaf bant ile kapatıldıktan sonra 1500g’de +4 ºC’de 2 dk 

santrifüj edildi ve PCR cihazının karoseline yerleĢtirildi. Çizelge 2.8’de bildirilen 

reaksiyon koĢulları uygulanarak rtRT-PCR testi yapıldı ve sonuçlar cihaza bağlı 

bilgisayar ekranında değerlendirildi. 

 

 

Reagent 1 Örnek İçin  (µl) 

H2O 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 miktarı 5 

Toplam hacim 20 
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Çizelge 2.8. qrtRT-PCR reaksiyonu sıcaklık/süre koĢulları ve döngü sayıları. 

RT 

(1 Döngü) 

Komplementer DNA’ya çevrilme 53ºC 4 dakika 

50ºC 6 dakika 

RT inhibisyonu 95ºC 65 saniye 

PCR 

(45 Döngü) 

Ön Denatürasyon 95ºC 10 saniye 

Bağlanma ve sentez 54ºC 30 saniye 

Uzama 72ºC   1 saniye 

 Pozitif örneklerdeki floresan ıĢıldama ve buna bağlı logaritmik artıĢ 

bilgisayar ekranında görüntülendi. Bilgisayar programının hesaplamasıyla pozitif 

örneklerin Cycle threshold (Ct) değerleri okundu ve değerlendirildi. 

2.2.4.2.  Analitik Sensitivite ve Minimum Tespit Limiti  

 Plazmid DNA’sının 10 katlı seri sulandırmaları, baĢlangıç viral yük oranı 10
6
, 

son dilüsyonu teorik olarak hiç viral yük içermeyecek Ģekilde 10
-11

’e kadar yapılarak 

her dilüsyondan üç kez konulmak suretiyle qrtRT-PCR yapıldı. Testin slope değeri, 

etkinliği, verimliliği ve R
2
 değeri hesaplandı ve geçerlilikleri kontrol edildi. Sonuçlar 

analitik sensitivite ve minimum saptama limiti yönünden değerlendirildi. 

Dilüsyonlardan elde edilen Ct değerleri, plazmid DNA’sının viral yükü ile 

karĢılaĢtırılarak hangi Ct değerinin hangi viral yükü tespit ettiği değerlendirildi. 

2.2.4.3. Spesifite 

 Testin diğer balık virusları ile herhangi bir çapraz reaksiyon verip 

vermediğinin araĢtırılması amacıyla VNN virusu, Ġnfeksiyöz Pankreatik Nekrozis 

(IPN), Viral Hemorajik Septisemi (VHS) ve Ġnfeksiyöz Hematopoetik Nekrozis 

(IHN) virusları ve negatif kontrol aynı protokol ile test edilmiĢtir. 
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2.2.4.4. Tekrarlanabilirlik ve Tekrar Üretilebilirlik 

 Testin tekrarlanabilirlik ve tekrar üretilebilirliğinin belirlenmesi, aynı test 

içindeki ve testler arasındaki uyumun saptanması amacıyla değiĢim katsayıları 

(coefficient of variation-CV) değerlendirildi. Test içindeki uyumun belirlenmesi 

amacıyla düĢük dilüsyondaki (10
-8

), orta dilüsyondaki (10
-5

) ve yüksek dilüsyondaki 

(10
-2

) üç örnek ve her bir dilüsyon üç tekrarlı olarak iki kiĢi tarafından üç farklı 

günde çalıĢıldı. 

2.2.5. Pozitif Örneklerde Viral Yük Tespiti 

ÇalıĢmada rtRT-PCR testi ile pozitif bulunan örneklerin viral yükleri, analitik 

sensitivitesi belirlenen kantitatif metotla elde edilen ve viral yükü bilinen standard 

dilüsyon ile aynı reaksiyonda amplifiye edilerek belirlendi. Bu amaçla, pozitif 

bulunan örnekler kopya miktarı bilinen plazmid DNA ile aynı reaksiyonda amplifiye 

edilerek bilgisayar programı yardımıyla viral yükleri hesaplandı. Viral yükler hücre 

kültüründe virus izolasyonu çalıĢmalarından önce ve sonra ayrı ayrı hesaplanarak 

aradaki farklar değerlendirildi. 

2.2.6. Moleküler Çalışmalar 

2.2.6.1.  cDNA Sentezi 

Pozitif bulunan RNA ekstraktları, filogenetik analizlerinin yapılması amacıyla, 

Bölüm 2.1.5’te bildirilen ticari kit ve cihaz kullanılarak cDNA’ya dönüĢtürüldü. 

cDNA sentezinde kullanılan reagentler ve reaksiyon koĢulları Çizelge 2.9’da 

gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 2.9. cDNA sentezinde kullanılan reagentler ve reaksiyon koĢulları. 

Reagent 1 Örnek İçin (µl) Reaksiyon Koşulları 

Random Hexamer Primer, 00 pmol/µl 2 
65ºC 10 dakika 

Sonrasında buz üzerinde 
muhafaza 

H2O  3,5 

Örnek RNA 7,5 

Toplam Hacim 13 

Transcriptor Reverse Transcriptase 
Reaction Buffer, 5× conc. 4 

25ºC 10 dakika 

55ºC 30 dakika 

 

 
Protector RNase Inhibitor, 
40 U/µl 

0,5 
 

Deoxynucleotide Mix, 10 mM each 2 
 
Transcriptor Reverse Transcriptase, 
20 U/µl 0,5 

Toplam hacim 20 

2.2.6.2. Kısmi Genom Dizileme ve Filogenetik Çalışmalar 

Pozitif bulunan örneklerin tüm genom dizilemelerinin yapılabilmesi için 

gerekli olan genotiplendirme, kısmi dizileme ile yapıldı. cDNA’ya dönüĢtürülen 

pozitif örneklerin RNA1 ve RNA2 segmentlerini hedef alan kısmi dizilemeleri için,  

Çizelge 2.5’te bildirilen primer çiftleri kullanılarak PCR yapıldı. Kısmi ve tüm 

genom dizileme için yapılan PCR testleri çizelge 2.10’da bildirilen mastermiks 

bileĢimi ve Çizelge 2.11’de belirtilen reaksiyon koĢullarında gerçekleĢtirildi. Elde 

edilen amplikonlar DNA yükleme boyası (6x Loading Dye, Thermo Scientific, USA, 

R0611) ile muamele edilerek 0,5 µg/ml ethidium bromide (Nalgene Fisher Scientific, 

BP-1302-10, USA) içeren % 1,5’luk agaroz (Sigma, USA) jele aktarıldı. Ürün 

büyüklüğünün tespit edilebilmesi amacıyla ayrıca 100 bç’lik marker (GeneRuler 100 

bp DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, Litvanya, SM0241COMPONENTA) ilk 

tarak gözüne konuldu. Elektroforez iĢlemi 80 voltta 60 dakika sürdürüldü. Daha 

sonra agaroz jel, görüntüleme cihazında (Vilber Lourmat, EEC, France) incelendi. 

Çizelge 2.5’te bildirilen bç’lerde elde edilen bantlar pozitif olarak kabul edildi. 
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Çizelge 2.10. Kısmi ve tüm genom dizileme için yapılan PCR’da mastermiks bileĢimi  

Reagent 1 örnek için  (µl) Son Hacim 

H2O 34,5 
 

10x Buffer  5 1,8 mM MgCl2 

dNTP miks 1 200 µM 

Enzim 0,5 2,5 U 

F primer (10 pMol) 2 0,4 µM 

R primer (10 pMol) 2 0,4 µM 

Örnek cDNA  5 
 

Toplam hacim 50 
 

Çizelge 2.11. Kısmi ve tüm genom dizileme için yapılan PCR’da reaksiyon ısı koĢulları ve 

döngü sayıları. 

1 Döngü Ön Denatürasyon 95ºC 2 dakika 

 45 Döngü 

Denatürasyon 95ºC 30 saniye 

Bağlanma ve sentez* 55ºC 30 saniye 

Uzama 72ºC   1 saniye 

   

1 Döngü Son Uzama 72ºC   4 dakika 

*RNA1 segmentinin tüm genom analizinde 1. ve 5. bölgeler için 50 ºC kullanıldı 

Pozitif örneklerin PCR’larından elde edilen ürünlerin, virusun RNA1 ve RNA2 

segmentlerinin kısmi dizilemeleri ticari bir firmaya (Microsynt, Balgach, 

Switzerland) hizmet alımı yöntemiyle yaptırıldı. Gelen sonuçların düzeltme ve 

eĢleĢtirme iĢlemleri DNADynamo programı ile gerçekleĢtirildi. Elde edilen 

konsensüs nükleotid dizileri National Central for Biotechnology Information (NCBI) 

(Altschul ve ark., 1990)’de Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) sisteminde 

karĢılaĢtırıldı ve doğrulandı. Tez çalıĢmasında elde edilen pozitif örneklerin 

filogenetik analizleri için izolatların RNA-1 ve RNA-2 kısmi nükleotid dizileri (Ek-

3) ve genbanktan alınan referans dizilerinin (Ek-4, 5 ve 6) çoklu dizi hizalamaları 

MEGA6 programı kullanılarak ClustalW metodu ile gerçekleĢtirildi. Her iki segment 

için en iyi Protein/DNA modeli belirlenerek diziler arası nükleotid benzerlik oranları 

belirlendi. KomĢu birleĢtirme (Neigbor-Joining-NJ) yöntemi ile 1000 tekrarlı 

önyükleme sekmesi (Bootstrap: 1000) seçildi ve filogenetik ağaçlar oluĢturuldu 

(Tamura ve  ark., 2013).  
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2.2.6.3.  Tüm Genom Dizileme ve Filogenetik Çalışmalar 

RNA1 ve RNA2 segmentlerinin kısmi nükleotid dizileri kullanılarak yapılan 

filogenetik çalıĢmalarla genotipleri belirlenen pozitif betanodavirus izolatlarının tüm 

genom dizileri,  RNA1 ve RNA2 segmentlerinin tüm gen bölgelerini kapsayacak 

Ģekilde Çizelge 2.6’da bildirilen primer çiftleri kullanılarak Bölüm 2.2.6.2’de 

bildirilen reaksiyon koĢulları ile amplifiye edildi. Amplifikasyonun Bölüm 2.2.6.2’de 

bildirilen görüntüleme yöntemleri ile doğrulanmasından sonra, amplikonların 

dizilemeleri ticari olarak aynı firmaya yaptırıldı. Gelen sonuçların düzeltme ve 

eĢleĢtirme iĢlemleri DNADynamo programı ile gerçekleĢtirildi. Elde edilen 

konsensüs nükleotid dizileri NCBI (Altschul ve ark., 1990)’de BLAST sisteminde 

karĢılaĢtırıldı ve doğrulandı.  

Tez çalıĢmasında elde edilen pozitif örneklerin filogenetik analizleri için 

izolatların RNA-1 ve RNA-2 tüm genom nükleotid dizileri (Ek-3) ve genbanktan 

alınan referans dizilerinin (Ek-5 ve 6) çoklu dizi hizalamaları MEGA6 programı 

kullanılarak ClustalW metodu ile gerçekleĢtirildi. Filogenetik çalıĢmalarda izolatların 

UTR 5
ı
 ve 3

ı
 bölgeleri kesilerek, RNA1 için Protein A’nın kodlandığı tüm ORF; 

RNA2 için ise kapsid proteininin kodlandığı tüm ORF kullanıldı. En iyi 

Protein/DNA modeli belirlendikten sonra izolatlar ve referans izolatların benzerlik 

oranları belirlendi. NJ yöntemi ile 1000 tekrarlı önyükleme sekmesi (Bootstrap: 

1000) seçildi ve filogenetik ağaçlar oluĢturuldu (Tamura ve  ark., 2013). Tüm genom 

nükleotid dizileri akdeniz havzasından elde edilen izolatlar ve dünyanın çeĢitli 

bölgelerinden elde edilen izolatlar ile karĢılaĢtırılarak nükleotid ve amino asit 

farklılıkları değerlendirildi. 
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2.2.7. Virus İzolasyonu 

qrtRT-PCR ile pozitif bulunan ve moleküler çalıĢmalar ile genotiplendirmesi 

yapılan örneklerin hücre kültürlerinde izolasyon çalıĢması yapıldı. Sıvı azot tankında 

muhafaza edilen SSN-1/E11 hücre kültürleri 25 ºC’de, % 5-10 FBS, % 1 antibiyotik-

antimikotik içeren L-15 vasatı ile 25-75 cm
2
’lik flasklarda çözdürüldü. Yirmi beĢ 

ºC’de monolayer hücre kültürü oluĢması için 48-72 saat inkübe edildi. ÇalıĢma hücre 

stoklarından virus izolasyon çalıĢmasında kullanılmak üzere 24 saatte % 85-90 

monolayer olacak Ģekilde 24 gözlü hücre kültürü pleytleri hazırlandı.  

Pozitif örneklerden SSN-1/E11 hücre kültürüne her bir gruptan 1/10 ve 1/100 

dilüsyonunda inokülasyon yapıldı. Ayrıca, her hücre kültürü pleytinde 2 göz L-15 

vasatı inoküle edilerek hücre kontrol, 2 göz de referans virus inoküle edilerek pozitif 

kontrol olarak bırakıldı. Bir saat 25 ºC’de adsorbsiyona bırakıldı ve PBS ile 3 kez 

yıkandıktan sonra, üzerine virus üretme vasatı (% 2 FBS, % 1 antibiyotik-antimikotik 

içeren L-15) ilave edildi. Kültür sistemleri 25 ºC’de inkube edildi ve sitopatik etki 

yönünden 10 gün boyunca izlendi.  
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3. BULGULAR 

3.1. Kantitatif Real Time RT-PCR Optimizasyonu 

OIE tarafından önerilen Real time RT-PCR testinin, hem tez çalıĢmasında 

toplanan örneklerde virus tespitinde hem de balık hastalıkları ulusal referans 

laboratuvarında rutin teĢhiste kullanılması amacıyla optimizasyon çalıĢması yapıldı. 

Bu kapsamda, testin analitik sensitivitesi, spesifitesi, minimum saptama limiti ve 

tekrarlanabilirlik ve tekrar üretilebilirlik çalıĢmaları yapıldı. 

3.1.1. Analitik Sensitivite ve Minimum Tespit Limiti 

OIE Aquatic Manual (Anonim, 2014) tarafından önerilen metoda göre rtRT-

PCR testi yapıldı. Plazmid DNA’nın 10 katlı seri sulandırmaları, her dilüsyondan üç 

reaksiyon oluĢturacak Ģekilde dizayn edilen qrtRT-PCR testi ile her dilüsyonun Ct 

değeri ve DNA kopya miktarı ile testin lineer teĢhis aralığı ve minimum saptama 

limiti belirlendi (ġekil 3.1 ve 3.2). Lineer teĢhis aralığının 2,82 (2,82x10
0
)-

2.800.000.000 (2,82x10
10

) kopya/µl arasında olduğu belirlendi. Saptanabilen en 

düĢük plazmid DNA dilüsyonu 10-
10

 olarak tespit edildi. Moleküler tanecik olarak 

hesaplandığında ise test ile en az 3 (3x10
0
) kopya/µl DNA içeren örneklerin tespit 

edilebildiği değerlendirildi. Hesaplanan 10
-11 

dilüsyonunda matematiksel olarak 

hiçbir DNA kopyasının kalmaması ve negatif olması gerektiği değerlendirildi. 

Optimizasyon testi ile bulunan sonuç, bu hipotez ile uyumlu bulundu ve negatif 

bulundu. Minimum tespit limiti ise 10
-10

 dilüsyon, yani 2,8 (2,8x10
0
) kopya/µl olarak 

belirlendi. Bu dilüsyonun Ct değerleri incelendiğinde; 34,68, 35,52 ve 34,84 olarak 

bulundu. Bu bilgiler ıĢığında 35. Ct’ye kadar olan değerler pozitif, >35 Ct değerlerin 

ise negatif olarak değerlendirilmesi kanaatine varıldı (ġekil 3.1). 
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Şekil 3.1. Plazmid DNA’nın farklı sulandırmalarının Ct değerleri ve kopya miktarları. 

Nükleik asit konsantrasyonundaki azalmanın doğrusallık gösterdiği, testin 

verimliliği E= (10
-1/slope-1

) x 100 eĢitliğinden E= (10
-1/-3.373-1

) x 100 = % 98 olarak 

hesaplanarak belirlendi. Bu sonuç testin tekrarlanabilir ve sensitivitesinin yüksek 

olduğunu göstermektedir (ġekil 3.2 ve 3.3). Real Time PCR testlerinde iyi bir 

reaksiyonun verimliliğinin % 90 ile % 110 arasında (Broeders ve ark., 2014), slope 

değerinin ise -3,58 ile -3,1 arasında (Anonim, 2017c) olması gerektiği 

bildirilmiĢtir. Analitik çalıĢmada elde edilen slope değeri -3,373, verimlilik ise % 

98 olarak bulunmuĢ olup, sonuçlar geçerli kabul edildi (ġekil 3.2, 3.3 ve Çizelge 

3.2). 
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Şekil 3.2. Plazmid DNA’nın farklı sulandırmalarının amplifikasyon eğrileri. 

 

Şekil 3.3. Standart eğri. 

 Plazmid DNA’nın 10
-4 

- 10
-11

 dilüsyonlarına ait Ct değerleri kullanılarak 

standart eğri oluĢturuldu (ġekil 3.3). Real Time testlerinde standart eğrinin regresyon 

katsayısının(R
2
) ≥0,98 olması gerektiği bildirilmiĢtir (Broeders ve ark., 2014). Tez 

çalıĢmasında qrtRT-PCR testinde farklı dilüsyonların üç tekrarlı Ct sonuçlarına göre 

elde edilen verilerin R
2 
değeri 0,98 olarak hesaplandı  ve geçerli kabul edildi (Çizelge 

3.1).  
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Çizelge 3.1. Plazmid DNA’nın farklı dilüsyonlarının üç tekrarlı Ct sonuçlarına göre 

regresyon değerleri 

Regresyon Ġstatistikleri 

Çoklu R 0,99 

R Kare 0,98 

Ayarlı R Kare 0,97 

Standart Hata 0,90 

3.1.2. Spesifite 

qrtRT-PCR testinin diğer balık virusları ile herhangi bir çapraz reaksiyon verip 

vermediğinin araĢtırılması amacıyla VNN, IPN, VHS ve IHN virusları ve negatif 

kontrol aynı protokol ile test edilmiĢtir ve diğer balık viruslarında herhangi bir 

pozitiflik bulunmamıĢtır (ġekil 3.4). 

 

 

Şekil 3.4. Optimize edilen qrtRT-PCR test metodunun spesifitesi. 
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Çizelge 3.2. qrtRT-PCR validasyon parametreleri ve sonuçları. 

Validasyon Parametreleri Kabul/Red Kriterleri Hesaplamalar ve Sonuçlar 

Seçicilik/ Spesifiklik % 100 % 100 

Verimlilik (Etkinlik)  %90-110 % 98 

Slope değeri -3,58 - 3,1 -3,373 

Regresyon katsayısı (R2)  ≥0,98 0,98 

YanlıĢ Pozitif Cevap Oranı  % 0 % 0 

YanlıĢ Negatif Cevap Oranı  % 0 % 0 

3.1.3. Tekrarlanabilirlik ve Tekrar Üretilebilirlik 

VNN virusunun T4 değiĢken bölgesinin amplifikasyonunda çalıĢmalar arası 

üretkenliği standart eğri döngüsünün üç kez tekrarlanması sonucu oluĢan Ct 

değerlerinin ortalamaları alınarak bulundu. Her dilüsyonun üç tekrarından elde 

edilen Ct değerlerinin ortalamaları ve standart hataları hesaplanarak değiĢim 

katsayıları (CV) % olarak hesaplandı ve testin tekrarlanabilir olduğu görüldü 

(Çizelge 3.3).  

Çizelge 3.3. qrtRT-PCR testinin tekrarlanabilirlik verileri ve test içi parametrelerin değiĢim 
katsayıları. 

Dilüsyon 1.tekrar 2.tekrar 3.tekrar Ortalama Standart Hata DeğiĢim Katsayısı (CV, %) 

10-6 19,08 18,9 18,92 18,97 0,08 0,42 

10-5 22,16 22,18 22,23 22,19 0,03 0,13 

10-4 25,62 25,55 25,53 25,57 0,04 0,15 

10-3 29,15 28,93 29,03 29,04 0,09 0,31 

10-2 31,98 31,69 31,14 31,60 0,35 1,10 

10-1 33,59 32,07 33,93 33,20 0,81 2,44 

10-0 35,52 34,68 34,84 35,01 0,36 1,04 

Üç farklı dilüsyonun (10
-2

, 10
-5

, 10
-8

) farklı iki kiĢi tarafından üç farklı 

günde çalıĢıldığı testlerde, bilinen dilüsyonların sonuçları uyumlu bulundu. Test 

içi ve testler arası uyumun belirlenmesi için sorumlu ve yedek personel tarafından 

yapılan qrtRT-PCR sonuçlarına iliĢkin elde edilen ortalama Ct değerleri ve 

değiĢim oranı (CV) yüzdeleri hesaplandı (Çizelge 3.4). 
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Çizelge 3.4.  qrtRT-PCR testinin tekrar üretilebilirlik sonuçları. 

Test 
Tekrarı 

Dilüsyon 
Oranı 

Ct Değerleri 
Ortalama Ct 

Değerieri 

Standart 
Hata  

(Test içi) 

CV  
(Test Ġçi) 

Ct 
değerleri 
(Genel) 

Standart 
Sapma 
(Genel) 

CV 

(Genel) 

1. Hafta 

 
1.kiĢi 2.kiĢi 1.kiĢi 2.kiĢi 1.kiĢi 2.kiĢi 1.kiĢi 2.kiĢi 

10-2 12,94 13 

13,03 12,88 0,09 0,10 0,66 0,81 12,96 0,11 0,82 10-2 13,05 12,8 

10-2 13,11 12,85 

10-5 22,11 22,34 

22,17 22,27 0,06 0,08 0,27 0,34 22,22 0,07 0,33 10-5 22,16 22,19 

10-5 22,23 22,28 

10-8 32,36 32,5 

32,39 32,62 0,10 0,13 0,32 0,40 32,51 0,16 0,49 10-8 32,51 32,6 

10-8 32,31 32,76 

2. Hafta 

10-2 14,15 14,27 

14,03 14,05 0,12 0,19 0,83 1,39 14,04 0,02 0,12 10-2 14,01 13,9 

10-2 13,92 13,98 

10-5 24,39 22,86 

23,17 22,46 1,06 0,34 4,58 1,53 22,82 0,50 2,18 10-5 22,52 22,27 

10-5 22,59 22,26 

10-8 32,05 31,63 

32,01 31,76 0,21 0,14 0,65 0,43 31,89 0,18 0,55 10-8 32,2 31,9 

10-8 31,79 31,76 

3. Hafta 

10-2 13,38 13,71 

13,43 13,73 0,08 0,02 0,62 0,11 13,58 0,21 1,53 10-2 13,53 13,74 

10-2 13,39 13,73 

10-5 22,16 21,91 

22,19 21,90 0,04 0,01 0,16 0,03 22,05 0,20 0,92 10-5 22,18 21,9 

10-5 22,23 21,9 

10-8 31,98 31,72 

31,60 31,88 0,43 0,14 1,35 0,45 31,74 0,20 0,62 10-8 31,69 31,92 

10-8 31,14 32 

Genel                                                                                                                                                               0,84 

 Üç farklı günde yapılan testlerde hem test içi, hem testler arası uyumun 

belirlenmesi için değiĢim oranları hesaplandı. Test içi değiĢim oranları en az 0,03,  

en fazla 4,58; testler arası değiĢim oranları ise en az 0,12, en fazla 2,18; tüm testlerin 

ortalama değiĢim oranı ise 0,84 olarak bulundu.  
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3.2. Epidemiyolojik Veriler 

Örneklerin toplanması sırasında gerçekleĢtirilen saha çalıĢmasında,  levrek 

kuluçkahane ve yetiĢtirme iĢletmelerinden alınan anamnez bilgilerinde VNN 

hastalığına iliĢkin olarak bir Ģüphe tecrübe edilmedi. Balıkların laboratuvar 

Ģartlarında testler için hazırlaması sırasında da eksternal ve internal olarak herhangi 

bir makroskobik patolojik bulguya rastlanmadı. Hem saha hem laboratuvar 

çalıĢmasında balıklar sağlıklı olarak değerlendirildi. 

3.2.1. Levrek Kuluçkahanelerinde VNN Virusunun Varlığının 

Araştırılması 

 Tez çalıĢmasında 2016-2017 yıllarında faaliyette olan toplam 5 ile ait 16 adet 

kuluçkahaneden örnekleme yapıldı (Çizelge 3.5). DöllenmiĢ yumurta, prelarva, 

postlarva, fry ve fingerling boy levreklerden oluĢan örneklem çerçevesinde, mevcut 

kuluçkahanelerin çalıĢma amaçlarına göre farklılık göstermekle birlikte 16 farklı 

kuluçkahanenin 8’inden döllenmiĢ yumurta (DY), 9’undan prelarva (PreL), 13’ünden 

postlarva (PostL), 13’ünden fry (Fry) ve 9’undan da fingerling üretim döneminden 

örnekleme gerçekleĢtirildi. Bazı kuluçkahanelerden aynı üretim dönemine ait farklı 

yaĢ gruplarından da örnekleme yapıldı.  

Çizelge 3.5. Örneklenen kuluçkahaneler, örnek türleri, sayıları, örnekleme tarihleri ve test 
sonuçları. 

Sıra 

No 

İl İlçe 
İşletme 

Kodu 
Tür Yaş Grubu 

Yaş 

(Gün) 

Örnek 

Sayısı 

Örnekleme 

Tarihi 
Sonuç 

1 Ġzmir Dikili K-17 Levrek DY 1 30 13.12.2016 Negatif 

2 Ġzmir Dikili K-17 Levrek DY 1 30 13.12.2016 Negatif 

3 Ġzmir Dikili K-17 Levrek DY 2 30 13.12.2016 Negatif 

4 Ġzmir Dikili K-17 Levrek PreL 5 30 13.12.2016 Negatif 

5 Ġzmir Dikili K-17 Levrek PreL 5 30 13.12.2016 Negatif 

6 Ġzmir Dikili K-17 Levrek PreL 5 30 13.12.2016 Negatif 

7 Aydın Didim K-2 Levrek PostL 15 30 21.12.2016 Negatif 

8 Aydın Didim K-2 Levrek PostL 20 30 21.12.2016 Negatif 

DY: DöllenmiĢ Yumurta; PreL: Prelarva; PostL: Post larva  
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Çizelge 3.5.Devam. Örneklenen kuluçkahaneler, örnek türleri, sayıları, örnekleme tarihleri 

ve test sonuçları. 

Sıra 

No 

İl İlçe 
İşletme 

Kodu 
Tür Yaş Grubu 

Yaş 

(Gün) 

Örnek 

Sayısı 

Örnekleme 

Tarihi 
Sonuç 

9 Aydın Didim K-2 Levrek PostL 25 30 21.12.2016 Negatif 

10 Aydın Didim K-2 Levrek PreL 4 30 21.12.2016 Negatif 

11 Ġzmir ÇeĢme K-14 Levrek DY 1 30 03.01.2017 Negatif 

12 Ġzmir ÇeĢme K-14 Levrek DY 1 30 03.01.2017 Negatif 

13 Ġzmir ÇeĢme K-14 Levrek DY 3 30 03.01.2017 Negatif 

14 Ġzmir ÇeĢme K-14 Levrek PreL 1 30 03.01.2017 Negatif 

15 Ġzmir ÇeĢme K-14 Levrek PreL 2 30 03.01.2017 Negatif 

16 Ġzmir ÇeĢme K-14 Levrek PreL 4 30 03.01.2017 Negatif 

17 Ġzmir ÇeĢme K-14 Levrek PostL 16 30 03.01.2017 Negatif 

18 Ġzmir ÇeĢme K-14 Levrek PostL 24 30 03.01.2017 Negatif 

19 Ġzmir ÇeĢme K-14 Levrek PostL 35 30 03.01.2017 Negatif 

20 Ġzmir Aliağa K-12 Levrek DY 1 30 04.01.2017 Negatif 

21 Ġzmir Aliağa K-12 Levrek DY 2 30 04.01.2017 Negatif 

22 Ġzmir Aliağa K-12 Levrek PreL 2 30 04.01.2017 Negatif 

23 Ġzmir Aliağa K-12 Levrek PreL 2 30 04.01.2017 Negatif 

24 Muğla Milas K-9 Levrek DY 1 30 13.02.2017 Negatif 

25 Muğla Milas K-9 Levrek PreL 6 30 13.02.2017 Negatif 

26 Muğla Milas K-9 Levrek PostL 14 30 13.02.2017 Negatif 

27 Muğla Milas K-9 Levrek Fry 75 10 13.02.2017 Negatif 

28 Muğla Milas K-9 Levrek Fry 75 10 13.02.2017 Negatif 

29 Muğla Milas K-9 Levrek Fry 75 10 13.02.2017 Negatif 

30 Muğla Milas K-9 Levrek Fingerling 110 10 13.02.2017 Negatif 

31 Muğla Milas K-9 Levrek Fingerling 110 10 13.02.2017 Negatif 

32 Muğla Milas K-9 Levrek Fingerling 110 10 13.02.2017 Negatif 

33 Muğla Milas K-6 Levrek DY 1 30 13.02.2017 Negatif 

34 Muğla Milas K-6 Levrek PreL 3 30 13.02.2017 Negatif 

35 Muğla Milas K-6 Levrek PostL 37 30 13.02.2017 Negatif 

36 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek DY 1 30 15.02.2017 Negatif 

37 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek PreL 2 30 15.02.2017 Negatif 

38 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek PostL 30 30 15.02.2017 Negatif 

39 Ġzmir ÇeĢme K-14 Levrek Fry 42 15 07.03.2017 Negatif 

40 Ġzmir ÇeĢme K-14 Levrek Fry 49 15 07.03.2017 Negatif 

41 Ġzmir ÇeĢme K-14 Levrek Fingerling 130 10 07.03.2017 Negatif 

42 Ġzmir ÇeĢme K-14 Levrek Fingerling 130 10 07.03.2017 Negatif 

43 Ġzmir ÇeĢme K-14 Levrek Fingerling 130 10 07.03.2017 Negatif 

DY: DöllenmiĢ Yumurta; PreL: Prelarva; PostL: Post larva  
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Çizelge 3.5.Devam. Örneklenen kuluçkahaneler, örnek türleri, sayıları, örnekleme tarihleri 

ve test sonuçları 

Sıra 

No 

İl İlçe 
İşletme 

Kodu 
Tür Yaş Grubu 

Yaş 

(Gün) 

Örnek 

Sayısı 

Örnekleme 

Tarihi 
Sonuç 

44 Ġzmir Dikili K-13 Levrek DY 1 30 16.03.2017 Negatif 

45 Ġzmir Dikili K-13 Levrek PreL 4 30 16.03.2017 Negatif 

46 Ġzmir Dikili K-13 Levrek PostL 25 15 16.03.2017 Negatif 

47 Ġzmir Dikili K-13 Levrek PostL 35 15 16.03.2017 Negatif 

48 Ġzmir Dikili K-13 Levrek Fry 59 10 16.03.2017 Negatif 

49 Ġzmir Dikili K-13 Levrek Fry 59 10 16.03.2017 Negatif 

50 Ġzmir Dikili K-13 Levrek Fry 59 10 16.03.2017 Negatif 

51 Ġzmir Dikili K-13 Levrek Fry 73 10 16.03.2017 Negatif 

52 Ġzmir Dikili K-13 Levrek Fry 73 10 16.03.2017 Negatif 

53 Ġzmir Dikili K-13 Levrek Fry 73 10 16.03.2017 Negatif 

54 Muğla Milas K-11 Levrek PostL 28 30 28.03.2017 Negatif 

55 Muğla Milas K-8 Levrek DY 1 30 28.03.2017 Negatif 

56 Muğla Milas K-8 Levrek DY 1 30 28.03.2017 Negatif 

57 Muğla Milas K-8 Levrek DY 1 30 28.03.2017 Negatif 

58 Muğla Milas K-8 Levrek PostL 35 15 28.03.2017 Negatif 

59 Muğla Milas K-8 Levrek PostL 35 15 28.03.2017 Negatif 

60 Muğla Milas K-8 Levrek Fry 75 10 28.03.2017 Negatif 

61 Muğla Milas K-8 Levrek Fry 75 10 28.03.2017 Negatif 

62 Muğla Milas K-8 Levrek Fry 75 10 28.03.2017 Negatif 

63 Muğla Milas K-6 Levrek Fry 79 10 28.03.2017 Negatif 

64 Muğla Milas K-6 Levrek Fry 79 10 28.03.2017 Negatif 

65 Muğla Milas K-6 Levrek Fry 79 10 28.03.2017 Negatif 

66 Muğla Milas K-6 Levrek Fingerling 92 10 28.03.2017 Negatif 

67 Muğla Milas K-6 Levrek Fingerling 92 10 28.03.2017 Negatif 

68 Muğla Milas K-6 Levrek Fingerling 92 10 28.03.2017 Negatif 

69 Muğla Milas K-10 Levrek PostL 40 15 28.03.2017 Negatif 

70 Muğla Milas K-10 Levrek PostL 40 15 28.03.2017 Negatif 

71 Muğla Milas K-10 Levrek Fry 120 10 28.03.2017 Negatif 

72 Muğla Milas K-10 Levrek Fry 120 10 28.03.2017 Negatif 

73 Muğla Milas K-10 Levrek Fry 120 10 28.03.2017 Negatif 

74 Muğla Milas K-10 Levrek Fingerling 140 10 28.03.2017 Negatif 

75 Muğla Milas K-10 Levrek Fingerling 140 10 28.03.2017 Negatif 

76 Muğla Milas K-10 Levrek Fingerling 140 10 28.03.2017 Negatif 

77 Ġzmir Dikili K-17 Levrek PostL 23 30 12.04.2017 Negatif 

78 Ġzmir Dikili K-17 Levrek Fry 53 30 12.04.2017 Negatif 

DY: DöllenmiĢ Yumurta; PreL: Prelarva; PostL: Post larva  
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Çizelge 3.5.Devam. Örneklenen kuluçkahaneler, örnek türleri, sayıları, örnekleme tarihleri 

ve test sonuçları 

Sıra 

No 

İl İlçe 
İşletme 

Kodu 
Tür Yaş Grubu 

Yaş 

(Gün) 

Örnek 

Sayısı 

Örnekleme 

Tarihi 
Sonuç 

79 Ġzmir Dikili K-17 Levrek Fry 64 30 12.04.2017 Negatif 

80 Ġzmir Dikili K-17 Levrek Fry 73 30 12.04.2017 Negatif 

81 Ġzmir ÇeĢme K-15 Levrek Fry 56 30 24.04.2017 Negatif 

82 Ġzmir ÇeĢme K-15 Levrek Fry 60 30 24.04.2017 Negatif 

83 Ġzmir ÇeĢme K-15 Levrek Fry 70 30 24.04.2017 Negatif 

84 Ġzmir ÇeĢme K-15 Levrek Fingerling 96 10 24.04.2017 Negatif 

85 Ġzmir ÇeĢme K-15 Levrek Fingerling 96 10 24.04.2017 Negatif 

86 Ġzmir ÇeĢme K-15 Levrek Fingerling 96 10 24.04.2017 Negatif 

87 Ġzmir ÇeĢme K-15 Levrek Fingerling 104 10 24.04.2017 Negatif 

88 Ġzmir ÇeĢme K-15 Levrek Fingerling 104 10 24.04.2017 Negatif 

89 Ġzmir ÇeĢme K-15 Levrek Fingerling 104 10 24.04.2017 Negatif 

90 Ġzmir ÇeĢme K-15 Levrek Fingerling 125 10 24.04.2017 Negatif 

91 Ġzmir ÇeĢme K-15 Levrek Fingerling 125 10 24.04.2017 Negatif 

92 Ġzmir ÇeĢme K-15 Levrek Fingerling 125 10 24.04.2017 Negatif 

93 Adana KarataĢ K-1 Levrek PostL 15 30 08.05.2017 Negatif 

94 Adana KarataĢ K-1 Levrek Fry 70 10 08.05.2017 Negatif 

95 Adana KarataĢ K-1 Levrek Fry 70 10 08.05.2017 Negatif 

96 Adana KarataĢ K-1 Levrek Fry 70 10 08.05.2017 Negatif 

97 Adana KarataĢ K-1 Levrek Fingerling 115 10 08.05.2017 Pozitif 

98 Adana KarataĢ K-1 Levrek Fingerling 115 10 08.05.2017 Pozitif 

99 Adana KarataĢ K-1 Levrek Fingerling 115 10 08.05.2017 Pozitif 

100 Aydın Didim K-4 Levrek PostL 37 15 31.05.2017 Negatif 

101 Aydın Didim K-4 Levrek PostL 37 15 31.05.2017 Negatif 

102 Aydın Didim K-4 Levrek Fry 65 15 31.05.2017 Negatif 

103 Aydın Didim K-4 Levrek Fry 65 15 31.05.2017 Negatif 

104 Aydın Didim K-4 Levrek Fingerling 93 10 31.05.2017 Negatif 

105 Aydın Didim K-4 Levrek Fingerling 93 10 31.05.2017 Negatif 

106 Aydın Didim K-4 Levrek Fingerling 93 10 31.05.2017 Negatif 

107 Aydın Söke K-3 Levrek PreL 3 30 31.05.2017 Negatif 

108 Aydın Söke K-3 Levrek PostL 27 30 31.05.2017 Negatif 

109 Aydın Söke K-3 Levrek Fry 68 10 31.05.2017 Negatif 

110 Aydın Söke K-3 Levrek Fry 68 10 31.05.2017 Negatif 

111 Aydın Söke K-3 Levrek Fry 68 10 31.05.2017 Negatif 

112 Aydın Söke K-3 Levrek Fingerling 117 10 31.05.2017 Negatif 

113 Aydın Söke K-3 Levrek Fingerling 117 10 31.05.2017 Negatif 

DY: DöllenmiĢ Yumurta; PreL: Prelarva; PostL: Post larva  
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Çizelge 3.5.Devam. Örneklenen kuluçkahaneler, örnek türleri, sayıları, örnekleme tarihleri 

ve test sonuçları 

Sıra 

No 

İl İlçe 
İşletme 

Kodu 
Tür Yaş Grubu 

Yaş 

(Gün) 

Örnek 

Sayısı 

Örnekleme 

Tarihi 
Sonuç 

114 Aydın Söke K-3 Levrek Fingerling 117 10 31.05.2017 Negatif 

115 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek PostL 45 30 06.06.2017 Negatif 

116 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek Fry 63 15 31.07.2017 Negatif 

117 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek Fry 63 15 31.07.2017 Negatif 

118 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek Fry 63 15 31.07.2017 Negatif 

119 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek Fry 63 15 31.07.2017 Negatif 

120 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek Fry 68 15 31.07.2017 Negatif 

121 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek Fry 68 15 31.07.2017 Negatif 

122 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek Fingerling 80 15 31.07.2017 Negatif 

123 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek Fingerling 80 15 31.07.2017 Negatif 

124 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek Fingerling 100 10 31.07.2017 Negatif 

125 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek Fingerling 100 10 31.07.2017 Negatif 

126 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek Fingerling 100 10 31.07.2017 Negatif 

127 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek Fingerling 120 10 31.07.2017 Negatif 

128 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek Fingerling 120 10 31.07.2017 Negatif 

129 Çanakkale Lapseki K-18 Levrek Fingerling 120 10 31.07.2017 Negatif 

130 Aydın Didim K-5 Levrek Fingerling 115 30 02.08.2017 Negatif 

131 Aydın Didim K-5 Levrek Fingerling 95 15 02.08.2017 Negatif 

132 Aydın Didim K-5 Levrek Fingerling 95 15 02.08.2017 Negatif 

133 Aydın Didim K-2 Levrek Fry 59 10 02.08.2017 Negatif 

134 Aydın Didim K-2 Levrek Fry 59 10 02.08.2017 Negatif 

135 Aydın Didim K-2 Levrek Fry 59 10 02.08.2017 Negatif 

Toplam 135 Grup 2460 Örnek 

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

Tüm kuluçkahanelerden sağlanan farklı yaĢ grubundaki toplam 2460 adet 

yavru levrek örneğinden 135 çalıĢma grubu oluĢturuldu. YaĢ dönemleri 

değerlendirildiğinde, 15 grup döllenmiĢ yumurta, 14 grup prelarva, 22 grup 

postlarva, 43 grup fry, 41 grup fingerling boy balıktan virus araĢtırması yapıldı 

(Çizelge 3.6., ġekil 3.5). Örneklenen yavru levreklerin yaĢ gruplarına göre 

dağılımları ġekil 3.6’de gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 3.6. Yavru levrek örneklerinin yaĢ gruplarına göre iller bazında dağılımı. 

İller DY PreL PostL Fry Fingerling Toplam 

Adana - - 1 3 3 7 

Aydın - 2 6 8 9 25 

Çanakkale 1 1 2 6 8 18 

Ġzmir 9 9 6 14 12 50 

Muğla 5 2 7 12 9 35 

Toplam 15 14 22 43 41 135 

 

Şekil 3.5. Yavru levrek örneklerinin yaĢ gruplarına göre iller bazında dağılımı. 

 

Şekil 3.6. Yavru levrek örneklerinin yaĢ gruplarına göre yüzdelik dağılımları. 

Örnekleme mevsimsel dağılımları incelendiğinde 38 grup Aralık-Ocak-ġubat 

aylarında; 76 grup Mart-Nisan-Mayıs aylarında, 21 grup ise Haziran-Temmuz ve 

Ağustos aylarında örneklendi (Çizelge 3.7). Yavru levreklerin yaĢ gruplarına göre 

örneklenme zamanları ġekil 3.7’te gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 3.7. Yavru levrek örneklerinin yaĢ gruplarına göre aylar bazında örnekleme sayıları. 

Aylar DY PreL PostL Fry Fingerling Toplam 

Ocak 5 5 3 - - 13 

ġubat 3 3 3 3 3 15 

Mart 4 1 7 17 9 38 

Nisan - - 1 6 9 16 

Mayıs - 1 4 8 9 22 

Haziran - - 1 - - 1 

Temmuz - - - 6 8 14 

Ağustos - - - 3 3 6 

Aralık 3 4 3 - - 10 

Toplam 15 14 22 43 41 135 

 

 

Şekil 3.7. Yavru levrek örneklerinin yaĢ gruplarına göre aylar bazında örnekleme sayıları. 

Örneklemelerin yapıldığı kuluçkahanelerde güncel su ısıları, döllenmiĢ 

yumurta tanklarında 15 
o
C, prelarva tanklarında 15-16 

o
C, postlarva tanklarında 16-

20 
o
C, fry tanklarında 16-22 

o
C, fingerling tanklarında ise 20-24 

o
C olarak ölçüldü. 

qrtRT-PCR testleri sonucunda 16 kuluçkahaneden (Çizelge 2.2), sadece K-1 

kuluçkahanesinde 115 günlük fingerling boy levreklerde VNN virusu tespit edildi 

(Çizelge 3.5). Ġleride yapılacak çalıĢmalarda ve genbankta kullanılmak amacıyla, 
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elde edilen betanodavirus izolatına TR.VNN.01.02 adı verildi.  K-1 kuluçkahanesi 

Mayıs ayında deniz suyu ısısının yükselmeye baĢladığı zamanda örneklendi ve aynı 

dönemde alınan postlarva ve fry boy balıklarda virus tespit edilmedi. Kuluçkahane 

ile ilgili elde edilen bilgilerde, tesisin kapalı sistem olduğu, biyogüvenlik önlemlerini 

uyguladığı, denizden sağlanan suyun filtrelerden geçirildiği, ozon ve UV ile 

sterilizasyonunun yapıldığı, ayrıca kuluçkahanede sadece 1,5-2 g’dan büyük olan 

fingerling levreklerin dıĢ sisteme alındığı ve iĢleme tabi tutulmayan deniz suyunun 

kullanıldığı bilgisi alındı.  

Prevalansın belirlenmesinde, kuluçkahanelerde yetiĢtirilen yavru levreklerin 

yaĢ gruplarına bakılmaksızın, virusun herhangi bir yaĢ grubunda tespit edildiği 

kuluçkahane mihrak olarak değerlendirildi. Epidemiyolojik ünite seçiminde, VNN 

virusunun ülke genelindeki durumunun ortaya konulması amaçlandığından ülkenin 

tamamı bir ünite, kuluçkahaneler ise alt ünite olarak değerlendirildi. Bu 

değerlendirme ile 16 kuluçkahaneden 1 tanesinde virus tespit edildiğinden, Türkiye 

genelinde kuluçkahane bazında betanodavirus prevalansı % 6,25 (1/16) olarak 

hesaplandı. 

3.2.2. Levrek Yetiştirme İşletmelerinde VNN Virusunun Varlığının 

Araştırılması 

 Tez çalıĢmasında Türkiye’de faaliyet gösteren 418 adet levrek yetiĢtirme 

iĢletmesinden epidemiyolojik temelli hesaplamayla toplam 7 ile ait 24 adet 

iĢletmeden örnekleme yapıldı (Çizelge 3.8). Rasgele örnekleme stratejisinde, 

iĢletmelerde halihazırda yetiĢtirilen tüm levrek yaĢ gruplarının örneklenmesi 

sağlandı. Buna göre iĢletmelerdeki kodlamalar, gelen her örneğin uzunluk ve 

ağırlıkları ölçülmek suretiyle küçük, orta ve büyük olmak üzere üç yaĢ grubuna 

ayrıldı. Levreklerin uzunlukları 5,5 - 45 cm arasında, ağırlıkları ise 3,2 - 950 g 

arasında ölçüldü.   Toplam 720 adet levrek örneğinden 80 çalıĢma grubu oluĢturuldu. 
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Çizelge 3.8. Örneklenen levrek yetiĢtirme iĢletmeleri, örnek sayıları, örnekleme tarihleri ve 

test sonuçları. 

Sıra 

No 

İl İlçe İşletme 

Kodu 

Örnek  

 

Örnek 

Sayısı 

İşletmeden Alınan 

Toplam Örnek Sayısı 

Örnekleme 

Tarihi 

Sonuç 

1 Muğla Milas Y-1 Büyük-1 5 

30 23.08.2016 

Negatif 

2 Muğla Milas Y-1 Büyük-2 5 Negatif 

3 Muğla Milas Y-1 Orta 10 Negatif 

4 Muğla Milas Y-1 Küçük 10 Negatif 

5 Muğla Milas Y-1 Göz 10 Negatif 

6 Muğla Milas Y-2 Büyük 10 

30 23.08.2016 

Negatif 

7 Muğla Milas Y-2 Orta 10 Negatif 

8 Muğla Milas Y-2 Küçük 10 Negatif 

9 Muğla Milas Y-3 Büyük 10 

30 23.08.2016 

Negatif 

10 Muğla Milas Y-3 Orta 10 Negatif 

11 Muğla Milas Y-3 Küçük 10 Negatif 

12 Muğla Milas Y-4 Büyük 10 

30 23.08.2016 

Negatif 

13 Muğla Milas Y-4 Orta 10 Negatif 

14 Muğla Milas Y-4 Küçük 10 Negatif 

15 Muğla Milas Y-5 Büyük-1 10 

30 23.08.2016 

Negatif 

16 Muğla Milas Y-5 Büyük-2 10 Negatif 

17 Muğla Milas Y-5 Büyük-3 10 Negatif 

18 Muğla Milas Y-6 Büyük 10 

30 23.08.2016 

Negatif 

19 Muğla Milas Y-6 Orta 10 Negatif 

20 Muğla Milas Y-6 Küçük 10 Negatif 

21 Muğla Milas Y-7 Büyük-1 5 

30 23.08.2016 

Negatif 

22 Muğla Milas Y-7 Büyük-2 5 Negatif 

23 Muğla Milas Y-7 Orta-1 5 Negatif 

24 Muğla Milas Y-7 Orta-2 5 Negatif 

25 Muğla Milas Y-7 Küçük 10 Negatif 

26 Muğla Milas Y-8 Büyük 10 

30 23.08.2016 

Negatif 

27 Muğla Milas Y-8 Orta 10 Negatif 

28 Muğla Milas Y-8 Küçük 10 Negatif 

29 Muğla Milas Y-9 Büyük-1 5 

30 23.08.2016 

Negatif 

30 Muğla Milas Y-9 Büyük-2 5 Negatif 

31 Muğla Milas Y-9 Orta 10 Negatif 

32 Muğla Milas Y-9 Küçük 10 Negatif 

33 Mersin Silifke Y-10 Büyük 10 

30 24.08.2016 

Negatif 

34 Mersin Silifke Y-10 Orta 10 Negatif 

35 Mersin Silifke Y-10 Küçük 10 Negatif 
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Çizelge 3.8.Devam. Örneklenen levrek yetiĢtirme iĢletmeleri, örnek sayıları, örnekleme 

tarihleri ve test sonuçları. 

Sıra 

No 
İl İlçe 

İşletme 

Kodu 

Örnek 

 

Örnek 

Sayısı 

İşletmeden Alınan 

Toplam Örnek Sayısı 

Örnekleme 

Tarihi 
Sonuç 

36 Aydın Didim Y-11 Büyük-1 5 

30 05.09.2016 

Negatif 

37 Aydın Didim Y-11 Büyük-2 5 Negatif 

38 Aydın Didim Y-11 Büyük-3 10 Negatif 

39 Aydın Didim Y-11 Büyük-4 10 Negatif 

40 Aydın Didim Y-12 Orta-1 10 

30 05.09.2016 

Negatif 

41 Aydın Didim Y-12 Orta-2 10 Negatif 

42 Aydın Didim Y-12 Orta-3 10 Negatif 

43 Aydın Didim Y-13 Küçük-1 10 

30 05.09.2016 

Negatif 

44 Aydın Didim Y-13 Küçük-2 10 Negatif 

45 Aydın Didim Y-13 Küçük-3 10 Negatif 

46 Ġzmir Dikili Y-14 Büyük 10 

30 06.09.2016 

Negatif 

47 Ġzmir Dikili Y-14 Orta 10 Negatif 

48 Ġzmir Dikili Y-14 Küçük 10 Negatif 

49 Ġzmir Urla Y-15 Büyük-1 10 

30 06.09.2016 

Negatif 

50 Ġzmir Urla Y-15 Büyük-2 10 Negatif 

51 Ġzmir Urla Y-15 Büyük-3 10 Negatif 

52 Ġzmir ÇeĢme Y-16 Büyük 10 

30 07.09.2016 

Negatif 

53 Ġzmir ÇeĢme Y-16 Orta 10 Negatif 

54 Ġzmir ÇeĢme Y-16 Küçük 10 Negatif 

55 Ġzmir Urla Y-17 Büyük 10 

30 07.09.2016 

Negatif 

56 Ġzmir Urla Y-17 Orta 10 Negatif 

57 Ġzmir Urla Y-17 Küçük 10 Negatif 

58 Ġzmir Karaburun Y-18 Büyük-1 10 

30 07.09.2016 

Negatif 

59 Ġzmir Karaburun Y-18 Küçük-1 10 Negatif 

60 Ġzmir Karaburun Y-18 Küçük-2 10 Negatif 

61 Muğla Bodrum Y-19 Orta 10 

30 

06.09.2016 Negatif 

62 Muğla Bodrum Y-19 Orta 10 

27.09.2016 

Negatif 

63 Muğla Bodrum Y-19 Büyük-1 5 Negatif 

64 Muğla Bodrum Y-19 Büyük-2 5 Negatif 

65 Muğla Bodrum Y-20 Büyük 5 

30 

06.09.2016 
Negatif 

66 Muğla Bodrum Y-20 Büyük 5 Negatif 

67 Muğla Bodrum Y-20 Orta 10 
29.09.2016 

Negatif 

68 Muğla Bodrum Y-20 Küçük 10 Negatif 
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Çizelge 3.8.Devam. Örneklenen levrek yetiĢtirme iĢletmeleri, örnek sayıları, örnekleme 

tarihleri ve test sonuçları. 

Sıra 

No 
İl İlçe 

İşletme 

Kodu 

Örnek 

 

Örnek 

Sayısı 

İşletmeden Alınan 

Toplam Örnek Sayısı 

Örnekleme 

Tarihi 
Sonuç 

69 Muğla Bodrum Y-21 Büyük 5 

30 

06.09.2016 
Negatif 

70 Muğla Bodrum Y-21 Küçük 10 Negatif 

71 Muğla Bodrum Y-21 Küçük 10 
20.09.2016 

Negatif 

72 Muğla Bodrum Y-21 Büyük 5 Negatif 

73 Antalya Konyaaltı Y-22 Küçük-1 15 
30 20.09.2016 

Negatif 

74 Antalya Konyaaltı Y-22 Küçük-2 15 Negatif 

75 Adana KarataĢ Y-23 Küçük-1 10  
30 

 
 

 
20.09.2016 

 
 

Pozitif 

76 Adana KarataĢ Y-23 Küçük-2 10 Pozitif 

77 Adana KarataĢ Y-23 Küçük-3 10 Pozitif 

78 Hatay Ġskenderun Y-24 Orta-1 10 

30 27.09.2016 

Negatif 

79 Hatay Ġskenderun Y-24 Orta-2 10 Negatif 

80 Hatay Ġskenderun Y-24 Orta-3 10 Negatif 

Toplam    7 İl        24 İşletme 80 Grup 
 

720 Örnek 

Örnekleme zamanının belirlenmesinde virusun en aktif olarak bulunduğu yaz 

ayları dikkate alındı. Deniz su ısılarının aylık verileri ve değiĢiklikleri belirlenerek 

tüm örneklemeler 2016 yılı Ağustos ve Eylül aylarında tamamlandı (Çizelge 3.8). 

YetiĢtirme iĢletmelerinde prevalansın belirlenmesinde, levreklerin yaĢ 

gruplarına bakılmaksızın, virusun herhangi bir yaĢ grubunda tespit edildiği iĢletme 

mihrak olarak değerlendirildi. Epidemiyolojik ünite seçiminde, VNN virusunun ülke 

genelindeki durumunun ortaya konulması amaçlandığından dolayı ülkenin tamamı 

bir ünite olarak değerlendirildi. qrtRT-PCR testleri sonucunda 20 iĢletmeden, 1 

iĢletmede (Y-23) VNN virusu tespit edildi. Ġleride yapılacak çalıĢmalarda ve 

genbankta kullanılmak amacıyla, elde edilen betanodavirus izolatına TR.VNN.01.01 

adı verildi. Bu değerlendirme ile 20 iĢletmeden 1 tanesinde virus tespit edildiğinden, 

Türkiye genelinde yetiĢtirme iĢletmeleri bazında betanodavirus prevalansı % 5 (1/20) 

olarak hesaplandı. 
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3.2.3. Retrospektif Epidemiyolojik Çalışma 

VNN hastalığının ülkesel epidemiyolojisinin daha iyi ortaya konulması 

amacıyla virusun tespit edildiği kuluçkahane/yetiĢtirme iĢletmeleri ve bağlantılı 

olduğu iĢletmelerde tarama çalıĢması ve retrospektif epidemiyolojik çalıĢma yapıldı. 

VNN virusu pozitif tespit edilen K-1 kuluçkahanesinde yapılan epidemiyolojik 

araĢtırmada, virusun 115 günlük, 2,5-3,74 g ağırlığında ve 6,5-7 cm uzunluğunda 

fingerling boy levreklerde tespit edildiği ortaya konuldu. Kuluçkahaneden alınan 

diğer örnekler incelendiğinde 15 günlük postlarva ve 70 günlük fry boy levreklerde 

virus tespit edilmedi. K-1 kuluçkahanesinde yapılan izleme çalıĢmasında, mevcut 

yetiĢtirme döneminde prelarva ve postlarva boy levrekler örneklendi ve bu 

örneklemelerde de virus tekrar tespit edilmedi. Virus tespit edilen kuluçkahanenin 

anaç balık bulundurmadığı, yetiĢtirilen balıkların ise K-12 kuluçkahanesinden 

sağlandığı belirlendi. K-12 kuluçkahanesinde yapılan epidemiyolojik araĢtırmada, 

kuluçkahanede anaç balık, döllenmiĢ yumurta ve prelarva yetiĢtirildiği belirlendi. K-

12 kuluçkahanesinden Ocak 2017 ve Aralık 2018 tarihlerinde yapılan döllenmiĢ 

yumurta ve 2 günlük prelarva örneklemelerinde de virus tespit edilmedi. Ġki 

iĢletmede de VNN hastalığı yönünden klinik bir semptom olmadığı ve yoğun 

mortalitenin görülmediği bilgisi alındı. 

Pozitif tespit edilen Y-23 kodlu yetiĢtirme iĢletmesinde yapılan epidemiyolojik 

araĢtırmada, virusun 3,2-10,4 g ağırlığında ve 6-10 cm uzunluğunda küçük boy 

levreklerde tespit edildiği ortaya konuldu.  Virus tespit edilen iĢletmenin, virus tespit 

edilen K-1 kuluçkahanesi ile iliĢkili olduğu ve bu kuluçkahaneden çıkan fingerling 

boy levreklerin Y-23 iĢletmesine geldiği belirlendi. Y-23 iĢletmesinde pozitif tespit 

edilen fingerling boy levreklerde de VNN hastalığı yönünden klinik bir semptom 

olmadığı ve yoğun mortalitenin görülmediği bilgisi alındı. Daha sonra iĢletme ile 

ilgili yapılan araĢtırmada, iĢletmenin tam bir deniz iĢletmesi olmadığı, 

kuluçkahaneden diğer yetiĢtirme iĢletmelerine gönderilmek üzere balıkların 

bekletildiği kuluçkahane sonrası ara bir iĢletme olduğu, orta veya büyük boy balık 
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olmadığı, sadece küçük boy balıkların olduğu belirlendi. Sonuç olarak K-1 ve Y-23 

örnekleme ünitelerinin aynı levrek üretim firmasına ait olduğu belirlendi. 

3.3. Pozitif Örneklerin Viral Yüklerinin Belirlenmesi 

Real time RT-PCR testi ile pozitif bulunan örneklerin viral yüklerinin 

belirlenmesi amacıyla, örnekler analitik sensitivitesi belirlenen qrtRT-PCR testi ile 

tekrar test edildi. Pozitif örnekler, viral yükü bilinen plazmid DNA’sı ve negatif 

kontrol ile aynı teste alınarak viral yükleri belirlendi (ġekil 3.8 ve 3.9). Pozitif 

örneklerin direkt doku homojenizatlarından yapılan qrtRT-PCR testinde, Ct değerleri 

ve viral yükleri TR.VNN.01.01 izolatı için 32,19 ve 3,10 x 10
2
 kopya/µl; 

TR.VNN.01.02 izolatı için ise 31,56 ve 4,82 x 10
2
 kopya/µl olarak hesaplandı. 

 

Şekil 3.8. Pozitif örneklerin direkt doku homojenizatlarından yapılan qrtRT-PCR testi 

sonuçları. 

Tez çalıĢmasında qrtRT-PCR testi ile pozitif örneklerin belirlenmesinin 

ardından yapılan hücre kültüründe virus izolasyonu çalıĢmalarından sonra qrtRT-

PCR testi tekrar yapıldı ve Ct değerleri ve viral yükleri TR.VNN.01.01 izolatı için 

20,96 ve 7,29 x 10
5
 kopya/µl; TR.VNN.01.02 izolatı için ise 24,87 ve 4,83 x 10

4
 

kopya/µl olarak hesaplandı. 
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Şekil 3.9. Pozitif örneklerin hücre kültüründe izolasyonundan sonra yapılan qrtRT-

PCR testi sonuçları. 

 Sahadan sağlanan örnekler ile bu örneklerin hücre kültüründe üretilmesinden 

sonra elde edilen Ct değerlerinde 7-12 Ct; viral yüklerde 10
2
-10

3
 kat artıĢ olduğu 

gözlendi. 

3.4. Pozitif Örneklerin Kısmi Genom Dizileme ve Filogenetik Analizleri 

Pozitif bulunan örneklerin, hem tüm genom dizilemelerinin yapılabilmesi için 

gerekli olan primer çiftlerinin belirlenmesi hem de hangi genotipe ait olduğunun 

belirlenmesi amacıyla kısmi genom dizilemeleri ve filogenetik analizleri yapıldı. 

RNA1 segmentinin kısmi genom dizilemesinde, TR.VNN.01.01 izolatının 933 (192-



 

100 
 

1124 nt’ler arası); TR.VNN.01.02 izolatının ise 937 (197-1133 nt’ler arası) nt 

uzunluğundaki bölgeleri (tüm genom dizisine sahip FJ789783 genbank eriĢim 

numaralı izolata göre) elde edildi.  

RNA2 segmentinin kısmi genom dizilemesinde, TR.VNN.01.01 izolatının 569 

(355-923 nt’ler arası); TR.VNN.01.02 izolatının ise 567 (365-931 nt’ler arası) nt 

uzunluğundaki bölgeleri (tüm genom dizisine sahip FJ789784 genbank eriĢim 

numaralı izolata göre) elde edildi.   

Pozitif örneklerin dizileri ve genbanktan elde edilen referans dizilerin çoklu 

hizalamaları yapıldı. Filogenetik analizlerde, pozitif örneklerin elde edilen nt 

uzunluklarının daha fazla olmasına rağmen, daha fazla ve daha farklı coğrafyadaki 

izolatların karĢılaĢtırmalarının yapılabilmesi amacıyla, RNA1 için 899 nt; RNA2 için 

480 nt uzunluğundaki daha kısa bölgeler kullanıldı.  

Filogenetik analiz için en iyi model RNA1 segmenti için Tamura-Nei ile 

gamma distributed (TN93+G); RNA2 segmenti için ise Kimura 2-parameter ile 

gamma distributed (K2+G) olarak belirlendi. ÇalıĢmada elde edilen izolatlar ile 

genbanktan elde edilen referans izolatların nükleotid farklılıkları hem RNA1 hem 

RNA2 segmentine göre belirlendi (Çizelge 3.9 ve 3.10).  

RNA1 segmentinin kısmi nükleotid dizilerine göre, tez çalıĢmasında bulunan 

RGNNV genotipindeki iki yerli izolatın nükleotid benzerlikleri kendi aralarında % 

99,77 olarak bulundu. TR.VNN.01.01 izolatının RNA1 segmentinin kısmi dizilerine 

göre, en yakın olduğu izolat ise % 99,21 ile Güney Kıbrıs’ta levreklerden izole edilen 

betanodavirus olarak belirlendi. Güney Kıbrıstan sonra en yakın olduğu izolatlar ise 

% 98,74 ve % 98,62 ile Ġtalya’da üç farklı tatlı su balığından izole edilen 

betanodaviruslar ile Yunanistan’da çizgili lahozdan elde edilen betanodavirus olarak 

belirlendi. Değerlendirmeye filogenetik ağaça yer alan tüm referans izolatlar 

alınmamıĢ olup, en yakın olduğu altı RGNNV izolatı alındı. Diğer genotiplerle olan 

benzerlikleri ise SJNNV ile % 73,14; BFNNV ile % 71,56; TPNNV ile ise % 71,74 

olarak belirlendi. 

RNA2 segmentinin kısmi nükleotid dizilerine göre, tez çalıĢmasında bulunan 

RGNNV genotipindeki iki yerli izolatın nükleotid benzerlikleri kendi aralarında % 
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100 olarak bulundu. TR.VNN.01.01 izolatının RNA2 segmentinin kısmi dizilerine 

göre, en yakın olduğu izolat ise % 99,58 ile Güney Kıbrıs’ta levreklerden izole edilen 

betanodavirus olarak belirlendi. Güney Kıbrıstan sonra en yakın olduğu izolat ise % 

99,37 Yunanistan’da çizgili lahozdan elde edilen betanodavirus olarak belirlendi. 

Yüzde 99,15 oranında da yine üç farklı Ġtalya izolatı ile benzer bulundu. 

Değerlendirmeye filogenetik ağaçta yer alan tüm referans izolatlar alınmamıĢ olup, 

en yakın olduğu altı RGNNV izolatı alındı.  Diğer genotiplerle olan benzerlikleri ise 

SJNNV ile % 65,47; BFNNV ile % 73,80; TPNNV ile ise % 65,39 olarak belirlendi. 

Virusun hem RNA1 hem RNA2 segmentine göre yapılan filogenetik 

analizinde, tez çalıĢmasında bulunan pozitif örneklerin RGNNV genotipi olduğu 

belirlendi (ġekil 3.10 ve 3.11). 
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Çizelge 3.9.  RNA1 segmentinin kısmi dizilerine göre nükleotid benzerlik oranları (%). 

 

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 

    AM085317 73,14 73,42 73,42 72,96 72,76 72,76 73,89 74,08 100,00 

   AM085330 71,56 71,85 72,15 71,76 71,55 71,55 71,85 71,85 74,13 100,00 

  AM085332 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 JN189816 JQ970429 JQ970428 JQ970430 JN189867 JN189805 AM085317 AM085330 AM085332 

Çizelge 3.10.  RNA2 segmentinin kısmi dizilerine göre nükleotid benzerlik oranları (%). 

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 

  AM085345 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 JN189966 JN189958 JQ970432 JN189920 AM085345 D38637 

 

1
0
2
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Şekil 3.10. RNA1 segmentinin kısmi dizilerine göre filogenetik ağaç.  Filogenetik ağaç, 
Tamura-Nei ile gamma distributed (TN93+G) model kullanılarak 1000 tekrarlı bootstrap 

değeri ile oluĢturuldu. Filogenetik ağaçta  % 70 ve üstü boostrap değerleri gösterilmiĢtir. 
RNA1 segmentine ait filogenetik ağaç, elde edilen izolatların RNA1 segmentlerinin 899 nt 

uzunluğundaki dizileri (Referans tüm genom RNA1, FJ789783’e göre 200-1099 nt arası) 

kullanılarak çizilmiĢtir. 

 AM085318
 AM085322

 AM085315
 JN189880

 AM085323
 JN189859

 JN189881
 JN189891
 JN189879
 AM085328

 AM085321
 AM085311
 AM085329

 JN189894
 FJ789783

 JN189823
 JN189857

 AM085331
 AY721616
 AB373028

 JN189876
 JN189893
 JN189875

 JN189798
 JN189803

 JN189853
 JN189821

 JN189854
 JN189836

 JN189805
 TR.VNN.01.02

 TR.VNN.01.01
 JN189816

 JQ970429
 JQ970430
 JQ970428

 JN189867
 JN189812

 JN189804
 JN189873
 JN189870

 JN189865
 AF319555

 AY690597
 JN189815

 JN189855
 JN189850

 JN189909
 JN189849

 JN189908
 JN189906

 JX194165
 JN189852

 AM085326
 JN189896

 AM085327
 AM085314

 AM085313

RGNNV

 AM085312
 AM085317

SJNNV

TPNNV AM085332
 AM085330
 EU826137
 AJ401165

 EF617330

BFNNV

90

100

100

100

100
99

100

100

100

99

99

96

99

75
98

98

81

97

81

97

85

99

78

95

99

91

82

99

0.02
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Şekil 3.11. RNA2 segmentinin kısmi dizilerine göre filogenetik ağaç. Filogenetik ağaç,  
Kimura 2-parameter ile gamma distributed (K2+G) model kullanılarak 1000 tekrarlı 

bootstrap değeri ile oluĢturuldu. Filogenetik ağaçta  % 70 ve üstü boostrap değerleri 

gösterilmiĢtir. RNA2 segmentine ait filogenetik ağaç, elde edilen izolatların RNA2 
segmentlerinin 480 nt uzunluğundaki dizileri (Referans tüm genom RNA2, FJ789784’e göre 

426-907 nt arası) kullanılarak çizilmiĢtir. 

 

 JN190003
 JN190026
 JN190006

 AJ277804
 AM085340

 JN190025
 JN190013
 JN190034
 AJ277807
 AM085343

 JN190005
 AM085344
 AM085333
 AM085339

 AM085341
 KF748947

 KF748948
 JX194164

 JN189975
 JN189946

 JN189939
 FJ789784

 AF318942
 AY324870
 AB373029

 AY690596
 JN189983
 JQ970432
 JQ970433

 JQ970431
 TR.VNN.01.02
 TR.VNN.01.01

 JN189968
 JN189959
 JN189994
 JN189966
 JN189958

 JN189943
 JN189973

 AY721615
 JN189999

 JN189951
 JN189956

 JN190000
 JN190032
 JN189941

 JN190022
 JN190009

 JN189948
 AJ277803
 JN190033

 AM085335
 AJ277811
 AM085338

 AM085342
 JN189997
 JN190010
 JN189992

RGNNV

 EF617329
 AM085345

 D38635

BFNNV

TPNNV D38637
 JN189920

 JN189917
 JN189915

 JN189936

SJNNV

TNV AJ608266
82

100

99
100

99

75
99

94
94

99

100

96
94

100

98

96

87

84

93

74

70

0.05
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Kuluçkahane ve yetiĢtirme iĢletmesinden elde edilen virusların aynı 

coğrafyadan köken alması, aynı ticari firmaya ait olması ve iĢletme ile 

kuluçkahanenin iliĢkili olmasının epidemiyolojik çalıĢmalar ile belirlenmesinin 

ardından, aynı iliĢki filogenetik analizler ile de ortaya konuldu. 

3.5. Pozitif Örneklerin Tüm Genom Dizileme ve Filogenetik Analizleri 

Kısmi dizileme ve filogenetik analizleri ile genotipleri belirlenen pozitif 

betanodavirus izolatlarının tüm genom dizileri,  RNA1 ve RNA2 segmentlerinin tüm 

gen bölgelerini kapsayacak Ģekilde elde edildi. Düzeltme ve eĢleĢtirme çalıĢmalarının 

DNADynamo programında yapılmasından sonra her iki segmente ait konsensüs 

dizileri elde edildi (Ek-3).  MEGA6 programında tez izolatlarının ve genbanktan 

alınan dört farklı betanodavirus referans virus dizilerinin (Ek-5) çoklu hizalamaları 

yapıldı. Tüm genom RNA1 ve RNA2 dizilerinin 5
ı
 ve 3

ı
 UTR bölgeleri ile ORF 

bölgeleri belirlendi (ġekil 3.12, 3.13, 3.17 ve 3.18). 

3.5.1. RNA1 Tüm Genom Analizi 

RNA1 tüm genom dizi çalıĢmasında, Y-23 yetiĢtirme iĢletmesinden elde edilen 

TR.VNN.01.01 betanodavirus izolatı 3104 nt, K-1 kuluçkahanesinden elde edilen 

TR.VNN.01.02 betanodavirus izolatı ise 3102 nt olarak konsensüs dizileri elde edildi 

(Ek-3). RNA1 segmentinin 5
ı
 ve 3

ı
 UTR bölgeleri, Okinaka ve Nakai (2008) 

tarafından dört genotipin tüm genomlarının farklılıklarının belirlendiği çalıĢmayla 

uyumlu olarak, 5
ı
 UTR bölgesinde TPNNV genotipindeki nt fazlalığına bağlı olarak 

diğer genotiplerde görülen 7-8 nt’lik boĢlukların meydana geldiği görüldü (ġekil 

3.12). Benzer Ģekilde 3
ı
 UTR bölgesinde de BFNNV ve RGNNV genotiplerinde 1 nt 

eksikliğinin olduğu görüldü (ġekil 3.13). 



 

106 
 

 

Şekil 3.12. HizalanmıĢ RNA1 segmentinin 5’ UTR ve ORF baĢlangıç bölgesi. 

 

Şekil 3.13. HizalanmıĢ RNA1 segmentinin 3’ UTR ve ORF bitiĢ bölgesi. 

RNA1 segmentinin filogenetik analizi için en iyi model Tamura-Nei ve gamma 

distributed (TN93+G) olarak belirlendi. ÇalıĢmada elde edilen izolatlar ile 

genbanktan elde edilen referans izolatların nt ve aa benzerliklikleri ile farklılıkları, 

virusun farklı sıcaklıklara adaptasyonunu sağlayan ve RNA1 tarafından kodlanan 

Protein A’ya göre belirlendi. Bu amaçla Protein A’nın baĢlangıç ve bitiĢ kodonları 

belirlenerek (ġekil 3.12 ve 3.13) tüm genom protein A ORF dizileri incelendi. ORF 

baĢlangıcı olan ATG kodonunun pozisyonu 88. nt, bitiĢ olan TAG kodonunun 

pozisyonu ise 3037. nt olarak belirlendi. 87 nt’ten oluĢan 5’ UTR bölgesi ve 3037. 

nt’ten sonra gelen 3’ UTR kesilerek; 2949 nt ve 983 aa uzunluğundaki protein A’ya 

göre filogenetik ağaç çizildi (ġekil 3.14).  
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Şekil 3.14. RNA1 segmentinin ORF protein A nükleotid dizilerine göre filogenetik ağaç. 

Filogenetik ağaç, Tamura-Nei ile gamma distributed (TN93+G) model kullanılarak 1000 

tekrarlı bootstrap değeri ile oluĢturuldu. Filogenetik ağaçta  % 70 ve üstü boostrap değerleri 
gösterilmiĢtir. 

 MG874757

 KP455643

 KM095958

 AB373028

 AY721616

 EF558368

 FJ789783

 FJ748760

 AY324869

 JQ073720

 MF144242

 JN189865

 TR.VNN.01.01

 TR.VNN.01.02

 AF319555

 JN189909

 AY369136

RGNNV

TPNNV EU236148

 AJ401165

 EU826137

 EU236146

 EF617331

 EF617335

 EF617330

 EF617333

 EF617334

 EF617332

BFNNV

 JN189814

 KF386163

 NC 003448

SJNNV

78

100

100

70

83

88

73

100

100

100

100

100

71

100

100

99

84

77

0.02
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Çizelge 3.11.  Protein A (RNA1 ORF) tüm genom dizilerine göre nükleotid benzerlik oranları (%). 

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 
           

AY324869 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 
         

JQ073720 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 tüm genom nükleotid dizilerine göre, tez çalıĢmasında bulunan 

RGNNV genotipindeki iki yerli izolatın nükleotid benzerlikleri kendi aralarında % 

99,83 olarak bulundu. TR.VNN.01.01 izolatının Protein A tüm genom nükleotid 

dizilerine göre, en yakın olduğu izolat ise % 98,75 ile Ġtalya’da levreklerden izole 

edilen betanodavirus olarak belirlendi. Ġtalya’dan sonra en yakın olduğu izolat ise % 

97,46 Tayvan’da portakal benekli lahos (orange-spotted grouper-Epinephelus 

coioides)’dan elde edilen betanodavirus olarak belirlendi. % 97,27 oranında 

Singapur; % 97, 06 Japonya; % 97, 05 Çin ve Hindistan izolatları ile benzer bulundu. 

Değerlendirmeye filogenetik ağaçta yer alan tüm referans izolatlar alınmamıĢ olup, 

en yakın olduğu onbir adet RGNNV izolatı alındı.  Diğer genotiplerle olan 

benzerlikleri ise SJNNV ile % 74.89; BFNNV ile % 75,91; TPNNV ile ise % 76,88 

olarak belirlendi (Çizelge 3.11). 

Protein A filogenetik analizinde, nt ve aa farklılıklarının araĢtırılması sadece 

RGNNV genotipleri kullanılarak yapıldı. SJNNV, BFNNV ve TPNNV 

genotiplerinin gerek coğrafi lokalizasyonlarının çok farklı olması, gerek izole 

edildikleri türlerin sıcaklık adaptasyonunun RGNNV genotipine göre çok farklı 

olması nedeniyle nt ve aa farklılık değerlendirmesine alınmadı. 

RNA1 tüm genom nükleotid dizilerine göre nükleotid farklılıkları 

incelendiğinde, TR.VNN.01.01 ve TR.VNN.01.02 izolatlarının sadece kendi 

aralarında toplam yedi nt farklılığının olduğu ortaya konuldu. Bu farkların 239 (C;T), 

2511 (A;T), 2533 (G;T), 2566 (S (?);G), 3088 (G;C), 3089 (C;T)  ve 3097 (C;G) nt 

pozisyonlarında olduğu belirlendi (ġekil 3.15, turuncu zemin). Referans izolatların 

hemen hemen tamamının aynı, ancak TR.VNN.01.01 ve TR.VNN.01.02 

izolatlarından tamamen farklılık gösterdiği toplam 37 nt pozisyonu belirlendi (ġekil 

3.15, mavi zemin). 
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Şekil 3.15.  RNA1 tüm genom dizilerine göre nükleotid farklılıkları ve pozisyonları.  

      1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6 6 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7

1 2 5 5 6 9 4 8 9 0 0 2 3 3 4 4 7 7 7 7 7 8 9 9 0 1 2 3 6 7 8 8 9 3 3 3 3 4 4 5 5 6 7 7 8 9 4 4 5 5 6 6 6 6 9 9 0 0 1 1 5 7 8 9 2 3 4 4 5 5 5 6 7 8 8 8 9 9 9 9

9 8 1 2 2 6 4 0 9 3 4 0 1 9 6 9 0 1 3 6 9 2 1 4 6 5 7 6 9 5 1 4 3 2 5 6 8 4 7 0 3 5 1 4 6 5 0 7 2 8 2 4 5 7 4 7 0 3 5 8 7 5 1 6 6 0 2 5 3 4 6 2 2 3 7 9 1 2 5 8

TR.VNN.01.01 C A T C A T T C G T C A T C G T A C G G C T C A C T T C C C G T G G C T T G A C T C T T C C G T T G T G C G T G G C T T T T T G T T C A C T G C G C A C T T T C

TR.VNN.01.02 . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

JN189865 . . . . . . . . . . T . . T . . . . . A . . T . . . . . . . A . A A . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

MF144242 . . . . . C C T . . . . C T . . G . A . . . . . T C . T T . A . A . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . A C A . T C . C . C . . . . . . . . . . . . . . . . .

JQ073720 . . . T . . C T . . . . . T . . . . . . T C . . T C C T T . A . A . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . C A . T C . C . C . . . T . . C . . . . . . . . . .

AY324869 . . . T . . C T . . . . . T . . . . . . T C . . T C C T T . A . A . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . C A . T C . C . C . . . T . . C . . . . . . . . . .

FJ748760 . . . T . . C T . . . . . T . . . . . . T C . . T C C . T . A . A . . . . A . T . T . . . . . . . . . . . . C A . T C . C . C . . . T . . C . . . . . . . . . .

FJ789783 . . . . . . . . . . T . . T . . . . . . . . . . T C . T T . A . A . . . . . G T . T . C T . A . . A . . . . C A . T C . C . C . . . . . . C . T . . . . . . C .

EF558368 . C . . . . C T . C . . . T . . . . . . T C . G T C . T T . A . A . T . . . G T . . . . . . . . . . . . . . C A . T C C C . C . . . . . . C . T . . . T . . . T

MG874757 . . . . . . C T . . . . C T . C G . A . . . . . T C . T T . A . A . . . . . . T . . . . . . . . . . C . . A C A . T C . C . C . . . . . . . . . . . . . . . . .

KP455643 . . . . . . C T . . . . C T . . G . A . . . . . T C . T T . A C A . . . . . . . . . . . . T . . . . C . . A C A . T C . C . C . . . . . . . . . . . . . . . . .

KM095958 . . . . G . C T . . . . C T . . G . A . . . . . T C . T T . A C A . . A . . . . . . . . . . . . . . C . . A C A . T C . C . C . . . . . . . . . . . . . . . . .

AB373028 . . . . . . C T . . . . C T . . G . A . T . . . T C . T T . A . A . . . . . . T . . . . . . . . . . C . . . C A . T C . C . C . . . . . . . . . . . . . . . . .

AY721616 . . . . . . C T . . . . C T . . G . A . T C . . T C . . T . A . A . . . . . . T . . . . . . . . . . C . . . C A . T C . C . C . . . . . . C . T A . . . . . . .

AF319555 . . A . . . C T A . . . . T T . G . . . . C . . . . . . T . A . T . . . . . . T . . . . . . . . . . . . T . C A . T C . C C C T . . . . T C . . . . . . . . . .

JN189909 T . . T . C C T A . . G . T . . . T . . . C . . T . . . T T A . A . . . . . . T . . . . . . . C . . . A . . C A . T C . C . C . C C . T . C . . . T . T A . . .

AY369136 . C . . . C C T A . . G . T . . . T . . . C . . T . . . T T A . A . . . C . G T C . C . . . . . . . . . T . C A A T C C . C . A . . . G T C A . . . G T . C . .

                       1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

7 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 9 9 9 9 9 9 9 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5

9 1 2 2 3 4 5 5 6 6 7 7 7 8 8 1 1 3 3 4 5 6 6 0 0 2 2 2 3 3 5 5 6 6 7 7 8 8 9 0 1 3 5 7 8 8 8 0 0 0 2 4 5 5 6 7 8 9 9 1 1 2 4 5 6 6 7 8 0 1 4 5 7 8 9 0 0 1 4 5

9 9 2 6 4 9 5 8 4 7 0 3 9 5 8 5 8 6 9 3 7 6 9 5 8 6 8 9 5 6 3 6 2 8 4 5 0 6 8 7 9 7 5 6 2 5 8 0 6 8 7 5 1 4 3 1 4 0 3 1 4 3 8 3 2 8 1 9 1 9 0 2 3 6 5 3 6 8 5 4

TR.VNN.01.01 A C C G T T A C G C A T C G A A C G T G T C A C C A T C T C C T C G C C G C C C A T G C C T A C C C G T T T A G T A C T T T G G T A T A T C C G T T A C T C A A

TR.VNN.01.02 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

JN189865 . . . . . . . . . T G . . . . . . . C . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . T . . . . . . . . A . . . . . . . A . . G . . . G G

MF144242 G . . . . . . . C T G . . C G . . . C . . . . T T C . . C T . . . . . . . T . . . . . T . . . . T . . . . . . . . . T C . C A A . . . . . . . . C C . T G . G G

JQ073720 . T . . . . . . . T G . . . G . T . C . . . . T . . . . C T . . . A T T . . . . . . . T . . . . T . . . . . . . . . T C G . . A . . . . . . . . C C . T . . G G

AY324869 . T . . . . . . . T G . . . G . T . C . . . . T . . . . C T . . . A T T . . . . . . . T . . . . T . . . . . . . . . T C G . . A . . . . . . . . C C . T . . G G

FJ748760 . T . . . . . . . T G . . . G . T A . . . . . T . . . . C T . . . . T T . . . . . . . T . . . . T . . . . C . . . . T . . . . A . . . . . . . . C C G T . . G G

FJ789783 G . . A C . . . . T G . . . G . . . C . . . . T . . . T C . . . . . . . . . . . . . . T . . . . T . . . . C . . . . T C . . . A . . A G C . . . C C . . . . G G

EF558368 . . . . . . . . . T G . . . G . . . C . . . . T . . . . C T . . . . . . . . . . . . . T . . . . T . A . . . . . . . T . . . . A . . . . . . . . C C . . . . G G

MG874757 G . . . . . . T . T G . . C G . . . C . C . . T T C . . C T . . . . . . . T . . . . . T . . . . T . . . . . . . . . T C . C . A . . . . . . . . C C . T G . G G

KP455643 G . . . . . G . . T G . . C G . . . C . . . . T T C A . C T . C . . . . . T T . . . . T . . . . T . . . . . . . . . T C . C . A . . . . . . . . C C . T G . G G

KM095958 G . . . . . . . . T G . . C G . . . C . . . . T T C . . C T . . . . . . . T . . . . . T . . . . T . . . . . . . C . T C . C . A . . . . . . . . C C . T G . G G

AB373028 G . . . . . . . . T G . . . G . . . C . . T . T T C . . C T . . . . . . . T . . . . . T . . . . T . . . . . . A . . T C C C . A . . . . . . . . C C . T . . G G

AY721616 . . . . . . . . . T G . . . G . . . C . C T . T . C . . C T . . . . . . . T . . . . . T . C . . T . . . . . . . . . T . C C . A C . . . . . T . C C . . . T G G

AF319555 . . T . . . . . . T G . . . . . . . . . . . . T . . . . . . T . . A T . . . . . . . . T . . . . T . . C . . . . . . . C C . . A . . . . . . . . C C . . . . G G

JN189909 . . . . . . . . . T G C T . G G . . . A . . . T . G . . . . T . T . . . . . . T . . A T . C . T T T A . . . . . . G . C . . . A . G . . . T . . C . . T . . G G

AY369136 G . . . . C . . . T G C . . G . . . . . C . G T . . . . . . T . . . . . A . . . G C . T A . G . T . . C C . . . . G . . . . . A . . . . . . . . C . G T . . G G

1
1

0
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Şekil 3.15.Devam.  RNA1 tüm genom dizilerine göre nükleotid farklılıkları ve pozisyonları.  

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

5 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 7 7 7 7 7 7 7 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3

7 8 8 9 0 0 1 1 1 1 5 5 6 7 8 8 9 9 1 2 4 7 7 7 9 0 2 2 3 4 5 6 8 8 9 9 0 1 2 2 3 3 7 7 8 8 9 9 0 0 1 1 1 2 3 3 5 5 5 7 8 0 0 0 3 4 4 6 9 1 1 2 3 3 4 5 5 9 0 1

8 1 7 9 2 7 0 1 4 7 0 3 5 1 0 6 2 8 3 5 9 3 4 9 7 3 4 7 0 8 7 6 1 4 0 3 8 1 6 9 0 8 4 8 6 9 2 5 1 7 3 6 9 5 1 4 2 5 8 6 2 0 3 6 0 2 9 9 9 4 7 3 2 5 1 3 4 2 4 9

TR.VNN.01.01 T C T C T T T C A G T C T C C A C G C C G G G C C C T A T T C C C A C T T T A G T C A C C G C T T T C T T C G A T T T T C T T A C T C T C A A T A T T T C T G A

TR.VNN.01.02 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A .

JN189865 . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . C . C . . . . . . . . T . . . . . . T . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

MF144242 . . . T . A G . . . C . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . C C G . . . . . . . T . . . . . . T . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . C . . . .

JQ073720 . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . T . . . . . . . . . . . . T C . C . . . T . T . . T C . . . . . T . . C C . . . . . . T . . . . G . . . . . . . . . G

AY324869 . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . T . . . . . . . . . . . . T C . C . . . T . T . . T C . . . . . T . . C C . . . . . . T . . . . G . . . . . . . . . G

FJ748760 . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . T . T . T . . . C . . . . T C . C . . . T . T . . T C . . . . . T . . C C . . . . . . T . . . . G . . . . . . . . . G

FJ789783 . . . . . . . . . . . . . . T . G . . T . T C . . . . . . . . T T . T C . C . . . T . T . . T C . C . C . T . G C . . . . . . . T C . C . G . . . . . . . . . G

EF558368 . . . . . . . . . . . . . . T . T . T . . T . . . . . G . . . . . . T C . C . A C T . T . . T A . . . . . T . . C . . . . . . . T . . . . G . . . . . . . C . G

MG874757 . . . . A . . . . C . . C . T . . . . . . T . T . . . . . . . T . . T C . C . . . T . T . . T C . . T . C T A . C . . . T C . G T . . . . G . . G . . . T . . G

KP455643 . T . . A . . . G . . . . . T G . . . . . T . T T . . . . . . T . . . C . C . . . T . T . . T C . . . C C T A . C . . . T C . G T . . . . G . . . . . . . . . G

KM095958 . . . . A . . . . . . . . T T . . . . . C T . T . . . . . . . T . . T C . C . . . T . T . . T C . . . . C T A . C . . . T C . . T . . . . G . . . . . . . . . G

AB373028 . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . T . T . . . . . . . . . . T C . C . . . T . T . . T C . . . . . T . . C . . . . C . G T . . . . G . . . . . . . . . G

AY721616 . . . . . . . . . . . . . T T . . . . . . T . . . . . . . . . . . . T C . C . . . T . T T . T C . . . . . T A . C . C . . C . . T C . . . G . . . . . . . . . G

AF319555 . . . . . . . . . . . T . . T . . A . . . T . . . T . . C . . T . . T C . C . . . T . . . . T C . . . . . T A C . . . . . . . . G . . C . G . . . C . . . . . G

JN189909 . . . . . . . . . . . T . . . G . . . . . T . . . . C . . . T T . . . C . C . . . T . T . . T C C . T . . T T . C . . . T . . . G . . . . G C C . . . C . . . G

AY369136 C . . . . . . T . . . . C . . . . . . . . T . T . . . . . . . T . G T . . C . A . T C T T A T C . . . C . T . . C . . . T . C . A C A . T G . C . . C C . . . G

2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 7 7 7 7 7 7 8 8 8 8 8 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9

2 2 3 3 4 4 5 6 8 8 9 9 0 1 2 3 4 4 5 5 6 6 8 8 9 1 2 2 2 3 4 5 5 6 7 8 9 9 1 1 2 2 2 3 3 4 4 4 6 6 0 0 3 4 6 8 0 3 7 8 9 0 0 0 1 1 2 3 3 4 4 4 4 5 6 6 6 7 9 9

5 8 1 7 0 3 8 1 2 8 1 7 4 5 7 6 4 8 0 5 6 9 5 6 9 1 2 3 9 3 7 0 3 6 7 3 2 8 4 6 2 5 8 4 5 6 8 9 2 7 6 9 6 8 0 4 0 3 5 5 3 2 5 8 4 5 6 5 8 2 3 6 9 8 2 6 7 4 0 7

TR.VNN.01.01 G G C C T T C C A G T C A T C G G A A A G T A C C A T T C G A C T S C T C T C T C G T T A T G T C A A C G C A A G C C A C A T C G C A C A C T C C A A A T G C T

TR.VNN.01.02 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . T . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

JN189865 A . . . . . T . . . . . . . . . A . . . . . . . . T . . . T . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C

MF144242 A . . . . . T . . . . T . . T . A . . C . . . . . T . . . T . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . G . . . . . T . . . . . . .

JQ073720 A . . . . . T . . . C . . . T . A . . . A . . . . T . C . T . . . G . C . . . . T . . . . C . . . . G . A . . . . T . G T . . . . T . . . . . . . . . . . . . .

AY324869 A . . . . . T . . . C . . . T . A . . . A . . . . T . C . T . . . G . C . . . . T . . . . C . . . . G . A . . . . T . G T . . . . T . . . . . . . . . . . . . .

FJ748760 A . . . . C T . . . C . . . T . A . . . . . . . . T . . . T . . . G . C . . . . T . C . . C . . . . G . A . . . . T T G T . . . . T . . G . . . . . . . . . . .

FJ789783 A A . . . . T . . . . . . . T A A . . . . . . . . T . . . T . . . G . . . . . . . . . . . C . . . . . . A . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . T A . . .

EF558368 A A . . . . T . . . C . . . T . A G . . . . . . . T . . . T . T . G . . . . . C T . . . . C . . . . . . A T . . . . . . . G . . A . . . . . . . . . G . . . . .

MG874757 A . . . . C T . G . . . . . T . A . . . . . . G . T . . . T . . . G . . . . . . T . . . . . . C . . . . A T . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

KP455643 A . . . C C T . G . . T . . T . A . . . . . . G . T . . . T . . . G . . . . . . T . . . . . . C . . . . A T G T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

KM095958 A . . . . C T . G . . . . . T . A . G . . . . G . T . . . T . . . G . . . . . . T . . . . . . . . . . . A T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

AB373028 A . T . . C T . G . . . . . T . A . . . . A . . . T . . . T . . . G . . A . T . T . . C . . . . . . . . A T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

AY721616 A . . . . C T . G . . . . . T . A . . . . . . . . T . . . T . . . G . . . . . . T . . . . . . . . . . . A T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

AF319555 A . . . . . T . . A . . . . T . A . . . . C G . . C . . . T . . . A . . . . . . T . . . G C . . . . . T A . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . .

JN189909 A . . T . C T A . . . . G . T . A . . . . C . . T C C . G T G . . G . . . C . . T . . . G C . . T . . . A . . . A . . . . . C T A . . . G G C T . T . . . . . .

AY369136 A . T . . C T . . . . . . C T . A . . . . C . . . T . . . T T . C A T . . C . . T A . . . . A . . G . . A . . . . . . . T . . . A . . T G G C T . . . . . A T .

1
1
1
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Şekil 3.15.Devam.  RNA1 tüm genom dizilerine göre nükleotid farklılıkları ve pozisyonları.  

Protein A (RNA1 ORF) tüm genom aa farklılıkları incelendiğinde, 

TR.VNN.01.01 ve TR.VNN.01.02 izolatlarının kendi içlerinde aynı, referans 

izolatlarla iki aa pozisyonunda farklılık gösterdiği ortaya konuldu. Bu pozisyonların 

789 ve 977. aa’ler oldukları belirlendi. 789. aa’in, yerli izolatlarda arjinin, referans 

izolatlarda ise glutamin; 977. aa’in, yerli izolatlarda histidin, referans izolatlarda ise 

yine glutamin olduğu ortaya konuldu (ġekil 3.16, yeĢil zemin).  

Protein A’daki diğer aa farklılıkları incelendiğinde, yetiĢtirme iĢletmesinden 

izole edilen TR.VNN.01.01 izolatının, hem kuluçkahaneden izole edilen 

TR.VNN.01.02 izolatından hem de diğer referans izolatlardan üç aa pozisyonunda 

farklılık gösterdiği ortaya konuldu. Bu pozisyonların 54, 811 ve 819. aa’ler oldukları 

belirlendi. 54. aa, TR.VNN.01.01’de treonin, diğerlerinde metiyonin; 811. aa, 

TR.VNN.01.01’de lizin, diğerlerinde asparajin; 819. aa, glisin, diğerlerinde ise 

triptofan olduğu görüldü (ġekil 3.16, sarı zemin). 

Protein A tüm genom aa dizileri genel olarak değerlendirildiğinde, 

kuluçkahaneden izole edilen TR.VNN.01.02 izolatının, yetiĢtirme iĢletmesinden 

izole edien TR.VNN.01.01 izolatından daha stabil olduğu, aa değiĢiminin daha az 

olduğu ortaya konuldu. 

2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1

9 0 0 0 0 0 2 3 3 4 5 5 5 6 6 6 6 8 8 9 9 0 0

9 2 3 5 6 7 1 0 7 2 4 5 6 2 3 4 6 8 9 3 7 3 4

TR.VNN.01.01 A G T A T C A A T T C C G G T T T G C T C A A

TR.VNN.01.02 . . . . . . . . . . . T . . . . . C T . G - -

JN189865 . . . . G . . . . . . T . . . . . C T . G G C

MF144242 . . . . G . . . C . . T . . . . C C T C G G C

JQ073720 . C C G G . . . C . . . T . . . . C T C G G C

AY324869 . C C G G . . . C . . . T . . . . C T C G G C

FJ748760 . C C G G . . . C . . . - . C . . C T C G G C

FJ789783 . . C . . . . G C . . . - . G . . C T C G G C

EF558368 . . C . G G . . C . . T - . . . . C T C G G C

MG874757 . . . . G . . G C . . - T . . . C C T C G G C

KP455643 G . . . G . . . C C . - T A . . . C T C G G C

KM095958 . . . . G . . . C . . - T A . . C C T C G G C

AB373028 . . C . G . . . C . . . T . . . . C T . G G C

AY721616 . . C . G . . . C . . - T . . . . C T C G G C

AF319555 . . . . G . . . . . T T - . . . . C T C G G C

JN189909 . . . . G . G . . . . . C . . C . C T . G G C

AY369136 . . . . A . . . . . . T - . . . . C T C G G C
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Şekil 3.16.  Protein A (RNA1 ORF) tüm genom dizilerine göre aa farklılıkları ve pozisyonları.  

    1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 4 4 5 5 5 5 6 7 7 7 7 7 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9

4 4 4 5 2 0 1 2 3 3 3 4 5 6 8 1 7 9 2 7 1 1 5 6 3 6 7 8 9 9 0 1 1 1 1 2 3 4 5 5 0 2 3 3 4 4 4 4 4 5 5 5 5 6 6 6 7 7 7 7 7

1 2 8 4 0 6 8 3 2 7 8 1 0 2 9 7 7 8 4 3 0 1 7 6 9 1 6 9 1 3 3 1 5 7 9 3 0 6 3 7 9 0 4 7 0 3 4 5 7 1 4 5 6 3 4 7 2 5 6 7 8

TR.VNN.01.01 V I I T Y Q F M V S F T D M A L A S A I M V W E D D S R N T T K V N G E ? L T S A R H D P S S P A T P T P T D G A Q R H R

TR.VNN.01.02 . . . M . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . N . . W . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

JN189865 . . . M . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . Q . . . N . . W . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Q .

MF144242 . . . M . . . . . . . A . I . . . . T . K G . . . . . Q . P . N . . W . V . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . Q .

JQ073720 . . . M . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Q . . . N . . W . V . . . . C . G S . . . V . . . . . . . . . P R .

AY324869 . . . M . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Q . . . N . . W . V . . . . C . G S . . . V . . . . . . . . . P R .

FJ748760 . . . M . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . Q . . . N . . W . V . . . . C Y G S . . . V . . A . . . . . . P R .

MG874757 . . . M . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . Q . . S N . . W . V . . . . . Y . . . . . . . . . . . . . . . . Q .

KP455643 . . . M . . . . . . . A . . . H . . . . . . . . . . . Q . . S N . . W . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . R . Q .

KM095958 . . . M N . . . . . . A . . . . . . . . . . C . . . . Q S . S N . . W . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Q .

AB373028 . . . M . . . . . . . A . . . . . N . . . . . . . . . Q . . . N . . W . V F . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Q .

AY721616 . . . M . . . . I . . . . . . . . . . . . . . . . . . Q . . . N . . W . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Q .

EF558368 . T . M . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . E . . Q . . . N . . W . V . . . . . . . . G . . T . . . . A . . . . . Q G

FJ789783 . . . M . . . . . . . A N . . . . . . . . . . Q . . . Q . . . N . . W . V . . . . . . . . . . . T . . . . . V . . . . . .

AF319555 I . . M . H . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Q . . A N . . W . I . A . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . Q .

JN189909 I . V M . . L L . . Y . . . T . V . . . . . . . . E G Q . . . N A K W . V . A . T . . . . . P S T . . A R . . . . . . Q .

AY369136 I . V M . . . V . G . A . . . . . . . V . . . . . . . Q . . . N . . W D I . . N . . . . S . . . T . S A R . . R V . . Q .

1
1
3
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3.5.2. RNA2 Tüm Genom Analizi 

RNA2 tüm genom dizi çalıĢmasında, Y-23 yetiĢtirme iĢletmesinden elde edilen 

TR.VNN.01.01 betanodavirus izolatı 1432 nt; K-1 kuluçkahanesinden elde edilen 

TR.VNN.01.02 betanodavirus izolatı ise 1380 nt olarak konsensüs dizileri elde edildi 

(Ek-3). 

RNA2 segmentinin 5’ ve 3’ UTR bölgeleri, Okinaka ve Nakai (2008) 

tarafından dört genotipin tüm genomlarının farklılıklarının belirlendiği çalıĢmayla 

uyumlu olarak, 5’ UTR bölgesinde; TNV genotipindeki nt fazlalığına bağlı olarak 

TPNNV ve SJNNV genotiperinde 1; BFNNV ve RGNNV genotiplerinde ise 2 nt’lik 

boĢlukların meydana geldiği görüldü (ġekil 3.17). Benzer Ģekilde 3’ UTR bölgesinde 

TNV, TPNNV ve SJNNV genotiplerinde ardıĢık 21 nt’li boĢlukların olduğu 

belirlendi. Ayrıca, 3’ UTR bölgesinin uzunluğunun RNA1 segmentinin 5’ ve 3’ UTR 

bölgeleri ile RNA2 segmentinin 5’ UTR bölgesinden çok daha uzun olduğu 

belirlendi. Bu uzunluğun TPNNV’de 372; SJNNV’de 371; TNV’de ise 366 nt; 

BFNNV ve RGNNV’de ise diğerlerinden farklı olarak 18-24 nt daha fazla olduğu 

belirlendi (ġekil 3.18).  

 

Şekil 3.17. HizalanmıĢ RNA2 segmentinin 5’ UTR ve ORF baĢlangıç bölgesi. 
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Şekil 3.18. HizalanmıĢ RNA2 segmentinin 3’ UTR (baĢlangıç kısmı) ve ORF bitiĢ bölgesi. 

RNA2 segmentinin filogenetik analizi için en iyi model Tamura 3 parameter ile 

gamma distributed (T92+G) olarak belirlendi. ÇalıĢmada elde edilen izolatlar ile 

genbanktan elde edilen referans izolatlarının nt ve aa dizilimlerinin benzerlikleri ve 

farklılıkları, virusun konakçı spesifitesini belirleyen ve RNA2 tarafından kodlanan 

tüm genom kapsid proteini (CP)’ne göre belirlendi. Bu amaçla kapsid proteininin 

baĢlangıç ve bitiĢ kodonları belirlenerek (ġekil 3.17 ve 3.18) tüm genom kapsid 

proteini ORF dizileri incelendi. ORF baĢlangıcı olan ATG kodonunun pozisyonu 27. 

nt olarak, bitiĢ olan TAA kodonunun pozisyonu 1041. nt belirlendi. 26 nt’ten oluĢan 

5’ UTR bölgesi ve 1041. nt’ten sonra gelen 3’ UTR kesilerek; 1014 nt ve 338 aa 

uzunluğundaki kapsid proteini’ne göre filogenetik ağaç çizildi (ġekil 3.19).  
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Şekil 3.19. RNA2 segmentinin kapsid proteini tüm nükleotid dizilerine göre filogenetik 
ağaç. Filogenetik ağaç, Tamura 3 parameter ile gamma distributed (T92+G) model 

kullanılarak 1000 tekrarlı bootstrap değeri ile oluĢturuldu. Filogenetik ağaçta  % 70 ve üstü 

boostrap değerleri gösterilmiĢtir. 

 

 TR.VNN.01.01

 TR.VNN.01.02

 FJ829452

 AY744705

 AB373029

 GQ402011

 AF318942

 EF558369

 Y08700

 AJ698093

 GU953669

 JF412273

 AY284965

 AF534998

 KP455642

 AY835642

 KM588181

 MG874758

 MF144241

 KM095959

 AY284967

 AY284971

 AY284972

 AY690596

 GU826692

 KC696562

 HM485328

 AY324870

 KY354694

 AY721615

 MG637439

 FJ789784

 JN189992

 KF386164

RGNNV

 EU826138

 EU236147

 EF617327

 EF617328

 EF617329

 EF617326

BFNNV

TPNNV EU236149

 JN189919

 JN189936
SJNNV

TNV AJ608266

100

99

93

100

97

79

92

100

100

100

99

84

74

98 86

0.05
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Kapsid protein tüm genom nükleotid dizilerine göre, tez çalıĢmasında bulunan 

RGNNV genotipindeki iki yerli izolatın nükleotid benzerlikleri kendi aralarında % 

99,90 olarak bulundu. TR.VNN.01.01 izolatının kapsid protein tüm genom nt 

dizilerine göre, en yakın olduğu izolatlar ise % 99,20 ile Çin’de Hong Kong grouper 

(Epinephelus akaara) ve Japonya’da sevenband grouper (Hyporthodus 

septemfasciatus)’den izole edilen betanodavirus olarak belirlendi. Daha sonra en 

yakın olduğu izolatlar ise % 98,89 ile Hindistan’da asya levreği (Lates 

calcarifer)’nden, Japonya’da grouperlerden (Epinephelus septemfasciatus)  ve 

Çin’de lahozdan (Epinephelus coioides) elde edilen betanodavirus olarak belirlendi. 

Daha sonra en yakın olduğu izolatlar ise sırasıyla Tayvan, Hindistan, Çin, Çin, 

Singapur, Çin ve Tayvan olarak belirlendi (Çizelge 3.12).  

Tüm genom RNA2 dizisi genbankta bulunan Akdeniz izolatlarının nt 

yakınlıkları uzakdoğu izolatlarından daha uzak bulundu.  Tunus’ta levreklerden izole 

edilen FJ789784 izolatı ile % 98,06; Ġtalya’da yine levreklerden izole edilen 

JN189992 izolatı ile ise % 95,20 nt yakınlığı belirlendi. Değerlendirmeye filogenetik 

ağaça yer alan tüm referans izolatlar alınmamıĢ olup, en yakın olduğu onüç adet 

RGNNV izolatı alındı.  Diğer genotiplerle olan benzerlikleri ise BFNNV ile % 

76,92; SJNNV ile % 72.19; TPNNV ile % 71,46; TNV ile 67,59 olarak bulundu 

(Çizelge 3.12). 

RNA2 segmentinin tüm genom kapsid proteini (CP)’ne göre filogenetik 

analizinde yerli izolatlar ile genbanktan alınan izolatların nt yakınlıklarının 

değerlendirilmesinde; en yakın olan izolatların uzak doğu/Hint okyanusunda bulunan 

ülkeler olduğunun belirlenmesinin ardından, Akdeniz havzasında bulunan ülkelerden 

elde edilen izolatlar ile yakınlıklarının belirlenmesi için daha farklı bir yaklaĢım 

kullanıldı.  Buna göre, RNA2 filogenetik analizinde genbanktan izolat seçiminde 

RNA2 segmentinin tüm genom nt dizilerine sahip olan izolatlar dikkate alınmıĢtı. 

Ancak bu yönteme göre Akdeniz havzasından sadece iki izolat değerlendirmeye 

alınabilmiĢ, bunların da yakınlıkları uzakdoğudan daha az bulunmuĢtur.  
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Akdeniz izolatlarına ulaĢmak için farklı bir yöntem olarak, tüm genom RNA2 

yerine, sadece tüm genom kapsid proteini nt dizisine sahip olan tüm Akdeniz 

izolatları ile tekrar karĢılaĢtırma yapıldı. Hizalamaların yapılmasından sonra en iyi 

model Tamura 3 parameter ile gamma distributed (T92+G) olarak tekrar belirlendi. 

TR.VNN.01.01 izolatının kapsid protein tüm genom nükleotid dizilerine göre, en 

yakın izolatlar % 98,89 ile Ġspanya’da kalkan ve levrekten, % 98,79 ile Ġsrail’de 

lahozdan, % 98,48 ile Yunanistan’da levrek ve Ġsrail’de lahozdan, % 98,37 ile Ġsrail 

% 98,28 ile Fransa ve % 98,27 ile Yunanistan’da levreklerden izole edilen 

betanodaviruslar olarak belirlendi. Yerli izolatın Ġtalya’da çipuralardan izole edilen 

betanodavirus ile nt benzerliği ise % 98,05 olarak bulundu (Çizelge 3.13). 
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Çizelge 3.12.  Kapsid Protein (RNA2 ORF) tüm genom dizilerine göre nükleotid benzerlik oranları (%).  

İzolat  Nt Yakınlığı Ülke 

TR.VNN.01.01 100 

                    

Türkiye 

TR.VNN.01.02 99,90 100 
                   

Türkiye 

AY744705 99,20 99,09 100 
                  

Çin 

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 
               

Çin 

AY324870 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 
           

Çin 

MG874758 98,68 98,58 98,68 98,68 98,79 99,40 98,79 98,68 98,68 98,17 100 
          

Çin 

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 
        

Çin 

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 
    

Ġtalya 

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 
  

SJNNV 

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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Çizelge 3.13.  Kapsid Protein (RNA2 ORF) tüm genom dizilerine göre Akdeniz Ġzolatlarnın nükleotid benzerlik oranları (%). 

İzolat  Nt Yakınlığı Ülke 

TR.VNN.01.01 100             Türkiye 

TR.VNN.01.02 99,90 100            Türkiye 

FJ829452 98,89 98,79 100           Ġspanya 

KC696562 98,89 98,79 98,79 100          Ġspanya 

AY284967 98,79 98,69 98,69 99,10 100         Ġsrail 

Y08700 98,48 98,38 98,38 99,00 98,69 100        Yunanistan 

AY284965 98,48 98,37 98,37 98,58 98,69 98,59 100       Ġsrail 

AY284971 98,37 98,27 98,27 99,10 98,99 98,48 98,27 100      Ġsrail 

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 

KY354694 98,05 97,94 97,94 98,79 98,69 98,17 97,95 98,27 97,96 98,37 100   Ġtalya 

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 Ġtalya 
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Kapsid proteini (RNA2 ORF) filogenetik analizinde, nt ve aa farklılıklarının 

araĢtırılması sadece RGNNV genotipleri kullanılarak yapıldı. SJNNV, BFNNV, 

TPNNV ve TNV genotiplerinin gerek coğrafi lokalizasyonlarının gerek izole 

edildikleri türlerin farklı olması, ayrıca yapısal olarak nt sayılarının doğal olarak 

RGNNV genotipine göre farklı veya fazla olması nedeniyle nt ve aa farklılık 

değerlendirmesine alınmadı. 

Kapsid proteini tüm genom nükleotid dizilerine göre nükleotid farklılıkları 

incelendiğinde, TR.VNN.01.01 ve TR.VNN.01.02 izolatlarının kendi aralarında 

sadece 630. nt (A;G) pozisyonunda farklılık olduğu belirlendi (ġekil 3.20, açık mavi 

zemin). Referans izolatların hemen hemen tamamının aynı, ancak TR.VNN.01.01 ve 

TR.VNN.01.02 izolatlarından tamamen farklılık gösterdiği 267. (G;A), 564. (C;T), 

766. (G;A) ve 792. (C;T) nt’ler olmak üzere toplam 4 nt pozisyonu belirlendi (ġekil 

3.20, gri zemin). 

Kapsid proteini tüm genom aa farklılıkları incelendiğinde, TR.VNN.01.01 ve 

TR.VNN.01.02 izolatlarının kendi aralarında herhangi bir farklılığının bulunmadığı 

belirlendi. Ġki yerli izolat ile referans izolatlar arasında ise sadece 256. aa 

pozisyonunda farklılık olduğu ortaya konuldu. 256. aa’in, yerli izolatlarda izolöysin, 

referans izolatlarda ise valin olduğu belirlendi (ġekil 3.21, açık yeĢil zemin).  
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Şekil 3.20.  Kapsid Protein (RNA2 ORF)  tüm genom dizilerine göre nükleotid farklılıkları ve pozisyonları.  

 

          1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6

1 2 2 3 4 5 6 6 6 9 2 3 3 4 6 7 7 7 8 8 0 2 3 3 3 3 4 5 5 6 6 9 0 1 1 2 6 8 8 8 8 9 1 3 3 6 6 7 7 7 8 8 9 9 0 0 0 1 3 3 3

8 5 8 3 5 4 4 6 9 9 0 2 5 4 5 1 2 7 7 9 1 2 1 2 4 7 3 5 8 1 7 1 5 4 7 0 8 0 5 7 9 2 0 1 4 4 7 3 6 9 2 5 4 7 0 3 7 9 0 6 9

TR.VNN.01.01 G T G A C G C C C T T T A T C C T T A C C A C G T T T C C C A C C C C G A C A A C C G C G T C C T T G C A G G T T C A T G

TR.VNN.01.02 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . .

AY744705 . . . . T . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . G . T . . . . T . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . .

AB373029 . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . G . T . . . . T . . . . . . . C . . . . . . . A . . . . . . .

FJ829452 . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . G . . . T . . T . G . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . .

AY324870 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . G . T . . . . T . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . .

HM485328 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . G . T . . . . T . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . .

AF534998 . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . T . . . C C . . . G . . . . . . T . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . .

KC696562 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . G . T . . . . T . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . .

AY284967 T . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . C . . . G . . . . . . T . . . . . . . C . . . . . . G . . . . . . . .

AY690596 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C T . . G . . . . . . T . . . . . . . C . . . . . . . . . C . . . . .

GU826692 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . G . T . . . . T . . T . . . . C . . . . . . . . . . . . . . .

EF558369 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . G . T . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . T . . .

GQ402011 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . G . . . . . . T . . . T . . . C . T . . T . . . . . . . . . .

Y08700 T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . G . T . . . . T . . . . . . . C . . . . . . . . . . . T . . .

AY284971 T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . T . G . . . . . . T . . . . A . . C T . . . . . . . . . . . . . .

AY284965 T . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . T . . . . C . . . G . . . . . . T . . . . . . . C . . . . A . . . . . . T . . .

AY284972 T . . . . . . T . . . . . . . . . . . . T . T . . . C . . . G . T . . . . T . . . . . . . C . . . . . . . A . . . . . . .

MG637439 . . . G . . . . . C . . G . . . G . . . . . . . . . C T . . G . T . . . . T . . . . . . . C . . . C . . G . . . . . . . .

AF318942 . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . C . . . G T T . . . . T . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . G .

AJ698093 T . . . . C . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . C . . . G . T . . . . T . . . . . . . C . . . . . . . . . . . T . . .

KY354694 . . . . . . . . . C . . G . . . . . . . . . . A C . C . . T G . T . . . . T . . . . . . . C . . . C . . G . . . . . . . .

FJ789784 . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . G . . . . C . . . G . . . . . T T . . . . . . . C . . C . . . G . A . . T . . .

JF412273 . A A . . . T . . . A . G . . . . . . . . . . . . . C . . . G . . T T . . T . . . . . . . C . . . . . . . A . . A . . . .

JN189992 . . . . . . . T T . C C . . . . . . . . . . . . . . C . . . G . T . . A . G T . T . . T A C . . . C . T G . . . . . G . A

1
2
2
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Şekil 3.20.Devam.  Kapsid Protein (RNA2 ORF) tüm genom dizilerine göre nükleotid farklılıkları ve pozisyonları.  

                                         1

6 6 6 6 6 6 6 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 0

4 5 5 6 7 9 9 0 0 0 0 1 2 2 3 3 4 5 5 6 6 8 8 9 9 0 0 0 1 1 1 1 2 2 2 3 3 3 4 4 6 6 6 6 1 1 1 2 3 4 5 6 6 6 7 7 9 9 9 9 1

8 3 4 6 9 0 9 0 2 3 7 1 6 9 8 9 7 3 9 6 8 7 9 2 5 3 7 9 0 1 2 6 2 5 8 1 4 7 4 6 1 3 4 9 2 5 8 5 9 8 2 0 3 9 2 8 2 6 7 9 0

TR.VNN.01.01 A C C C T C T T C A A C C A A C C C T A C C G T T G T G A A C A T C T T T C C C A A T G C C G A C T G C T C G T G C A G A

TR.VNN.01.02 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

AY744705 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

AB373029 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

FJ829452 . T . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . .

AY324870 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . G . . . T . . . . . T . . .

HM485328 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . G . . . T . . . . . T . . .

AF534998 . . . . . . . . . . . . . . . . T . . G . . . C . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

KC696562 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . G . . . T . . . . . T . . .

AY284967 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . T . . . . . . . . .

AY690596 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . . C T . . . . . . . . . G . . . T . . . . . . . . .

GU826692 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . G . . . T . . . . . T . . .

EF558369 . . T . . . . . . . C . . . . . . . . G T . . . . . . . . . . . . . . . . T A . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . G

GQ402011 . . . . C . . . . . . . . . G . . . . G . . . C . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G

Y08700 . . T . . . . . . . . T . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . . . T A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C T .

AY284971 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . C . . C . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . T . . T . . . C . T . . .

AY284965 . . . . . . . . . . . . T . . . T . . G . . . C . . . . . . . G . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

AY284972 . . . T . . . . . . . . . . . . . . . G T . . C . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . T . . T . . . . . . . . .

MG637439 . . . . . . . . . . . . . . G . . . . G . . . C C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . .

AF318942 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . C . T . . . . . . . . . . . T . T . . . . T T . . T . . . . . . . . . . . G

AJ698093 . . T . . . . . . . . T . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . . . T A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C T .

KY354694 . . . . . . . . . . . . . G . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . T . . T C . . . . . . . .

FJ789784 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . A C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . T . . . . T . C T G

JF412273 G . A . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . T A . C T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

JN189992 . . . . C T C G T G C . . . . G . T C . . T . C . A . . . G T . . . . C C . . . C C C C . . A . T C C T . . C . . . . . .

1
2
3
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.  

Şekil 3.21.  Kapsid Proteini (RNA2 ORF) tüm genom dizilerine göre aa farklılıkları ve 

pozisyonları.  

3.6. Hücre Kültüründe Virus İzolasyonu 

Pozitif tespit edilen örnekler ilk olarak E-11 devamlı hücre kültürüne 1/10 ve 

1/100 dilusyonlarda adsorbsiyonlu ve adsorbsiyonsuz yöntemle inoküle edildi. 25 

o
C’de 10 gün süre ile sitopatik etki (CPE) yönünden izlendi, ancak ilk pasajlarda 

herhangi bir CPE gözlenmedi. Kör pasaj çalıĢmalarında E-11 hücre hattında toplam 9 

kez dondurma-çözdürme yöntemiyle pasaj yapıldı ve hiçbir pasajda CPE oluĢumu 

gözlenmedi. Ayrıca her pasaj sonunda hücreler dondurulup çözdürülerek qrtRT-PCR 

yapıldı ve herhangi bir pozitiflik saptanmadı. Pozitif tespit edilen örnekler daha 

sonraki aĢamada SSN-1 devamlı hücre kültürüne 1/10 ve 1/100 dilusyonlarda 

adsorbsiyonlu ve adsorbsiyonsuz yöntemle ekildi. 25 
o
C’de 10 gün süre ile sitopatik 

etki (CPE) yönünden izlendi ve 4. günden sonra CPE oluĢumları gözlendi (ġekil 3.22 

A ve B). CPE görülen ve görülmeyen gözler qrtRT-PCR ile doğrulandı. Virusun 

       1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3

  1 2 5 6 7 3 5 6 6 0 1 2 3 3 3 4 5 6 7 7 8 8 9 0 1 3 3

6 9 0 2 8 3 8 1 6 2 3 3 8 7 4 5 6 7 6 8 0 1 2 8 0 9 8 1 7

TR.VNN.01.01 E L A P S I V P R Y T W T S S T N P I S G T L N G T E C E

TR.VNN.01.02 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

AY744705 . . . . . V . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

AB373029 . . . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

FJ829452 . . . . . . . . . . A . I . . . . . V . . . . . . . . . .

AY324870 . . . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . A . . .

HM485328 . . . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . A . . .

AF534998 . . . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

KC696562 . . . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . A . . .

AY284967 D . . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

AY690596 . . . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . A . . .

GU826692 . . . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . A . . .

EF558369 . . . . . . . . . . . . . . . . T . V . . . I . . . . . G

GQ402011 . . . . . . . . . . . . . P . . . . V . V . . . . . . . G

Y08700 D . . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . I . . . . . .

AY284971 D . . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

AY284965 D . . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

AY284972 D . . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

MG637439 . . . . A . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

AF318942 . . . . . . . S . . . . . . . . . . V I . . . . . . . . G

AJ698093 D . . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . I . . . . . .

KY354694 . . . . . . I . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

FJ789784 . . . . . . . . S . . . . . . . . . V . . . . . . . . F G

JF412273 . M T S . . . . . . . R . . . . . . V . . . . . . . . . .

JN189992 . . . . . . . . . F . . . P A A T A . N . V . T A . Q . .
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SSN-1 hücre kültüründe izolasyonundan sonra, E-11 hücre hattına tekrar 

inokülasyon yapıldı ve iki pasaj sonunda virus adaptasyonu sağlanarak E-11 hücre 

hattında da virus izolasyonu gerçekleĢtirildi. 

 

Şekil 3.22. qrtRT-PCR ile VNN virusu pozitif bulunan örneklerin SSN-1 hücre hattında CPE 

görüntüsü. A: Hücre Kontrol; B: TR.VNN.01.02 pozitif örneğin 7.gün CPE görüntüsü: 
vakuolizasyon ve lizis). 
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4. TARTIŞMA 

Viral Nervöz Nekrozis’in varlığı, su ürünleri yetiĢtiriciliğinin sürdürülebilirliği 

ve geliĢimi anlamında en büyük zorluktur (Toffan ve ark., 2017).  VNN etkeni 

betanodavirusların küresel olarak su ürünleri yetiĢtiriciliği üretimine yönelik önemli 

bir risk oluĢturduğu vurgulanmaktadır (Costa ve Thompson, 2016). 

Virus, temel olarak SJNNV, RGNNV, BFNNV ve TPNNV olmak üzere dört 

genotipte klasifiye edilmektedir. Her genotipin adapte olduğu bir su sıcaklığı ve buna 

bağlı duyarlı türleri bulunmaktadır. Ancak son yıllarda virusun reassortment 

özelliğinden dolayı ortaya çıkan RGNNV/SJNNV ve SJNNV/RGNNV reassort 

genotipleri önem kazanmıĢ ve duyarlı olmayan türlerde replike olarak salgınlar 

meydana getirmiĢtir. 

VNN, dünya üzerinde gerek kültürü yapılan balıklarda gerek yabani 

populasyonlarda yüzden fazla balık türünde hastalığa neden olmaktadır. Bunun 

yanında artemia, rotifer, su solucanları ve yumuĢakçalarda da virus tespit edilmiĢtir. 

Virus en çok, levrek türleri, çipuralar, grouperler ve Atlantik halibut ile cod gibi 

balıklarda daha fazla hastalık oluĢturmasına ve yayılıma neden olmasına rağmen, 

duyarlı olmayan türler ve asemptomatik balıklar virusun saçılımı ve yayılımında 

etkilidir. 

VNN, tüm yaĢ dönemlerinde etkili olmasına rağmen larvalar etkilendiğinde % 

100’e varan yüksek mortaliteler oluĢabilmekte, juvenil ve daha büyük boy balıklarda 

ise genellikle daha az kayıplarla hastalık atlatılabilmektedir (Anonim, 2017a). VNN 

virusunun, patogenetik hedef organlarının beyin, spinal cord ve optik siniri içeren 

göz olmasına rağmen, özellikle anaçların gonad dokularında da virus 

replikasyonunun varlığı gösterilmiĢtir. Bu nedenle damızlıkta kullanılan anaçlarının 

virus taĢıyıp taĢımadıklarının belirlenmesine yönelik güvenilir testlerin geliĢtirilmesi 

gelecek için kritik bir konudur (Toffan ve ark., 2017). 
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VNN hastalığı için baĢlıca hedef organlar merkezi sinir sistemi ve retinadır. 

Etkilenen organlarda vakuolizasyonlarla iliĢkili olarak doku kayıpları meydana gelir 

ve buna bağlı olarak sinirsel semptomlar, anormal yüzme davranıĢları, görüĢ kaybına 

bağlı olarak eksternal yaralanmalar ve ölüm meydana gelmektedir. Klinik belirtiler 

ile su sıcaklığı arasında çok güçlü bir iliĢki vardır, klinik belirtilerin görülmesi 

sıcaklıktan önemli ölçüde etkilenir. Su sıcaklığı ayrıca farklı genotiplerin mortalitesi 

üzerine etkilidir ve virusun aktif dönemine geçebilmesi ve salgınlar meydana 

getirmesi için optimum su sıcaklığına ihtiyaç duyulmaktadır. Bunun için salgınlar 

yılın her döneminde aynı oranda görülmemektedir. 

Virus Güney Amerika hariç dünyanın pek çok bölgesinde farklı su 

sıcaklıklarına adapte olmuĢ pek çok deniz balığında farklı genotiplerde tespit 

edilmiĢtir. Tespit edilen genotiplerin coğrafi dağılımı su sıcaklığı ile iliĢkilidir. 

Dünya üzerinde en çok tespit edilen genotip RGNNV’dir ve bu genotip Akdeniz 

havzasında da endemik olarak bulunmaktadır.  

Türkiye’de VNN virusu ilk kez 2011 yılında tespit edilmiĢtir (Özkan Özyer ve 

ark., 2014). Balık hastalıkları ulusal referans laboratuvarı Ġzmir/Bornova Veteriner 

Kontrol Enstitüsü tarafından gerçekleĢtirilen tarama çalıĢmalarında da 2012 ve 2014 

yıllarında levrek ve çipura yavrularında virus tekrar tespit edilmiĢtir. Daha sonra 

yapılan izleme çalıĢmalarında ise 2014 yılında virus tespit edilen kuluçkahaneden  

yavru alan baĢka bir iĢletmede klinik enfekte levrek yavrularında virus yeniden tespit 

edilmiĢtir (Kalaycı ve ark., 2016). 

VNN hastalığının teĢhisinde, hücre kültüründe virus izolasyonu, 

immunfloresan, elektron mikroskobi, histopatoloji, serolojik testler ve moleküler 

tabanlı nükleik asit tespit testleri kullanılabilmektedir. Bununla birlikte mevcut 

testlerin sensitivitesi, spesifitesi, uygulanabilirliği açısından değerlendirildiğinde, 

teĢhis amacına göre uygun olan test belirlenmelidir. Hücre kültüründe virus 

izolasyonunu takiben immun boyama veya moleküler identifikasyon testleri hala 

altın standart olarak gösterilmektedir (Anonim, 2017a). Altın standart metot 

olmamasına rağmen, sensitivite, spesifite ve uygulanabilirlik açısından valide edilmiĢ 
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Real-Time RT-PCR testleri ise rutin teĢhis ve epidemiyolojik araĢtırmalarda 

önerilmektedir. 

Betanodaviruslar, balıkları etkileyen en stabil viruslarden biri olduğundan 

dolayı, bir çiftliğin enfekte olmasından sonra, virusun ortadan kaldırılması çok zor 

olabilmektedir (Frerichs ve ark., 1996). VNN kontrolü için aĢılamayı da içeren etkili 

profilaktif önlemlerin alınması gereklidir, üretimin damızlık ve larval aĢamaları 

hedeflenerek vertikal bulaĢma ile mücadele edilerek sektörün sürdürülebilirliği 

sağlanmalıdır (Costa ve Thompson, 2016).  

Hastalık ile ilgili korunma ve kontrol stratejileri tasarlanırken mevcut 

biyogüvenlik önlemleri, anaçların durumu, coğrafi konum, genotip, çevre sıcaklığı ve 

üretim amacı ile üretim dönemleri gibi etmenlerin dikkate alınması, hastalığın 

bulaĢmasını, yaygınlığının azaltılmasını veya ortadan kaldırılmasında önemli 

noktalardır. En etkili korunma ve kontrol yöntemi iĢletme yönetimi, temizlik, 

dezenfeksiyon, iĢletmeye kontamine olmayan bölgelerden balık temini, iĢletmeye 

balık dıĢındaki unsurların giriĢ ve çıkıĢlarının kontrolü, kullanılan suyun UV ve filtre 

sistemleri ile sterilizasyonunu içeren biyogüvenlik önlemleri, anaçların periyodik 

olarak virolojik ve serolojik olarak taranması ve aĢılamalardır. Ġnaktif aĢılar, 

rekombinant aĢılar, virus benzeri parçacıklar, sentetik peptit aĢıları ve DNA aĢıları 

korunmada kullanılabilmektedir.  

Hastalık hem Avrupa Birliği’nde hem de Türkiye’de ihbarı mecburi bir hastalık 

olmamasından dolayı hastalıkla ilgili yasal yaptırımlar bulunmamasına rağmen, 

persistenslik özelliğinden dolayı çiftlik sahipleri genellikle anaçları 

değiĢtirmektedirler. 

Viral hastalıklarının tedavisinde kullanılan yöntemlerin bazıları VNN 

hastalığında da denenmiĢ ve baĢarılı sonuçlar alınmıĢtır. Bunlardan virus 

replikasyonunu inhibe eden antiviral ajanlar, IFN’lar ve antimikrobiyal peptitler ile 

ilgili denemeler bulunmaktadır.  
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Türkiye, sahip olduğu su kaynakları, coğrafi konumu, balık üretimine artan 

büyük ilgi, artan uluslararası balık ticareti, gerek balık kuluçkahanelerinde uygulanan 

biyogüvenlik önlemleri ve gerekse yetiĢtirme iĢletmelerindeki profesyonelleĢmelerin 

çıktısı olarak dünya levrek üretiminde % 42’lik bir katkı ile hem Avrupa, hem tüm 

dünya genelinde levrek yetiĢticiliği açısından stratejik bir konuma sahiptir. 

Türkiye’de tüm balık türleri içinde levrek üretimi ise yine % 32,8 gibi yüksek bir 

orana sahiptir. Türkiye, sahip olduğu bu değerler çerçevesinde önemli düzeyde 

yavru, pazar boyu veya iĢlenmiĢ levrek ihracatı yaparak GSMH’ya önemli katkılar 

sağlamaktadır. YetiĢtirme amacıyla yurtdıĢına levrek ihracatı yapıldığında, ithalat 

yapan ülkeler,  balıkların VNN negatif olmasını ve bunun da yetkili bir 

laboratuvardan belgelenmesini istemektedirler.  

VNN hastalığının, OIE ve ADNS gibi hayvan hastalıkları bildirim 

sistemlerinde ihbarı mecburi bir hastalık olmamasından dolayı ülkelerin 

epidemiyolojik durumlarının değerlendirilmesinde güçlükler yaĢanmaktadır. Ancak 

virus ile ilgili literatür bilgileri incelendiğinde, hastalığın akdeniz havzasında 

endemik düzeyde olduğu değerlendirilmektedir. Üretim kapasiteleri 

karĢılaĢtırıldığında, Türkiye sahip olduğu 427 yetiĢtirme tesisi ve yüksek üretim 

hacmine rağmen, hastalık diğer ülkelere göre yok denecek kadar azdır. Tez çalıĢması 

öncesinde virus, Türkiye’de klinik olarak üç kez, tarama çalıĢmaları sırasında ise iki 

kez tespit edilmiĢtir.  

Bu tez çalıĢması, Türkiye ekonomisinde önemli yer tutan levrek 

yetiĢtiriciliğinde en önemli hastalık durumundaki VNN hastalığının durumunun 

ortaya konulması, hastalık ile ilgili olarak sahadaki var olan farkındalığın artırılması 

ve ileride oluĢabilecek salgınlar ile ilgili olarak mücadele stratejilerinin geliĢtirilmesi, 

ayrıca virus ile ilgili olarak ta genetik yapısının ve diğer ülkelerde bulunan virusların 

genetik yapıları ile farklılıkları ve iliĢkilerinin ortaya konulması amacıyla 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu amaçla, Türkiye’de faaliyette olan tüm levrek 

kuluçkahaneleri ve epidemiyolojik temelli olarak modellenen 418 yetiĢtirme 

iĢletmesinin bazılarında betanodavirus varlığı araĢtırılmıĢtır. Tez çalıĢmasında ayrıca, 

qrtRT-PCR testi optimize edilmiĢtir. 



 

130 
 

Balık hastalıkları Ulusal Referans Laboratuvarı’nda, hücre kültüründe virus 

izolasyonunu takiben Nested-PCR metodu kullanılarak yapılan VNN teĢhisi en az 2-

3 haftalık zaman alarak, teĢhis süresinin uzamasına sebep olmaktadır. Bu durum 

teĢhis maliyetlerini ve iĢgücünü artırarak, hem saha araĢtırmalarını zorlaĢtırmakta 

hem de rutin teĢhisin istenilen zamanda sonuçlanmasına engel olmaktadır. Tez 

çalıĢması kapsamında, OIE tarafından önerilen Real Time RT-PCR testi optimize 

edilerek hem kantitatif verilerin sağlanması mümkün olmuĢ hem de teĢhis süresi 1 

güne kadar indirilmiĢtir. Bu sayede sahanın beklediği analizler de daha kısa zamanda 

sonuçlandırılmaya baĢlanmıĢtır. Ayrıca, testin optimizasyou ile birlikte 

gerçekleĢtirilen validasyon çalıĢmaları ile, referans laboratuvarda VNN teĢhisi 

TÜRKAK akreditasyon kurumu tarafından onaylanarak akredite bir metot olarak 

laboratuvara kazandırılmıĢtır. Tez çalıĢması, referans laboratuvara betanodavirus 

teĢhisinin daha kısa sürede yapılması ile hem levrek ihracatında gerekli olan sonuçlar 

kısa sürede ve akredite olarak sunulabilecek hem de ileride olası VNN salgınlarına 

kısa sürede teĢhis ile katkı sağlayacaktır. VNN, uluslararası ticarette önem taĢımakta, 

yumurta, larva, fry veya fingerling ticaretinde hastalığın ari olması istenmektedir. 

Ülkemizde de yavru levrek ihracatı bulunmakta ve dönemsel olarak VNN 

hastalığından ariliklerine iliĢkin olarak test yaptırmakta ve bu testler ihracatı önemli 

olarak etkilemektedir. 

 VNN etkeni betanodavirusların kantitatif tespit edilmesine yönelik bazı 

çalıĢmalar bulunmaktadır. Baud ve ark. (2015), tarafından RNA1 segmentine göre 

geliĢtirilen qrtRT-PCR testi ile plazmid DNA’sından 50-100 kopyaya kadar, hücre 

kültüründe ise 10
2.5

–10
2.85

 DKID50’e kadar minimum tespit limiti elde etmiĢlerdir. 

Panzarin ve ark. (2010), ise RNA2 segmentine göre geliĢtirdikleri qrtRT-PCR testi 

ile plazmid DNA’sından 300 kopyaya kadar, hücre kültüründe ise 10
1 

DKID50 

minimum tespit limiti elde etmiĢlerdir. Plazmid DNA’sından elde edilen pozitif 

sinyallerin daha düĢük kopyalarda da elde edilmesine rağmen, ≥36 Ct’lerden sonra 

non spesifik pozitifler elde edildiğinden tespit limiti 300 kopya olarak belirlenmiĢtir. 

Tez çalıĢmasında lineer tespit aralığı 3-2,82x10
10 

olarak belirlenmiĢ ve Panzarin ve 

ark. (2010), tarafından geliĢtirilen test ile uyumlu bulunmuĢtur. Tespit limitinin daha 

düĢük kopya olmasının sebebi ise iki testte kullanılan matrisklerin farklılığından 
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kaynaklanmaktadır. Dalle Valle ve ark. (2005), tarafından geliĢtirilen SYBER green I 

temelli, hem RNA1 ve hem RNA2 segmentini amplifiye eden qrtRT-PCR testlerinde 

ise her iki segment için 10
1 
kopyaya kadar tespit elde edilmiĢtir. Ancak geliĢtirilen bu 

testlerin tespit limitlerinin düĢük gibi görünmesine rağmen, analitik sensitiviteleri 

RNA1 için -3.62 slope ve % 88.6 verimlilik değerleri ile oldukça düĢüktür. RNA2 

segmenti için ise -3.32 slope ve % 100 verimlilik ile yeterli düzeydedir. Ancak 

tekrarlanabilirlik ve tekrar üretilebilirlik ile ilgili olarak test içi CV değerleri RNA1 

için % 0,2-6,3 (ortalama % 1,4); RNA2 için % 0,48-5,6 (ortalama % 1,5); testler 

arası CV değerleri ise RNA1 için % 0.02–2.3 (ortalama % 2,4); RNA2 için % 0.26–

5.4 (ortalama % 2,3) olarak oldukça düĢük düzeydedir. Baud ve ark. (2015), RNA1 

segmentini hedef alan qrtRT-PCR testinde test içi CV % 0.05-1.1; testler arası CV 

ise % 0.43-1.78 olarak, Dalla Valle ve ark. (2005), CV değerlerinden daha iyi 

düzeydedir. Panzarin ve ark. (2010), tarafından geliĢtirilen ve optimizasyon testi olan 

Real Time RT-PCR validasyonunda testler içi CV % 0.02- 2.87; testler arası CV ise 

% 1.11- 3.48 arasında bulunmuĢtur. Ayrıca testin verimliliği 2,03 olarak 

hesaplanmıĢtır. Tez çalıĢmasının validasyon parametreleri literatür ile 

karĢılaĢtırıldığında Baud ve ark. (2015), RNA1 hedefli, Dalla Valle ve ark. (2005), 

ise SYBER green I temelli olduğundan karĢılaĢtırmanın uygun olmadığı 

değerlendirilmektedir. Ancak optimizasyon testi olan Panzarin ve ark. (2010), ile 

karĢılaĢtırıldığında, 10 kopya minimum tespit limiti; -3,373 slope değeri; 1,97 

verimlilik; test içi % 0,03-4,58; testler arası % 0,12-2,18; tüm testlerin ise % 0,84 

ortalama değiĢim oranı ile sensitiv, spesifik, tekrarlanabilir ve tekrar üretilebilir bir 

test olduğu değerlendirilmiĢtir.  

Tez çalıĢmasının saha araĢtırmaları aĢamasında betanodavirusun hem levrek 

yetiĢtirme iĢletmelerindeki durumunun, hem de kuluçkahanelerdeki durumunun 

üretimin tüm aĢamalarında ortaya konulması amacıyla epidemiyolojik temelli 

örnekleme metodu kullanılarak çalıĢmalar gerçekleĢtirilmiĢtir. YetiĢtirme iĢletmeleri 

için, Türkiye’de faaliyet gösteren 418 yetiĢtirme iĢletmesi % 95 güven aralığı, % 100 

sensitivite ve % 15 tahmini prevalans dikkate alınarak 20 iĢletme belirlenmiĢ, ancak 

olası aksaklıklar hesaba katılarak 24 iĢletme örneklenmiĢtir. Kuluçkahane 

örneklemesinde ise, üretimin tüm aĢamalarını kapsayacak Ģekilde faaliyette olan tüm 
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kuluçkahaneler % 99,9 güven aralığında örneklenmiĢtir. ĠĢletmelerden veya 

kuluçkahanelerde her yaĢ grubundan örneklenecek balık sayısının belirlenmesinde 

ise OIE tarafından önerilen surveylans tablosuna göre % 10 prevalans, % 100 

sensitivite ve spesifite hesabına uygun gelen 30 örnek sayısı alınmıĢtır (Anonim, 

2015). Bu amaçla levrek yetiĢtirme iĢletmelerinden farklı büyüklükte 30’ar adet balık 

tesadüfi örnekleme yöntemi ile alınmıĢtır. Aynı Ģekilde kuluçkahanelerden de 

döllenmiĢ yumurta, 0-5 günlük prelarva, 5-40 günlük postlarva, 40-80 günlük fry ve 

80-120 günlük fingerling boy olmak üzere her yaĢ grubundan en az 30 adet yavru 

levrek örneklemesi yapılmıĢtır.  

Kuluçkahanelerde yapılan çalıĢmalarda, her grup 10-30 örnekten oluĢmak 

üzere, 8 kuluçkahaneden 15 grup döllenmiĢ yumurta, 9 kuluçkahaneden 14 grup 

prelarva, 13 kuluçkahaneden 22 grup postlarva, 13 kuluçkahaneden 43 grup fry ve 9 

kuluçkahaneden 41 grup fingerling olmak üzere toplam 135 çalıĢma grubu 

oluĢturulmuĢ ve toplamda 2460 örnek araĢtırmada kullanılmıĢtır. Mevsimsel 

dağılımlar incelendiğinde 38 grup Aralık-Ocak-ġubat aylarında; 77 grup Mart-Nisan-

Mayıs aylarında, 21 grup ise Haziran-Temmuz ve Ağustos aylarında örneklenmiĢtir. 

Örneklemelerin yapıldığı kuluçkahanelerde su ısıları, döllenmiĢ yumurta tanklarında 

15 
o
C, prelarva tanklarında 15-16 

o
C, postlarva tanklarında 16-20 

o
C, fry tanklarında 

16-22 
o
C, fingerling tanklarında ise 20-24 

o
C olarak ölçülmüĢtür. qrtRT-PCR testleri 

sonucunda 16 kuluçkahaneden, 1 tanesinde, fingerling boy levreklerde üç çalıĢma 

grubunda da VNN virusu tespit edilmiĢtir.  

Prevalansın belirlenmesinde, kuluçkahanelerde yetiĢtirilen yavru levreklerin 

yaĢ gruplarına bakılmaksızın, virusun herhangi bir yaĢ grubunda tespit edildiği 

kuluçkahane mihrak olarak değerlendirilmiĢtir. Buna göre faaliyetteki 16 

kuluçkahaneden 1 tanesinde virus tespit edildiğinden, Türkiye genelinde 

kuluçkahanelerdeki betanodavirus prevalansı % 6,25 (1/16) olarak hesaplanmıĢtır.  

VNN virusunun tespiti ve moleküler karakterizasyonu üzerine dünyada pek 

çok çalıĢma bulunmasına rağmen, epidemiyolojik haritaların oluĢturulması için 

yeterli çalıĢma bulunmamaktadır. OIE listesinde veya ülkelerin hastalık bildirim 
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mevzuatlarında ihbarı mecburi bir hastalık olmamasından dolayı ülkesel prevalans ve 

insidans bilgilerine ulaĢılamamaktadır. Bunun yanında, epidemiyolojik temelli 

olmamakla birlikte dünyanın farklı bölgelerinde çiftlik veya yabani popülasyonlarda 

yaygınlık çalıĢmaları ile % 0,23 - % 88,5 arasında değiĢen oranlarda pozitiflik 

saptanmıĢtır (Barker ve ark., 2002; Gomez ve ark., 2004; Liu ve ark., 2015; 

Sakamoto ve ark., 2008). 

VNN prevalansı ile ilgili olarak literatür bilgileri araĢtırıldığında, 

epidemiyolojik prevalansların geniĢ bir farklılık gösterdiği, ancak güven aralığı, 

sensitivite veya tahmini prevalans gibi örnek sayısının belirlenmesi parametreleri 

kullanılmadan basit rastgele usullerle örnek sayıların belirlendiği veya salgınlar 

sırasındaki hedefli basit örneklemeler ile prevalansların hesaplandığı görülmektedir 

(Barker ve ark., 2002; Berzak ve ark., 2019; Gomez ve ark., 2004; Liu ve ark., 2015; 

Sakamoto ve ark., 2008). Tez çalıĢması, tüm yaĢ gruplarının bir arada araĢtırılması 

açısından değerlendirildiğinde, tüm dünya genelinde özgün bir çalıĢma olarak 

değerlendirilmektedir. Tez çalıĢması ile hem yetiĢtirme iĢletmeleri hem 

kuluçkahanelerdeki tüm yaĢ grupları bir arada araĢtırılarak virus-yaĢ duyarlılığı ile 

ilgili verilerin elde edilmesi amaçlanmıĢtır.  

Tez çalıĢması, kuluçkahanelerde yetiĢtirilen tüm yavru levrek yaĢ gruplarını 

kapsamaktadır. Literatür bilgilerinde de değinildiği gibi, virus özellikle fingerling 

boy balıkları etkilemekle birlikte tüm yaĢ gruplarında da ölümlere neden 

olabilmektedir. Buradaki amaç, virusun yaĢ duyarlılığını da ortaya koymaktır. 

Deneysel enfeksiyonlarla yaĢ duyarlılığının çeĢitli literatürler ile desteklenmesine 

rağmen, yapılan literatür taramasında virusun yaĢ duyarlılığı ile ilgili epidemiyolojik 

temelli araĢtırmalara rastlanmamıĢtır. Tez çalıĢmasında, halihazırda mevcut tüm 

levrek kuluçkahanelerinde bulunan tüm yaĢ gruplarında en az bir pozitif örnek tespit 

edebilme temelinde yapılan epidemiyolojik tez çalıĢmasında, literatür bilgileri ile 

uyumlu olarak sadece fingerling boy balıklarda virus tespit edilmiĢtir. 

Türkiye’nin de içinde yer aldığı Akdeniz havzasında endemik olarak bulunan 

RGNNV genotipinin optimum geliĢme sıcaklığının 25-30 
o
C olduğu bildirilmektedir. 
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Tez çalıĢmasında kuluçkahanelerden sağlanan örneklerin su sıcaklıkları 

incelendiğinde, RGNNV genotipinin optimum geliĢme sıcaklığından düĢük oldukları 

görülmektedir. Ancak, kuluçkahanelerde yapılan araĢtırmanın asıl amacı, yavruların 

sağlandığı anaçlarda persiste olarak bulunabilecek virusun vertikal geçiĢinin ve eğer 

varsa iĢletme suyunda bulunabilecek virusun yavrularda tespit edilmesidir. Sonuçlar 

değerlendirildiğinde virus, döllenmiĢ yumurta, prelarva, postlarva ve fry boy 

balıklarda tespit edilmemiĢtir. Bu durum anaçlarda persiste virus enfeksiyonu 

olmadığını desteklemektedir. Kuluçkahanelerde kullanılan suyun fiziksel 

dekontaminasyon yöntemleri değerlendirildiğinde, tesislerin hemen hemen 

tamamının filtre ve UV yöntemi kullanarak biyogüvenlik önlemlerini uyguladıkları 

görülmüĢtür. Virusun inaktivasyonu ve filtreden geçmesini engelleyen bu sistemlerin 

de, kuluçkahanede kullanılan suyun virustan ari olmasına yardım ettikleri 

değerlendirilmektedir.  Fingerling boyuna kadar olan bu yavru levreklerin 

yetiĢtirilmesinde bahsedilen steril suyun kullanılması, virusun bu boy balıklarda 

tespit edilmemesi ile de iliĢkili olabileceği değerlendirilmektedir. Kuluçkahanelerde 

bu biyogüvenlik önlemlerinin alınması virusun tesislere giriĢine engel olmasına 

yardım ettiği düĢünülmektedir.  

Kuluçkahane çalıĢmasında virus, fingerling boy balıklarda tespit edilmiĢtir. 

Fingerling boy balıkların yetiĢtirme ısılarına bakıldığında, virusun optimum geliĢme 

sıcaklığına yakın olduğu görülmektedir. Bu durum virusun bu boy balıklarda hem 

daha fazla tespit edilme Ģansını artırmakta hem de yüksek mortaliteler ile salgınlar 

meydana getirebilmesi ile açıklanabilmektedir. Ayrıca kuluçkahanelerin fingerling 

yetiĢtirme ünitelerinde kullandıkları suyun, 120. günden sonraki aĢamada veya 

yetiĢtirme iĢletmelerine gönderilmeden önceki dönemde, balıkların denize 

adaptasyonunun sağlanabilmesi amacıyla; çoğunlukla herhangi bir sterilizasyon 

iĢlemine tabi tutulmadan denizden doğrudan temin edildiği değerlendirilmiĢtir. Bu 

durum balıkların sonraki aĢamada deniz suyuna adaptasyonunun kolaylaĢtırsa da, 

deniz suyunda var olabilecek virusun balıklara geçiĢine imkan tanımaktadır. Tez 

çalıĢmasında toplam 16 kuluçkahane bulunmaktadır ve 9 tesisten fingerling boy balık 

örneklenmiĢtir. Dokuz kuluçkahaneden ise sadece 1 tanesi RGNNV genotipinin 

optimum geliĢme sıcaklığında bulunmaktadır. Kuluçkahanelerin yetiĢtirme 
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dönemleri göz önüne alındığında, çoğu tesisin fingerling dönemini virusun aktif 

olduğu yaz sıcaklıklarına senkronize etmedikleri görülmektedir. Fingerling balıkların 

yetiĢtirme dönemlerine bakıldığında, tez çalıĢmasında örneklerin elde edilme 

zamanlarının virusun aktif olduğu ve optimum üreme ısısına yakın olduğu yaz 

dönemlerinde daha az olduğu görülmektedir.   

Kuluçkahanelerde durumun daha iyi anlaĢılması için yapılan retrospektif 

araĢtırmada, virusun tespit edildiği K-1 kuluçkahanesinin K-12 kuluçkahanesi ile 

iliĢkili olduğu ve anaçlardan sağlanan döllenmiĢ yumurta ve prelarvaların 1-2 günlük 

yaĢtan sonra K-1 kuluçkahanesine gönderildiği öğrenilmiĢtir. Tez çalıĢmasında K-12 

kuluçkahanesinin 1. ve 2. örneklemesinde virus tespit edilememiĢtir. Bu durum 

persiste enfeksiyon olmadığı görüĢünü desteklemektedir. Ayrıca K-1 

kuluçkahanesinde prelarva, postlarva ve fry, boy levreklerde de virusun tespit 

edilmemesi persiste enfeksiyonun olmadığı tezini daha da güçlendirmektedir.  

Tüm bu bilgiler ıĢığında kuluçkahanede tespit edilen betanodavirusun, anaç 

kaynaklı olmadığı, deniz suyu kaynaklı olabileceği değerlendirilmektedir. Ayrıca 

Türkiye’de çok fazla levrek yetiĢtirme iĢletmesi olmasından dolayı aktif olan 16 

kuluçkahanede deniz suyunun doğrudan kullanılmadığı aĢamalarda virusun tespit 

edilmemesi, biyogüvenlik ve yetiĢtirme önlemlerinin alındığının ve bilinçli üretim 

yapıldığının göstergesidir. 

YetiĢtirme iĢletmelerinde virus yaygınlığının tespiti amacıyla gerçekleĢtirilen 

epidemiyolojik modelleme ile Türkiye’de faaliyette olan 418 levrek iĢletmesinin 24 

tanesinden, herbirinden tüm boyları temsil edecek Ģekilde 30’ar adet olmak üzere 

toplam 720 örnek alınarak 80 çalıĢma grubunda betanodavirus araĢtırılmıĢtır. 

Örnekleme zamanları incelendiğinde, iĢletmelerin tamamı virusun aktif olduğu 

Ağustos ve Eylül aylarında örneklenmiĢtir. Prevalansın belirlenmesinde, 

iĢletmelerdeki levreklerin yaĢ gruplarına bakılmaksızın, virusun herhangi bir yaĢ 

grubunda tespit edildiği iĢletme mihrak olarak değerlendirilmiĢ ve qrtRT-PCR 

testleri sonucunda 24 iĢletmeden, 1 tanesinde VNN virusu tespit edilmiĢtir. Ancak 

prevalansın hesaplanmasında ilk baĢta belirlenen 20 iĢletme sayısı baz alınmıĢ, 
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Türkiye genelinde levrek iĢletmelerinde betanodavirus prevalansı % 5 (1/20) olarak 

hesaplanmıĢtır. 

YetiĢtirme iĢletmesinde yapılan araĢtırmada, levreklerin fingerling boy 

balıklara çok yakın yaĢta olduğu ve kuluçkahanede tespit edilen virus tespit edilen 

iĢletmenin, virus tespit edilen K-1 kuluçkahanesi ile iliĢkili olduğu ve bu 

kuluçkahaneden çıkan fingerling boy levreklerin Y-23 iĢletmesine geldiği 

belirlenmiĢtir. Ayrıca virusun tespit edildiği levreklerin çok küçük boy olduğu ve 

fingerling boy balıklara çok yakın yaĢta, yaklaĢık 150-160 günlük olduğu tespit 

edilmiĢtir. ĠĢletme ile ilgili yapılan daha sonraki araĢtırmalarda, iĢletmenin tam bir 

deniz iĢletmesi olmadığı, kuluçkahaneden diğer yetiĢtirme iĢletmelerine gönderilmek 

üzere balıkların bekletildiği kuluçkahane sonrası ara bir iĢletme olduğu, orta veya 

büyük boy balık olmadığı da belirlenmiĢtir. Sonuç olarak K-1 ve Y-23 örnekleme 

ünitelerinin aynı levrek üretim firmasına ait ve aynı lokalizasyonda oldukları 

belirlenmiĢtir.   

Betanodaviruslar Akdeniz havzasında pek çok kez tespit edilmiĢtir ve bölgede 

endemik olarak bulunmaktadır (Anonim, 2017a; Berzak ve ark., 2019; Costa ve 

Thompson, 2016; Munday ve ark., 2002; Toffan ve ark., 2017). Virusun akuatik 

çevrede uzun süre canlı kalabileceği ve deniz suyunun iĢtiraklı olduğu larva veya fry 

boy levreklerin horizontal bulaĢma ile virusa maruz kalabileceği bildirilmiĢtir 

(Nerland ve ark., 2007). Tez çalıĢmasında tespit edilen virusun epidemiyolojisi 

incelendiğinde kuluçkahanelerden yapılan hiçbir örneklemede döllenmiĢ yumurta, 

prelarva, postlarva veya fry boy balıklarda virus tespit edilmemiĢtir. Kuluçkahane 

veya yetiĢtirme iĢletmesinden tespit edilen virus ise deniz suyunun kullanıldığı, 

kapalı sistemin dıĢında kalan ünitelerdir. Bir bütün olarak değerlendirildiğinde 

virusun vertikal kaynaklı bulaĢması ile ilgili bir tespit bulunmamaktadır. Bu durum 

örneklerin elde edildiği anaçların da virus açısından ari olabileceği hipotezini 

doğurmaktadır. Tespit edilen virusun ise, bölgenin endemisinden kaynaklı olarak 

horizontal bulaĢma ile deniz suyu kaynaklı olabileceği değerlendirilmektedir. 



 

137 
 

Virusun tespit edildiği Y-23 iĢletmesine yakın olan Y-24 iĢlemesinde 

örnekleme zamanında su sıcaklığı, virusun optimum geliĢme ısısına yakın olarak 28-

30 
o
C aralığına olmasına rağmen virusun tespit edilememesinin örneklenen balıkların 

yaĢı ile ilgili olabileceği değerlendirilmektedir. Levreklerin, betanodaviruslara en 

duyarlı olduğu yaĢ grubunun, bütün yaĢ gruplarında virus tespit edilebilmesine ve 

hastalık oluĢturabilmesine rağmen en çok fingerling boy balıklar olduğu 

bildirilmektedir.  Y-24 iĢletmesinden elde edilen balıkların 28-30 cm ve 265-310 g 

ağırlığında, pazar boyuna yakın oldukları tespit edilmiĢtir. Bu yaĢ grubunda virus 

tespit edilebilmesine rağmen, virusun optimum üreme gösterdiği fingerling boy 

balıklardan oldukça büyük oldukları görülmektedir. Yine su ısısının 27-28 
o
C 

aralığında olduğu Y-22 iĢletmesinden elde dilen balıkların 12-13,5 cm ve 21-31 g 

aralığında oldukları tespit edilmiĢtir. Y-22 iĢletmesinde balık boylarının, virus 

duyarlılığına biraz daha yakın olmasına rağmen virusun tespit edilmemesi, bölgede 

virus sirkülasyonu olmayabileceği ile iliĢkilendirilebilir. Türkiye’deki levrek 

yetiĢtirme iĢlemelerinin lokalizasyonları incelendiğinde büyük çoğunluğunun Muğla-

Milas ve Bodrum’da bulunduğu bilinmektedir.  Tez çalıĢmasının örnekleme 

aĢamasında iĢletmelerin rasgele seçilmesine rağmen, bu lokalizasyonla paralel 

iĢletme sayısı elde edilmiĢtir. ÇalıĢmada toplam 24 iĢletmeden 12’sinin Milas veya 

Bodrum lokalizasyonlu olduğu görülmektedir. Bu bölgeden örneklenen balıkların, 

12-45 cm ve 26,4-950 g ağırlığında olup, neredeyse iĢletmelerde yetiĢtirilen 

balıkların tüm boylarını temsil edecek Ģekilde varyasyon gösterdikleri tespit 

edilmiĢtir. Milas-Bodrum bölgesinde örneklemenin yapıldığı Ağustos-Eylül 

aylarında deniz suyu sıcaklığının 25-27 
o
C olduğu ve virusun optimum geliĢme 

ısısına yakın olduğu görülmektedir. Bu bölgede hemen her yaĢ grubundan örnekleme 

yapılmasına rağmen virusun tespit edilememesi, bölgede de virus sirkülasyonunun 

olmayabileceğini düĢündürmektedir. Ayrıca Bodrum ve Milas bölgesinin yıllık su 

ısılarının sadece Ağustos-Eylül aylarında 25-27
 o

C’ye ulaĢtığı, diğer aylarda virusun 

optimum geliĢme ısısından daha düĢük seyrettiği değerlendirilmektedir. Hem her yaĢ 

grubundan hem de uygun örnekleme zamanında virus tespit edilmemesi bu tezi 

güçlendirmektedir.  YetiĢtirme iĢletmelerinin tamamı değerlendirildiğinde, Bodrum 

ve Muğla bölgesinin su ısısının virusun tespit edildiği bölge ve diğer bölgelerden 

daha düĢük olduğu görülmektedir (Anonim, 2013). 
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Türkiye’deki VNN vakalarının epidemiyolojisi incelendiğinde, ilk izolasyon 

2011 yılı sonunda Mersin ilindeki klinik olarak tanımlanmıĢ ve yoğun mortalitelerin 

görüdüğü bir yetiĢtirme iĢletmesinden sağlanan örneklerde gerçekleĢtirilmiĢtir 

(Özkan Özyer ve ark., 2014). Hastalık tarama çalıĢmalarında, 2012 ve 2014 

yıllarında kuluçkahane taraması sırasında, klinik herhangi bir belirti göstermeyen 

levrek ve çipuralarda virus tespit edilmiĢtir. Hastalık izleme çalıĢmalarında, 2014 

yılında ise virus tespit edilen kuluçkahane ile iliĢkili bir yetiĢtirme tesisinde % 10 

mortalite ile beraber VNN klinik belirtileri gösteren yavru levreklerde virus tespit 

edilmiĢtir. Yine 2014 yılında baĢka bir kuluçkahanede % 5 mortalite ile beraber 

VNN klinik belirtileri gösteren yavru levreklerde virus tespit edilmiĢtir (Kalaycı ve 

ark., 2016). Tez çalıĢmasında virus tespit edilen iĢletme ve kuluçkahanede de VNN 

hastalığına iliĢkin olarak herhangi bir klinik semptom veya yoğun mortalite 

bildirilmemesi ve levreklerin makroskobik laboratuvar muayenesinde lezyon 

saptanmaması, ayrıca virus tespitinden sonra yapılan tarama ve izleme 

çalıĢmalarında virusun tekrar tespit edilmemesi, aktif bir enfeksiyonun olmadığının 

göstergesidir. 

Tez çalıĢmasında elde edilen Türkiye betanodavirus izolatları olan 

TR.VNN.01.01 ve TR.VNN.01.02, ilk tespit edildiği qrtRT-PCR testinde zayıf 

pozitif olarak değerlendirilmiĢtir. Pozitif örneklerin direkt doku homojenizatlarından 

yapılan qrtRT-PCR testinde, Ct değerleri ve viral yükleri TR.VNN.01.01 izolatı için 

32,19 ve 3,10 x 10
2
 kopya/µl; TR.VNN.01.02 izolatı için ise 31,56 ve 4,82 x 10

2
 

kopya/µl olarak hesaplanmĢtır. Hücre kültüründe virus izolasyonundan sonra ise 

sırasıyla 20,96 Ct ve 7,29 x 10
5
 kopya/µl; 24,87 Ct ve 4,83 x 10

4
 kopya/µl değerleri 

elde edilmiĢtir. Hücre kültüründe virus izolasyonu çalıĢmaları sonrasında tekrar 

edilen testlerde Ct değerlerinin ve viral yüklerinin arttığı görülmektedir. Viral 

yüklerin belirlenmesine yönelik yapılan çalıĢmalarda Baud ve ark. (2015), tarafından 

RNA1 segmentine göre geliĢtirilen qrtRT-PCR testi ile plazmid DNA’sından 50-100 

kopyaya kadar, hücre kültüründe ise 10
2.5

–10
2.85

 DKID50 minimum tespit limiti elde 

etmiĢlerdir. Panzarin ve ark. (2010), ise RNA2 segmentine göre geliĢtirdikleri qrtRT-

PCR testi ile plazmid DNA’sından 300 kopyaya kadar, hücre kültüründe ise 10
 

DKID50 minimum tespit limiti elde etmiĢlerdir. Ancak iki çalıĢmada da tespit edilen 
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viral yüklerin, enfektif viral yükün belirlenmesinden ziyade, klinik enfekte, persiste 

veya subklinik olarak sadece virusun nükleik asidinin tespitine yönelik oldukları 

görülmektedir. Dalla Valle ve ark. (2005), tarafından SYBER green I temelli rtRT-

PCR metodunun geliĢtirilmesi çalıĢmasında yapılan deneysel enfeksiyonlarda, 20-90 

g’lık levreklerde 7. günden sonra klinik belirtiler görülmeye baĢlamıĢ ve 7. günde 

balık örneklerinden elde edilen RNA kopya sayıları RNA2 için 2.01 x 10
9
;
 
RNA1 

için ise 2.95x10
7
 olarak hesaplanmıĢtır. Levreklerdeki deneysel enfeksiyonda, beyin 

örneklerinde 10
6.55

 DKID50 ve RNA2 için 8.96 x 10
8 
kopya;

 
RNA1 için ise 1.21 x 10

7 

kopyaya kadar klinik belirtilerin oluĢmadığı, klinik belirtiler ve ölümlerden sonra 

canlı kalan ve klinik belirti göstermeyenlerin ise 10
4,55 

DKID50 ve RNA2 için 1.29 x 

10
7 

kopya;
 
RNA1 için ise 6.25 x 10

5 
kopya viral yük taĢıdıkları belirlenmiĢtir. VNN 

120’den fazla balık türünde ve genel olarak kabul edilen dört genotip ile hastalık 

meydana getirmektedir (Iwamoto ve ark., 2000; Mori ve ark., 2003; Toffan ve ark., 

2017). Ancak her genotipin veya aynı genotipin farklı coğrafyalardaki izolatlarının 

farklı balık türleri üzerindeki patojeniteleri farklılık göstermektedir (Vendramin ve 

ark., 2014). Betanodaviruslar ile ilgili patojenite denemeleri ile ilgili çalıĢmalar 

sınırlı sayıdadır. Var olan birkaç çalıĢmada ise DKID50
’
si belirlenen virus deneysel 

enfeksiyonlarda kullanılmıĢ ancak, in vivo olarak enfeksiyonu baĢlatma dozunun 

belirlenmesine yönelik dilüsyonlu çalıĢmalar yapılmamıĢtır. Gerek virusun diğer 

viruslara göre oldukça yeni bir virus olması, gerekse farklı genotiplerinin bulunması 

ve çok fazla balık türünde farklı enfektif özellikte olmasından dolayı, tür bazında 

spesifik genotipin enfektif viral yükünün belirlenmesine yönelik DKID50’si bilinen, 

farklı dilüsyonlarının kullanıldığı qrtRT-PCR destekli deneysel enfeksiyon 

çalıĢmalarına ihtiyaç duyulmaktadır. Ancak deneysel enfeksiyonlarda kullanılan 

DKID50 oranları değerlendirildiğinde 10
4,55 

(Dalla Valle ve ark., 2005), 10
4 

(Vendramin ve ark., 2014) virus partikülünün kullanıldığı görülmektedir. Tez 

çalıĢmasında elde edilen izolatların viral yükleri düĢük olduğundan titrasyon için 

gerekli olan E-11 hücre hattında ilk izolasyonları yapılamamıĢtır. Virusun ilk izole 

edildiği SSN-1 hücre hattı ise izolasyonu sağlamakla birlikte, titrasyon için uygun 

olmadığından elde edilen virusların titrasyonu yapılamamıĢtır. Bununla birlikte elde 

edilen viral yük miktarlarının 3,10 x 10
2
 ve 4,82 x 10

2
 oldukları değerlendirildiğinde 

enfeksiyon oluĢturma miktarlarının yeterli olmadığı düĢünülmektedir. Bu hipotezi, 
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iki izolatın elde edildiği balıklarda herhangi bir hastalık tablosunun olmaması, 

iĢletme veya kuluçkahanelerinde VNN ile iliĢkili yüksek mortalitelerin olmaması 

bilgileri desteklemektedir.  

Tez çalıĢmasında tespit edilen betanodavirusların genotiplendirilmesi amacıyla 

yapılan kısmi genom analizinde, RGNNV genotipi oldukları belirlenmiĢtir. RGNNV 

genotipi Akdeniz havzasında daha önceden Ġtalya, Ġspanya, Portekiz, Cezayir, Güney 

Kıbrıs, Ġsrail, Tunus, Hırvatistan ve Yunanistan’da da tespit edilmiĢtir. Tez izolatları, 

RNA1 segmentinin kısmi genom analizine göre en çok % 99,21 ile Güney Kıbrıs’ta 

levreklerden izole edilen betanodavirus ile benzerlik göstermiĢtir. Daha sonra ise % 

98,74 ve % 98,62 oranında Ġtalya’da tatlı su levrekleri ve Yunanistan’da çizgili 

lahozlardan izole edilen betanodaviruslar ile, kendi aralarında ise % 99,77 benzerlik 

göstermiĢtir. RNA2 segmentinin kısmi genom analizine göre ise en çok % 99,58 

Güney Kıbrıs, 99,37 Yunanistan ve 99,15 Ġtalya izolatları ile, kendi aralarında ise % 

100 benzer bulunmuĢtur.  

Ġki segment birlikte değerlendirildiğinde kısmi dizilerine göre RNA1 

segmentinin, RNA2 segmentine göre mutasyona daha yatkın olduğu görülmüĢtür. 

RNA1’deki bu durum virusun evrimsel değiĢimlerinin irdelendiği çalıĢmalarla da  

ortaya konulmuĢtur (Panzarin ve ark., 2012). Virusun farklı sıcaklıklara 

adaptasyonundan sorumlu olan RNA1 segmentindeki nt değiĢimlerinin, SJNNV, 

BFNNV ve TPNNV genotipleri ile karĢılaĢtırıldığında yaklaĢık olarak % 26-38 

arasında olduğu görülmektedir. RGNNV izolatlarının RNA1 segmenti nt değiĢimleri 

ise birkaç izolat dıĢında % 5 ve altı seviyededir. Nt değiĢiminin % 10 civarında 

olduğu üç Akdeniz izolatı ise 1996-2000 yıllarında izole edilen viruslar olup, aynı 

havzaya ait bu viruslar ile tez viruslarının bu kadar farklı olması, 16-20 yıl küresel 

ısınmaya bağlı deniz suyu ısısındaki değiĢim olarak açıklanabilir. Akdeniz deniz 

suyu yıllık ortalama sıcaklığını yıllara göre analizi yapıldığında, 1996 yılında 21 
o
C, 

2016 ve 2017 yıllarında ise 22,1-22,3
 o

C (Anonim, 2019) olması bu hipotezi 

desteklemektedir. Ġki tez izolatı arasında RNA2 segmentine göre % 100 nt yakınlığı 

ile RNA1 segmentinin % 99,77 nt yakınlığı; iki farklı izolatın örnekleme 

tarihlerindeki farklılık ile açıklanabilir. TR.VNN.01.01 izolatı Eylül 2016’da, 
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TR.VNN.01.02 izolatı ise Mayıs 2017’de örneklenmiĢtir. Eylül 2016’dan Mayıs 

2017’ye kadarki dönemde su ısısında meydana gelen değiĢiklikler, virusun farklı 

ısılara adaptasyonunu sağlamak amacıyla RNA1 segmentinde nokta mutasyonlara 

neden olabileceği düĢünülmektedir.  

Tez örneklerinin genotiplendirilmesi amacıyla hem RNA1, hem RNA2 

segmentlerinin kısmi genom dizi analizleri ile RGNNV genotipinin belirlenmesinden 

sonra, RGNNV tüm genom dizilerinin elde edilmesi amacıyla hem RNA1, hem 

RNA2 segmenti ayrı ayrı ampifiye edilerek tüm genom diziler elde edilmiĢtir.  

Filogenetik çalıĢmalar, RNA1 segmentinde Protein A, RNA2 segmentinde kapsid 

proteini üzerinde yapılmıĢtır. Protein A tüm genom nükleotid dizilerine göre, tez 

çalıĢmasında bulunan RGNNV genotipindeki iki yerli izolatın nükleotid benzerlikleri 

kendi aralarında % 99,83 olarak bulunmĢtur. TR.VNN.01.01 izolatının Protein A tüm 

genom nükleotid dizilerine göre, en yakın olduğu izolat ise % 98,75 ile Ġtalya’da 

levreklerden, daha sonra ise % 97,46 Tayvan, % 97,27 Singapur; % 97,06 Japonya; 

% 97,05 Çin ve Hindistan izolatları ile benzer bulunmutur. Tez izolatlarının kendi 

aralarında 7, en yakın olduğu onbir RGNNV izolatlarıyla ise 37 nt pozisyonunda 

farklılık gösterdiği belirlenmiĢtir.  

Protein A (RNA1 ORF) tüm genom aa farklılıkları incelendiğinde, 

TR.VNN.01.01 ve TR.VNN.01.02 izolatlarının kendi içlerinde aynı, en yakın 

referans RGNNV izolatları ile ise 789 ve 977. aa pozisyonlarında farklılık gösterdiği 

ortaya konulmuĢtur. Protein A’daki diğer aa farklılıkları incelendiğinde, yetiĢtirme 

iĢletmesinden izole edilen TR.VNN.01.01 izolatının, hem kuluçkahaneden izole 

edilen TR.VNN.01.02 izolatından hem de diğer en yakın referans RGNNV izolatları 

ile 54, 811 ve 819. aa pozisyonlarında farklılık gösterdiği ortaya konulmuĢtur.  

Protein A’yı kodlayan RNA1 nükleotidlerindeki mutasyonların, farklı genotip 

betanodavirusların, mitokondriyel lokalizasyon, membran affinitesi, RNA 

toplanması, stabilite ve Protein A konak hücre etkileĢimlerini etkileyerek farklı 

çevresel koĢullar ve farklı sıcaklıklarda replikasyon titrelerini etkileyebileceği ortaya 

konulmuĢtur (Panzarin ve ark., 2014). Protein A’nın 1-445 aa pozisyonlarının 



 

142 
 

sıcaklık sensitivitesinde rol aldığı, farklı sıcaklıkların protein A’nın mitokondriyal 

membrana transferini etkilediği bildirilmektedir (Hata ve ark., 2010). Su ısısının, 

virusun replikasyonu için gerekli olan RdRp enziminin aktivitesini etkilediği, bu 

durum da farklı genotiplerin epidemisi için farklı optimum ısılara gereksinim olduğu 

bildirilmektedir (Liu ve ark., 2015). Örneğin vahĢi tip RGNNV/SJNNV reassortantı, 

RNA1'in sıcaklığa duyarlı bölgesinde (aa 1-445) altı amino asit değiĢikliğine sahiptir 

ve Senegalensis sole’u enfekte edebilmek için 18-22 
o
C gibi farklı bir sıcaklık aralığı 

gereklidir, sıcaklığın 16 
o
C gibi bir seviyeye inmesinin ise virus replikasyonunu 

azaltarak mortalitelerin % 100’den % 8’lere kadar düĢürdüğü ortaya konulmuĢtur 

(Souto ve ark., 2015a). Normal Ģartlar altında RGNNV genotipinin optimum geliĢme 

ısısı 25-30 
o
C’dir. Senegalensis sole, betanodaviruslardan en çok SJNNV genotipine 

duyarlıdır ve SJNNV genotipi optimum geliĢme ısısı ise 20-25 
o
C’dir. Ancak 

RGNNV/SJNNV reassortantı, RNA2 segmenti ile konakçı spesifitesinin 

sağlanmasıyla enfekte olabilmekte, RNA1’deki mutasyonları ile de virusa uygun 

sıcaklık ortamı sağlayarak salgınlar meydana getirmektedir. 

Tez çalıĢmasında elde edilen izolatların Protein A’daki sıcaklık 

adaptasyonunun sağlandığı 1-445 aminoasit dizilimleri incelendiğinde sadece 54. 

aminoasitte nokta mutasyon olduğu belirlenmiĢtir. 54. aa, TR.VNN.01.01’de treonin, 

diğer izolatlarda ise metiyonin; 811. aa, TR.VNN.01.01’de lizin, diğerlerinde 

asparajin; 819. aa, glisin, diğerlerinde ise triptofan olduğu görülmektedir. 811 ve 819 

aa dizilimleri her ne kadar Protein A ORF içinde yer alsalar da, sıcaklık adaptasyonu 

ile ilgili mutasyonların 1-445 aa’ler arasında meydana geldiği bilinmektedir (Hata ve 

ark., 2010; Panzarin ve ark., 2014). 1-445 aa’lerdeki mutasyonların RGNNV ve 

SJNNV genotipleri için en çok 7, 19, 155, 223, 232, 235, 241, 251 ve 254. aa’leri 

içeren dokuz bölgede oluĢtuğu ve bunlardan da fiziksel ve kimyasal olarak etkileyen 

en önemli değiĢikliklerin 7, 223, 241 ve 251. aa’leri içeren dört bölgede meydana 

gelen mutasyonlarda daha anlamlı olduğu bildirilmektedir (Panzarin ve ark., 2014).  

Tez izolatlarında, değiĢimin en çok meydana geldiği bu dokuz aa bölgesinin stabil 

olduğu, referans RGNNV izolatları ile de uyumlu olduğu gözlenmektedir. 1-445 

arasında kalan 54. aa değiĢiminin ise virusun sıcaklık adaptasyonunda rol almakla 

birlikte majör bir etki yapmadığı değerlendirilmektedir. 
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Kapsid protein tüm genom nükleotid dizilerine göre, tez çalıĢmasında bulunan 

RGNNV genotipindeki iki yerli izolatın nükleotid benzerlikleri kendi aralarında % 

99,90 olarak bulunmuĢtur. TR.VNN.01.01 izolatına en yakın izolatlar ise % 99,20 ile 

Çin ve Japonya’da grouperlerden, % 98,89 ile Hindistan’da asya levreğinden, 

Japonya’da grouperlerden ve Çin’de lahozdan, % 98,89 ile Ġspanya’da kalkan ve 

levrekten, % 98,79 ile Ġsrail’de lahozdan, % 98,48 ile Yunanistan’da levrek ve 

Ġsrail’de lahozdan, % 98,37 ile Ġsrail % 98,28 ile Fransa ve % 98,27 ile 

Yunanistan’da levreklerden izole edilen betanodaviruslar oldukları belirlenmiĢtir. 

Kapsid proteini tüm genom aa farklılıkları incelendiğinde, TR.VNN.01.01 ve 

TR.VNN.01.02 izolatlarının kendi aralarında herhangi bir farklılığının bulunmadığı, 

iki yerli izolat ile referans izolatlar arasında ise sadece 256. aa pozisyonunda yerli 

izolatlarda izolöysinin yerini referans izolatlarda valinin aldığı belirlenmiĢtir.  

Nt yakınlıkları değerlendirildiğinde, ilginç olarak en yakın izolatların uzak 

doğu veya Hint okyanusunda izole edilenlerin olduğu görülmektedir. Benzer durum 

aynı havza içinde yer almasına rağmen, Batı Akdeniz izolatlarının Doğu Akdeniz 

izolatlarından daha yakın olması ile de tekrarlanmıĢtır.  

RNA2 tarafından belirlenen konakçı tropizmi ve immunreaktivite gibi çeĢitli 

fenotipik özellikler bazı çalıĢmalar ile belirlenmiĢtir (Ito ve ark., 2008; Iwamoto ve 

ark., 2004; Panzarin ve ark., 2016).  Ito ve ark. (2008), tarafından kapsid proteininin 

695–765 nt dizilerinin konakçı spesifitesinde rol oynadığı gösterilmiĢtir. Panzarin ve 

ark. (2012), ise farklı konakçı tropizmi için mutasyonların gerekli olmadığını, 

mutasyonlara ise balık çiftliklerine özgü çevresel ve çiftliksel (stres, yoğunluk, yeni 

balık giriĢleri vb.) özelliklerin neden olabileceğini ileri sürmüĢlerdir Ancak aynı 

araĢtırmacı (Panzarin ve ark., 2016) antijenik reaktivitede kapsid proteinlerinin rol 

oynadığını değerlendirirken, RGNNV ve SJNNV genotiplerinin konakçı tropizmi ile 

ilgili belirleyici bölgelerinin sırasıyla 694-758 ve 695-765 nt dizileri olduğunu dile 

getirmiĢtir. RGNNV genotipinin immunoreaktif bölgesi konakçı tropizm dizilerini de 

içine alan 675-795 nt dizileridir. Bunun aksine SJNNV immunonoreaktif bölge 796-

1023 nt pozisyonları ile konakçı tropizm bölgesinden farklılık göstermektedir 

(Panzarin ve ark., 2016). BaĢka bir araĢtırmacı ise kapsid proteininin C-terminalinde 
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meydana gelebilecek küçük değiĢikliklerin yeni konakçı kolonizasyonunda rol 

oynayabileceği bildirmiĢtir (Olveira ve ark., 2009). Kapsid proteininin 247 ve 270 aa 

pozisyonlarının virusun patojenitesinde büyük bir rol oynadığı gösterilmiĢtir (Souto 

ve ark., 2015c). Souto ve ark. (2015c) ve Souto ve ark. (2016), RGNNV/SJNNV 

suĢunun 247 ve 270 aa pozisyonlarının (Ser247; Ser270) Senegalese sole ve 

kalkan’larda virulansın belirlendiği iki bölge olarak tanımlamıĢlardır. Bu bölgelerin 

mutasyonu ile yapılan enfektivite denemelerinde mortalitelerdeki belirgin farklar ile 

bu pozisyonların önemi ortaya konulmuĢtur  (Souto ve ark., 2015b). 

Tez çalıĢmasında elde edilen izolatlar ile referans izolatların kapsid proteini nt 

farklılıkları incelendiğinde 267. (G;A), 564. (C;T), 766. (G;A) ve 792. (C;T) nt’lerde 

nokta mutasyonların meydana geldiği, bunlardan da sadece 766. nt değiĢiminin 256. 

aa poziyonunda değiĢikliğe neden olduğu görülmektedir. Antijenik çeĢitlilik veya 

konakçı tropizminin belirlendiği nt veya aa pozisyonları ile karĢılaĢtırıldığında, 

izolatlardaki bu değiĢikliğin bu bölgeler dıĢında olduğu değerlendirilmektedir. 

Ayrıca valin-izolöysin değiĢiminin, iki amino asidin fiziksel ve kimyasal özellikleri 

birlikte değerlendirildiğinde yan zincirli amino asitler olarak benzer fonksiyonlara 

sahip olduklarından, mutasyonlarının diğer amino asit değiĢimlerinden daha az etki 

yaratabileceği düĢünülmektedir 

RNA1 ve RNA2 genomlarının evrimsel dinamikleri incelendiğinde, RNA1 

tarafından kodlanan viral polimerazın, RNA2 tarafından kodlanan kapsid 

proteininden daha fazla değiĢime yatkın olduğu ileri sürülmüĢtür. Bu durumun da 

aslında RNA1 tarafından kontrol edilen sıcaklık adaptasyonu ile iliĢkili olduğu 

bildirilmiĢtir (Panzarin ve ark., 2012). Tez çalıĢmasında elde edilen moleküler 

epidemiyolojik bilgiler ıĢığında her iki segment birlikte değerlendirildiğinde bu görüĢ 

birçok kez doğrulanmıĢtır. Sadece iki tez izolatı için genel bir değerlendirme 

yapıldığında, aynı havza, aynı boy balıklar, ancak sadece farklı örnekleme zamanı ve 

mevsimde izole edilen muhtemelen de aynı virus; RNA1 segmentinde % 0,17, RNA2 

segmentinde ise % 0,10 değiĢim göstererek bu evrimsel dinamiği desteklemektedir. 
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qrtRT-PCR testi ile pozitif tespit edilen örneklerden virus izolasyonu amacıyla 

hücre kültürlerine ekimler yapılmıĢtır. Literatür bilgilerinde virus izolasyonu için 

SSN-1 veya SSN-1’den klonlanan E-11 hücre hattının kullanılabileceği 

bildirilmektedir (Anonim, 2017a; Frerichs ve ark., 1996; Iwamoto ve ark., 2000). 

Ancak, SSN-1 hücre hattının tüm fry Stripe snakehead’ten oluĢmasından dolayı 

meydana gelen CPE’lerin nonspesifik olmasının kantitatif analizlerde uygun 

olmadığı, bunun yerine. E-11’in, kantitatif analizler için daha uygun olduğu yapılan 

çalıĢmalar ile gösterilmiĢtir (Iwamoto ve ark., 2000). Bu amaçla tez çalıĢmasında 

virus izolasyonu için ilk olarak E-11 devamlı hücre kültürüne 1/10 ve 1/100 

dilusyonlarda adsorbsiyonlu ve adsorbsiyonsuz yöntemle inokülasyonu yapılmıĢ, 

ancak ilk pasajlarda herhangi bir CPE gözlenmemiĢtir. Devamında dokuz kör pasaj 

daha yapılmıĢ anak yine herhangi bir CPE izlenmemiĢtir. Ayrıca her pasaj sonunda 

yapılan qrtRT-PCR testlerinde de herhangi bir pozitiflik saptanmamıĢtır. Virus 

izolasyonun E-11 hücre hattında gerçekleĢtirilememesinin ardından kantitatif 

yaklaĢımdan vazgeçilerek en azından virusun üretimesi amacıyla SSN-1 hücre 

hattına 1/10 ve 1/100 dilusyonlarda adsorbsiyonlu ve adsorbsiyonsuz yöntemle 

inokülasyon yapılmıĢtır ve adsorbsiyonlu ekimde 4. günden sonra; adsorbsionsuz 

ekimde ise 7. Günden sonra CPE elde edilmiĢtir. Virusların SSN-1 hücre hattında 

izolasyonları qrtRT-PCR testleri ile de konfirme edilmiĢtir. Virusun SSN-1 hücre 

hattında izole edilmesinden sonra tekrar E-11 hücre hattına inokülasyon yapılmıĢ ve 

virus adaptasyonu sağlanarak izolasyon gerçekleĢtirilmiĢtir. Benzer durum Sakamoto 

ve ark. (2008), tarafından, sağlıklı görünümdeki yabani deniz türlerinde VNN tespiti 

için yapılan epidemiyolojik araĢtırmada 729 balıktan 87 adeti Nested PCR ile pozitif 

tespit edilmelerine rağmen, E-11 hücre hattına inoküle edilen pozitif örneklerin 

hiçbirinde CPE elde edilememiĢ ve virus üretilememesi ile tecrübe edilmiĢtir. 

AraĢtırmacılar bu durumu, pozitif bulunan örneklerde ya CPE oluĢturmak için yeterli 

virus titresinin bulunmamasına ya da viral RNA olmasına rağmen sadece virion veya 

enfektif kapsidinin olmayabileceğine bağlamıĢlardır (Sakamoto ve ark., 2008). 

Panzarin ve ark. (2010), tarafından geliĢtirilen Tagman temelli rtRT-PCR testi 

validasyonu sırasında hücre kültüründe virus izolasyonu ile rtRT-PCR testi 

karĢılaĢtırılmıĢ ve ≥ 31 Ct olan örnekler hangi yöntemle inokülasyon yapıldığı 

bildirilmemekle birlikte, SSN-1 hücre kültüründe üretilememiĢtir. Teorik olarak 
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düĢünüldüğünde verilen literatür bilgileri klasik viroloji temeli ile bağdaĢmaktadır. 

Tez çalıĢmasında da benzer durumla karĢılaĢılmıĢ, örneklerin tamamı sağıklı 

görünümdeki balıklardan elde edilmiĢ ve ilk olarak elde edilen pozitiflerin Ct 

değerlerinin düĢük olması, düĢük virus titresine bağlanmıĢtır. Örneklerin herhangi bir 

salgın Ģüphesi olmayan iĢletme veya kuluçkahanelerden elde edilmesi, ayrıca otopsi 

sırasında iç organlar veya daha da önemlisi virusun hedef organları olan beyin, 

omurilik ve gözde herhangi bir makroskobik patolojik lezyon gözlenmemiĢtir. Saha 

ve laboratuvar verilerinin uyumlu olması, virus tespit edilen iĢletme veya 

kuluçkahanelerde aktif bir enfeksiyonun olmadığı, bunun sebebinin de düĢük viral 

yük olabileceği tezini doğrulamaktadır. Ancak tez çalıĢmasında, Sakamoto ve ark. 

(2008), çalıĢmasından farklı olarak SSN-1 hücre hattı da kullanılmıĢ ve virus 

izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu bilgiler ıĢığında, betanodavirus izolasyonu için 

her ne kadar virus titrasyonu gibi kantitatif testler için E-11 hücre hattının daha 

uygun olduğu bildirilse de, persiste veya düĢük viral yüklü asemptomatik 

enfeksiyonlarda virus izolasyonunun ilk basamağı olarak E-11 hücre hattının tercih 

edilmesinin, virus izolasyonunun yapılamaması gibi olumsuz sonuçlar 

doğurabileceği düĢünülmektedir.  
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Bu çalıĢmada, Türkiye’de ve dünyada ihbari mecburi viral balık hastalığı 

olmamasına rağmen, önemli ekonomik kayıplara neden olan ve uluslararası balık ve 

balık ürünleri ticaretinde önemli bir yer tutan VNN etkeni betaodavirusunun 

epidemiyolojik temelli modelleme ile Türkiye’de faaliyette olan tüm levrek 

kuluçkahanelerinde farklı yaĢ gruplarına ait döllenmiĢ yumurta, prelarva, postlarva, 

fry ve fingerling boy levrekler ve bazı levrek yetiĢtirme iĢletmelerinde küçük, orta ve 

büyük boy levreklerde yaygınlığının araĢtırılması ile kuluçkahanelerinin enfeksiyon 

kapasitesi ve yetiĢtirme iĢletmelerinin virus epidemiyolojisindeki rollerinin ortaya 

konulması,  virusun tespiti halinde retrospektif epidemiyolojik çalıĢmalar ile olası 

bulaĢma kaynaklarının ortaya konulması, epidemiyolojik izlemelerin yapılarak 

enfeksiyon sürecinin takip edilmesi, virusun tüm yaĢ gruplarında araĢtırılması ile 

enfeksiyonun veya virus varlığının hangi aĢamada baĢladığının ortaya konulması ile 

yaĢ duyarlılığının ortaya konulması, tespit edilen izolatlarda moleküler araĢtırmaların 

yapılarak izolatlar arası farklılıkların ortaya konulması, filogenetik analizlerin 

yapılarak bilimsel literatüre katkı sağlaması ve betanodavirus teĢhisinde Real Time 

RT-PCR metodunun kantitatif olarak optimize edilmesi amaçlanmıĢtır. Bu kapsamda 

gerçekleĢtirilen tez çalıĢmasında elde edilen verilere göre; 

1- OIE tarafından önerilen Real time RT-PCR testi kantitatif olarak optimize 

edilmiĢtir. Bu sayede kantitatif verilerin sağlanması mümkün olmuĢ, teĢhis 

süresi kısalmıĢ, teĢhis maliyetleri de azalmıĢtır.  

2- Real Time RT-qPCR testinin optimizasyou ile birlikte gerçekleĢtirilen 

validasyon çalıĢmaları ile VNN teĢhisi TÜRKAK tarafından onaylanarak 

akredite bir metot olarak balık hastalıkları ulusal referans laboratuvarına 

kazandırılmıĢtır.  
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3- TeĢhis süresinin kısalması ile hem levrek ihracatında gerekli olan sonuçlar 

daha kısa sürede ve akredite olarak sunulabilecek hem de ileride olası VNN 

salgınlarına kısa sürede teĢhis ile katkı sağlayacaktır. 

4- Türkiye’de faaliyette olan tüm levrek kuluçkahanelerinde farklı yaĢ gruplarına 

ait döllenmiĢ yumurta, prelarva, postlarva, fry ve fingerling boy levreklerde 

betanodavirus yaygınlığı araĢtırılmıĢ ve 16 kuluçkahaneden 1 tanesinde sadece 

115 günlük fingerling boy levreklerde virus tespit edilmiĢ ve kuluçkahanelerde 

betanodavirus prevalansı % 6,25 olarak hesaplanmıĢtır. 

5- Türkiye’de faaliyet gösteren 418 adet levrek yetiĢtirme iĢletmesinden 

epidemiyolojik temelli örnekleme ile 24 iĢletmede virus yaygınlığı araĢtırılmıĢ 

ve sadece 1 iĢletmede virus tespit edilmiĢtir. YetiĢtirme iĢletmelerinde 

betanodavirus prevalansı % 5 olarak hesaplanmıĢtır.  

6- Hem kuluçkahane hem yetiĢtirme iĢletmesinde tespit edilen betanodavirusların 

izole edildiği yavru levreklerin sağlıklı görünümde olduğu, örneklendikleri 

epidemiyolojik ünitelerde herhangi bir mortalitenin olmadığı ve qrtRT-PCR 

testi ile viral yüklerinin düĢük olduğu belirlenmiĢtir.  

7- Betanodavirus tespiti sonrasında yapılan retrospektif epidemiyolojik 

çalıĢmalarda kuluçkahane ile yetiĢtirme iĢletmesinin aynı orijinli ve 

lokalizasyonlu olduğu ve deniz suyunun direkt olarak kullanıldığı adaptasyon 

bölümlerinde bulundukları, aynı yerde kapalı sistem içerisinde ve biyogüvenlik 

önlemlerinin uygulandığı prelarva, postlarva ve fry boy levreklerin 

yetiĢtirildiği bölümlerde virus tespit edilmemiĢtir. 

8- Bu bilgiler ıĢığında tespit edilen virusun elde edildiği yavru levreklerde aktif 

bir enfeksiyon bulunmadığı ve düĢük viral yük nedeniyle subklinik enfekte 

olabilecekleri değerlendirilmiĢtir. 
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9- Tespit edilen betanodavirusların hücre kültüründe üretilmesi amacıyla ilk önce 

E-11 hücre hattı denenmiĢ, ancak izolasyon sağlanamadığından SSN-1 hücre 

hattı kullanılarak virus izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu nedenle özellikle 

düĢük viral yüklü örneklerden virus izolasyonunda her iki hücre hattının da 

kullanılması gerektiği düĢünülmektedir. 

10- Tez çalıĢmasında elde edile izolatların hem RNA1 hem RNA2 segmentine 

göre, genotiplendirme amacıyla kısmi genom dizileme, moleküler 

karakterizasyon ve filogenetik çalıĢmalar için ise tüm genom dizileme 

çalıĢmaları yapılmıĢtır. 

11- RNA1 protein A tüm genom analizine göre tez çalıĢmasında elde edilen 

izolatların en çok Ġtalya izolatı, ardından Tayvan ve Singapur izolatları ile 

benzerlik gösterdiği belirlenmiĢtir. 

12- RNA2 kapsid protein tüm genom analizine göre, tez çalıĢmasında elde edilen 

izolatların en çok Çin izolatı, ardından Japonya, Ġspanya ve Ġsrail izolatları ile 

benzerlik gösterdiği belirlenmiĢtir.  

13- Literatür bilgileri ile uyumlu olarak, RNA1 segmentinin RNA2 segmentine 

göre mutasyona daha açık olduğu ortaya konulmuĢtur. 

14- Kuluçkahanelerde uygulanan biyogüvenlik önlemlerinin virusun su kaynaklı 

bulaĢmasını engellediği değerlendirilmiĢ olup, kuluçkahaneler ile yetiĢtirme 

iĢletmelerinde uygulanan biyogüvenlik önlemlerinin devam etmesi ve deniz 

suyunun sanitasyonunun sağlanmadan kullanılmaması gerektiği 

önerilmektedir. 

15- Anaçlarda betanodavirus kontrolü ve ariliğinin sağlanması amacıyla persiste 

enfeksiyonları tespit edebilen antijen temelli hızlı ELISA testlerinin 

geliĢtirilebileceği düĢünülmektedir. 
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16- Tespit edilen virusların viral yüklerinin belirlenmesinin yanısıra, enfektif viral 

yüklerinin belirlenmesine yönelik qrtRT-PCR destekli olarak genotip-konakçı 

duyarlılığının belirlenmesine yönelik deneysel enfeksiyon içeren çalıĢmalara 

ihtiyaç duyulmaktadır. 

17- Yerli izolatların elde edilmesiyle ileride olabilecek salgınların önlenmesine 

yönelik yerli aĢı çalıĢmalarının yapılabilceği düĢünülmektedir. 

18- Virusun yaban hayatındaki durumu ile ilgili Türkiye’de herhangi bir veri 

bulunmamaktadır. Tüm denizleri kapsayacak plan dahilinde yabani türlerde 

virusun tespit edilmesine yönelik çalıĢmalar yapılması erken uyarı sistemi 

açısından önem arz etmektedir. 

19- Bu tez çalıĢması, hem levrek kuluçkahaneleri hem levrek yetiĢtirme iĢletmeleri 

bir bütün olarak düĢünüldüğünde, betanodavirusun tüm yaĢ gruplarında 

araĢtırıldığı özgün bir çalıĢma olarak karĢımıza çıkmaktadır. 
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ÖZET 

Türkiye’de Levrek Kuluçkahaneleri ve İşletmelerinde Viral Nervöz Nekrozis (VNN) 

Virusu’nun Araştırılması, Epidemiyolojisi ve Moleküler Karakterizasyonu 

Bu çalıĢma, Türkiye’de tüm levrek kuluçkahaneleri ve bazı yetiĢtirme iĢletmelerinde, 

levreklerde önemli viral bir hastalık olan Viral Nervöz Nekrozis (VNN) etkeni betanodavirus 

yaygınlığının araĢtırılması amacıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢmada ayrıca, OIE tarafından 

önerilen Real Time RT-PCR metodunun kantitatif olarak optimizasyonu gerçekleĢtirilerek 
analitik sensitivite, lineer tespit aralığı, minimum tespit limiti, spesifite, tekrarlanabilirlik ve 

tekrar üretilebilirlik validasyon çalıĢmaları yapılan VNN teĢhisi akredite bir metot olarak 

Balık Hastalıkları Ulusal Referans Laboratuvarına kazandırılmıĢtır.  

Türkiye’de betanodavirus yaygınlığı faaliyette bulunan tüm levrek kuluçkahanelerinde 

(n:16) döllenmiĢ yumurta, prelarva (0-5 gün), postlarva (5-40 gün), fry (40-80 gün) ve 

fingerling (80-120 gün) olmak üzere tüm üretim aĢamalarından ve bazı levrek yetiĢtirme 

iĢletmelerinden (n:20) epidemiyolojik temelli örnekleme ile araĢtırılmıĢtır. Bu kapsamda; her 
grup 10-30 örnekten oluĢmak üzere, 8 kuluçkahaneden 15 grup döllenmiĢ yumurta, 9 

kuluçkahaneden 14 grup prelarva, 13 kuluçkahaneden 22 grup postlarva, 13 kuluçkahaneden 

43 grup fry ve 9 kuluçkahaneden 41 grup fingerling olmak üzere toplam 135 çalıĢma grubu 
oluĢturulmuĢ ve toplamda 2460 örnek kuluçkahane; 720 levrek örneği de yetiĢtirme 

iĢletmeleri araĢtırmasında kullanılmıĢtır.  

Betanodavirus RNA’sı, bir kuluçkahanede fingerling boylarda ve bir yetiĢtirme 
iĢletmesinde de küçük boy balıklarda sırasıyla 4,82x10

2
, 3,10x10

2
 kopya/µl olmak üzere 

düĢük viral yük ile tespit edilmiĢtir. Türkiye kuluçkahanelerinde prevalans % 6,25 (1/16); 

yetiĢtirme iĢletmelerinde ise % 5 olarak hesaplanmıĢtır. Virus SSN-1 hücre kültüründe 

üretilmiĢ, vakuolizasyon ve lizis ile karakterize CPE meydana getirmiĢtir. Virus tespit edilen 
kuluçkahane ve iliĢkili olduğu bilinen kuluçkahanelerde yapılan epidemiyolojik çalıĢmada 

virus tekrar tespit edilememiĢtir. YetiĢtirme iĢletmesinin ise virus tespit edilen 

kuluçkahanenin devamı niteliğinde olduğu ve aynı lokalizasyonda oldukları belirlenmiĢtir. 
Virus, biyogüvenlik önlemlerinin uygulanmadığı deniz suyunun direkt kullanıldığı 

adaptasyon bölümünde bulunan fingerling boy levreklerde tespit edilmiĢtir. Tespit edilen 

virusların hem RNA1 hem RNA2 segmentinin kısmi genom analizinde, Akdeniz havzasında 
endemik olarak bulunan Redspotted grouper nervous necrosis virus (RGNNV) genotipi 

oldukları belirlenmiĢtir. Genotipi belirlenen pozitif örneklerin hem RNA1 hem RNA2 

segmentine göre tüm genom ve filogenetik analiz çalıĢmaları yapılmıĢtır. Ġzolatların RNA1 

ORF (Protein A) tüm dizilerinin Ġtalya, ardından Tayvan ve Singapur izolatları ile; RNA2 
ORF (kapsid protein) tüm dizilerinin ise Çin, ardından Japonya, Ġspanya ve Ġsrail izolatları 

ile benzerlik gösterdiği ortaya konulmuĢtur.  

Sonuç olarak bu çalıĢma ile, Türkiye’de tüm levrek kuluçkahaneleri ve yetiĢtirme 
iĢletmelerindeki betanodavirus yaygınlığı tüm yaĢ gruplarını kapsayacak Ģekilde araĢtırılmıĢ 

ve sadece fingerling boy balıklarda virus tespit edilmiĢtir. Virusun izole edildiği kuluçkahane 

ve iĢletmede mortalitelerin olmaması, levreklerin sağlıklı görünümde olmaları ve tespit 

edilen viral yükün düĢük olması enfeksiyonun subklinik olduğunu, biyogüvenliğin 
uygulandığı diğer yaĢ gruplarında virusun tespit edilmemesi aktif bir enfeksiyon olmadığını 

göstermektedir. Bu bilgiler ıĢığında kuluçkahanelerde betanodavirus sirkülasyonunun 

olmadığı, tespit edilen virusun ise deniz suyu kaynaklı olabileceği değerlendirilmiĢtir.  

Anahtar Sözcükler: Betanodavirus, Kuluçkahane, Levrek, Prevalans, Türkiye.  
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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
2
, 3,10x10

2
 copy/µl, 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 RNA1 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 RNA1 and RNA2 segments. Whole 

sequences of RNA1 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-3. Tez Pozitif Örneklerinin Nükleotid Dizileri 

TR.VNN.01.01-RNA1-Kısmi Nükleotid Dizisi 

CCAACGCGTCATCGCTGAGAAGAAACAAATTCTCCGTGATGCGGCCACGATCCGGACTC

AGATCCAGCGGGAAATGGAACTGGTGCGCATTTCGGTGCGCAAAGGCCATTCCCACCAG

GAAGCTGCTACTGAGCGTAACAGCGCCACTGAGACCATGCTCGGTGTGGTGGAGAAATG

CGGCTACGAGCCGTATGTCATTTCGCCATCACCCCGTGAGGTTGGATACCACGGGTCACG

TCAGTTCTATAGTCTGGCAGACTTTCGCCAAGACTACCGTCGTGATGACATCACCGACCG

TCACATCATTGTGATGACTGATGTTGACTACTACGTGGACATGCATGAGTTGATTGGTTT

GGGTGTTCCGATATTGCTGTACACCTTCCAGCCAAGTACTGTGTCTGGGGAGGTCAAGGA

TGGTTATTTTACCATCACTGACGACTCCGTTCACTACCGTGTTGCTGGTGGGAAGGATGT

GCGCCATCGCATTTGGAACTACAACCAGGATACCATGTATGTGTGCTCCCGACCTCGTGG

TTTCTGGGCGAATCTGATGCAGATCTTGCGTGACATCACTGGTGTCACCGCGATCTGTAG
CTTTCTTTACACCAAGCTCGGTATTGCGCCCTTCGGCGACCCTGTTACCATGTTCACCGTT

GATCAATTCAAGATGGGCGAACATCGTAACATCGTGTCAATTGTGCCCTTTGCAACTTGC

CGTTCAAACCTGCTCAAGATCAGTGAGTATGGTGCTGAGTTGGAGTATATGCGCTACCAA

CAGCGCAACAACATTGCCAACTTCAACGCAGTCACCTACATCTCTGAGAATGGGCCACTC

ATCAGTCTGGGTTTGGAAGGCAACTTTGCAAGCGTCCAGCTTCCCCTGCAGGATTTCGAG

AACATCCGCACTGCATACGAACTGTCCAAAACTAA  

TR.VNN.01.02-RNA1-Kısmi Nükleotid Dizisi 

GCGTCATCGCTGAGAAGAAACAAATTCTCCGTGATGCGGCCACGATCCGGACTCAGATC

CAGCGGGAAATGGAACTGGTGCGCATTTCGGTGCGCAAAGGCCATTCCCACCAGGAAGC

TGCTACTGAGCGTAACAGCGCCACTGAGACCATGCTCGGTGTGGTGGAGAAATGCGGCT

ACGAGCCGTATGTCATTTCGCCATCACCCCGTGAGGTTGGATACCACGGGTCACGTCAGT

TCTATAGTCTGGCAGACTTTCGCCAAGACTACCGTCGTGATGACATCACCGACCGCCACA

TCATTGTGATGACTGATGTTGACTACTACGTGGACATGCATGAGTTGATTGGTTTGGGTG

TTCCGATATTGCTGTACACCTTCCAGCCAAGTACTGTGTCTGGGGAGGTCAAGGATGGTT

ATTTTACCATCACTGACGACTCCGTTCACTACCGTGTTGCTGGTGGGAAGGATGTGCGCC

ATCGCATTTGGAACTACAACCAGGATACCATGTATGTGTGCTCCCGACCTCGTGGTTTCT

GGGCGAATCTGATGCAGATCTTGCGTGACATCACTGGTGTCACCGCGATCTGTAGCTTTC

TTTACATCAAGCTCGGTATTGCGCCCTTCGGCGACCCTGTTACCATGTTCACCGTTGATCA

ATTCAAGATGGGCGAACATCGTAACATCGTGTCAATTGTGCCCTTTGCAACTTGCCGTTC
AAACCTGCTCAAGATCAGTGAGTATGGTGCTGAGTTGGAGTATATGCGCTACCAACAGC

GCAACAACATTGCCAACTTCAACGCAGTCACCTACATCTCTGAGAATGGGCCACTCATCA

GTCTGGGTTTGGAAGGCAACTTTGCAAGCGTCCAGCTTCCCCTGCAGGATTTCGAGAACA

TCCGCACTGCATACGAACTGTCCAAAACTAACAACTTGTC 

 

TR.VNN.01.01-RNA2-Kısmi Nükleotid Dizisi 

AAATTCAGCCAATGTGCCCCGCAAACACGGGCGGTGGTTACGTTGCTGGCTTCCTGCCTG

ATCCAACTGACAACGACCACACCTTCGACGCGCTTCAAGCAACTCGTGGTGCAGTCGTTG

CCAAATGGTGGGAAAGCAGAACAGTCCGACCCCAGTACACCCGCACGCTCCTCTGGACC

TCGTCGGGAAAGGAGCAGCGTCTCACGTCACCTGGTCGGCTGATACTCCTGTGTGTTGGC

AACAACACTGATGTGGTCAACGTGTCAGTGCTGTGTCGCTGGAGTGTTCGACTGAGCGTT

CCATCTCTTGAGACACCTGAAGAGACCACCGCTCCCATCATGACACAAGGTTCCCTGTAC

AACGATTCCCTTTCCACAAATGACTTCAAGTCCATCCTCCTAGGATCCACACCACTGGAC
ATTGCCCCTGATGGAGCAATCTTCCAGCTGGACCGTCCGCTGTCTATTGACTACAGCCTT

GGAACTGGAGATGTTGACCGTGCTGTTTACTGGCACCTCAAGAAGTTTGCTGGAAATGCT

GGCACACCTGCAGGCTGGTTTCGCTGGGGC 
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TR.VNN.01.02-RNA2-Kısmi Nükleotid Dizisi 

AATGTGCCCCGCAAACACGGGCGGTGGTTACGTTGCTGGCTTCCTGCCTGATCCAACTGA

CAACGACCACACCTTCGACGCGCTTCAAGCAACTCGTGGTGCAGTCGTTGCCAAATGGTG

GGAAAGCAGAACAGTCCGACCCCAGTACACCCGCACGCTCCTCTGGACCTCGTCGGGAA

AGGAGCAGCGTCTCACGTCACCTGGTCGGCTGATACTCCTGTGTGTTGGCAACAACACTG

ATGTGGTCAACGTGTCAGTGCTGTGTCGCTGGAGTGTTCGACTGAGCGTTCCATCTCTTG
AGACACCTGAAGAGACCACCGCTCCCATCATGACACAAGGTTCCCTGTACAACGATTCCC

TTTCCACAAATGACTTCAAGTCCATCCTCCTAGGATCCACACCACTGGACATTGCCCCTG

ATGGAGCAATCTTCCAGCTGGACCGTCCGCTGTCTATTGACTACAGCCTTGGAACTGGAG

ATGTTGACCGTGCTGTTTACTGGCACCTCAAGAAGTTTGCTGGAAATGCTGGCACACCTG

CAGGCTGGTTTCGCTGGGGCATCTGGGA 
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TR.VNN.01.01-RNA1-Tüm Genom Nükleotid 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-Tüm Genom Nükleotid 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-Tüm Genom Nükleotid 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-Tüm Genom Nükleotid 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 Çalışmasının RNA1 ve RNA2 Kısmi Nükleotid Dizilerine Göre 

Yapılan Filogenetik Çalışmalarında Kullanılan İzolatların Genbank 

Bilgileri 

Sıra 
 No 

EriĢim No 
Ġzolat Ġsmi 

Elde Edildiği Tür 
Ġsmi 

Elde Edildiği 
Ülke 

Örnekleme 
Tarihi 

Genotip 

RNA1 RNA2 

1 JN189854 JN189941 487.1.2002 
Epinephelus 
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 

5 JN189815 JN189920 250.1.2009 Sparus aurata Güney Kıbrıs 16.07.2009 
RGNNV/
SJNNV 

6 JN189816 JN189968 316.2.2007 Dicentrarchus labrax Güney Kıbrıs 14.09.2007 RGNNV 

7 JX194165 JX194164 12/050 Epinephelus costae Cezayir  10.2011 RGNNV 

8 AM085312 AM085335 Dl-HR-96 Dicentrarchus labrax Hırvatistan 1996 
SJNNV/ 
RGNNV 

9 AM085311 AM085333 Dl-I-98a Dicentrarchus labrax Ġtalya 1998 RGNNV 

10 AM085327 AM085342 Dl-I-96a Dicentrarchus labrax Ġtalya 1996 RGNNV 

11 AM085318 AJ277804 Dl-2 Dicentrarchus labrax Ġtalya 1998 RGNNV 

12 AM085315 AJ277807 Dl-5 Dicentrarchus labrax Ġtalya 1995 RGNNV 

13 AM085321 AM085339 Dl-I-98b Dicentrarchus labrax Ġtalya 1998 RGNNV 

14 AM085322 AM085340 Mb-I-00 Mullus barbatus Ġtalya 2000 RGNNV 

15 AM085314 AM085338 Sa-I-00 Sparus aurata Ġtalya 2000 RGNNV 

16 AM085328 AM085343 Dl-I-02 Dicentrarchus labrax Ġtalya 2002 RGNNV 

17 AM085329 AM085344 Dl-I-98c Dicentrarchus labrax Ġtalya 1998 RGNNV 

18 AM085313 AJ277811 Uc-1 Umbrina cirrosa Ġtalya 1996 RGNNV 

19 AM085326 AJ277803 Dl-1 Dicentrarchus labrax Ġtalya 2000 RGNNV 

20 AM085323 AM085341 Ea-I-01 Epinephelus aeneus Ġtalya 2001 RGNNV 

21 AF319555 AF318942 GGNNV Epinephelus tauvina Singapur - RGNNV 

22 AM085330 AM085345 JFIwa98 

Paralichthys 

olivaceus Japonya 1998 BFNNV 

23 AM085331 AY324870 SGWak97 
Epinephelus 
septemfasciatus Japonya 1997 RGNNV 

24 AM085332 D38637 TPKag93 Takifugu rubripes Japonya 1993 TPNNV 

25 FJ789783 FJ789784 1 Dicentrarchus labrax Tunus 2010 (Yayın) RGNNV 

26 JN189798 JN189951 30.2.2007 Mullus barbatus Ġtalya 10.12.2007 RGNNV 

27 JN189803 JN189956 39.13.2009 Dicentrarchus labrax Ġtalya 29.07.2009 RGNNV 

28 JN189876 JN190000 367.3.2005 Dicentrarchus labrax Ġtalya 06.07.2005 RGNNV 

29 JN189893 JN190032 628.1.2005 Salmo trutta trutta Ġtalya 10.11.2005 RGNNV 

30 AB373028 AB373029 SG2001Nag 
Sevenband grouper 
NNV Japonya 2008 (Yayın) RGNNV 

31 AY721616 AY721615 

Dragon 
grouper 
NNV 

Epinephelus 
lanceolatus Çin 2004 (Yayın) RGNNV 

32 AY690597 AY690596 G9508KS Redspotted grouper  Tayvan 2004 (Yayın) RGNNV 

33 JN189891 JN190003 505.6 Mullus barbatus  Ġtalya 2004 RGNNV 
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EK-4. (Devam) Tez Çalışmasının RNA1 ve RNA2 Kısmi Nükleotid Dizilerine 

Göre Yapılan Filogenetik Çalışmalarında Kullanılan İzolatların Genbank 

Bilgileri 

Sıra 
 No 

EriĢim No 
Ġzolat Ġsmi 

Elde Edildiği Tür 
Ġsmi 

Elde Edildiği 
Ülke 

Örnekleme 
Tarihi 

Genotip 

RNA1 RNA2 

34 JN189879 JN190025 401.4 Mullus barbatus  Ġtalya 2004 RGNNV 

35 JN189881 JN190026 412.2 Mullus spp.  Ġtalya 2000 RGNNV 

36 JN189880 JN190013 406.2 Dicentrarchus labrax Ġtalya 2005 RGNNV 

37 JN189859 JN190005 13.02 Dicentrarchus labrax Ġtalya 2003 RGNNV 

38 JN189908 JN190022 348.3 Solea solea  Ġtalya 2003 RGNNV 

39 JN189906 JN190009 310 Dicentrarchus labrax Ġtalya 2003 RGNNV 

40 JN189852 JN189948 380 Dicentrarchus labrax Ġspanya 2008 RGNNV 

41 AM085326 AJ277803 Dl-1 Dicentrarchus labrax Ġtalya 2000 RGNNV 

42 JN189896 JN190033 80.1.5 Dicentrarchus labrax Ġtalya 2005 RGNNV 

43 JN189849 JN189939 339 Dicentrarchus labrax Yunanistan 2002 RGNNV 

44 JN189850 JN189915 340.1 Dicentrarchus labrax Hırvatistan 2001 RGNNV 

45 JN189909 JN189936 367.2 Dicentrarchus labrax Ġtalya 2005 RGNNV 

46 JN189855 JN189917 58.1 Sparus aurata  Portekiz 2005 
RGNNV/
SJNNV 

47 JN189853 JN189943 410 Dicentrarchus labrax Ġspanya 2006 RGNNV 

48 JN189821 JN189973 385 Dicentrarchus labrax Ġspanya 2007 RGNNV 

49 JN189836 JN189983 334.1 Dicentrarchus labrax Ġspanya 2009 RGNNV 

50 JN189812 JN189966 570.21 Mullus barbatus  Ġtalya 2008 RGNNV 

51 JN189804 JN189958 402.5 Umbrina cirrosa  Ġtalya 2009 RGNNV 

52 JN189870 JN190010 318.1 Dicentrarchus labrax Ġtalya 2009 RGNNV 

53 JN189873 JN189997 338 Dicentrarchus labrax Ġtalya 2008 RGNNV 

54 JN189867 JN189994 288 Umbrina cirrosa  Ġtalya 2009 RGNNV 

55 JN189894 JN190034 80 Chelon labrosus  Ġtalya 2001 RGNNV 

56 JN189875 JN189999 363 Dicentrarchus labrax Ġtalya 20.10.2006 RGNNV 

57 AM085317 - Dl-I-96b Dicentrarchus labrax Ġtalya 1996 SJNNV 

58 AJ401165 - AH99NorA 
Hippoglossus 
hippoglossus Norveç 1999 BFNNV 

59 EF617330 EF617329 Ac06NorT Gadus morhua Norveç 2006 BFNNV 

60 EU826137 D38635 BF93Hok Verasper moseri Japonya 1993 BFNNV 

61 JQ970428 JQ970431 265.2009 Sander lucioperca Ġtalya  07.2009 RGNNV 

62 JQ970429 JQ970432 243.1.2009 
Micropterus 
salmoides Ġtalya 07.2009 RGNNV 

63 JQ970430 JQ970433 336.1.2009 
Morone saxatilis x 
Morone chrysops Ġtalya  09.2009 RGNNV 

64 JN189865 JN189992 283.2009 Dicentrarchus labrax Ġtalya 10.12.2009 RGNNV 
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Ek-5. Tez Çalışmasının RNA1 ve RNA2 Tüm Genom Nükleotid Dizilerine Göre 

Yapılan Filogenetik Çalışmalarında Kullanılan İzolatların Genbank 

Bilgileri 

Sıra 
No 

EriĢim No 
Ġzolat Ġsmi 

Elde Edildiği Tür 
Ġsmi 

Elde 
Edildiği 
Ülke 

Örnekleme 
Tarihi 

Genotip 
RNA1 RNA2 

1 EF558368 EF558369 China 1 
Epinephelus 
akaara Çin 2012 (Yayın) RGNNV 

2 AY721616 AY721615 
Dragon 
grouper NNV 

Epinephelus 
lanceolatus Çin 2004 (Yayın) RGNNV 

3 JN189865 JN189992 283.2009 
Dicentrarchus 
labrax Ġtalya 10.08.2009 RGNNV 

4 JN189909 JN189936 367.2.2005 
Dicentrarchus 
labrax Ġtalya 06.07.2005 

RGNNV/
SJNNV 

5 JN189814 JN189919 484.2.2009 
Solea 
senegalensis Ġspanya 23.11.2009 SJNNV 

6 AF319555 AF318942 Singapore 
Epinephelus 
tauvina Singapur 2001 (Yayın) RGNNV 

7 MG874757 MG874758 HN1 

Epinephelus 

coioides Çin 12.06.2016 RGNNV 

8 AB373028 AB373029 SG2001Nag 

Hyporthodus 

septemfasciatus Japonya 2007 (Yayın) RGNNV 

9 KF386163 KF386164 389/I96 
Dicentrarchus 
labrax Ġtalya 1996 

SJNNV/ 
RGNNV 

10 EF617330 EF617329 Ac06NorT Atlantic cod Norveç 2007 (Yayın) BFNNV 

11 EF617331 EF617328 Ac06NorE Atlantic cod Norveç 2007 (Yayın) BFNNV 

12 EU826137 EU826138 BF93Hok Barfin flounder Japonya 2008 (Yayın) BFNNV 

13 KP455643  KP455642 SBN147 
Lateolabrax 
japonicus Çin 10.07.2014 RGNNV 

14 KM095958 KM095959 SGYeosu08 
Epinephelus 
septemfasciatus 

Güney 
Kore 2008 RGNNV 

15 EU236148 EU236149 TPKag93 Tiger puffer Japonya 2007 (Yayın) TPNNV 

16 FJ789783 FJ789784 1 
Dicentrarchus 
labrax Tunus 2009 (Yayın) RGNNV 

17 EU236146 EU236147 JFIwa98 Barfin flounder Japonya 2007 (Yayın) BFNNV 

18 MF144242 MF144241 KS1 
Epinephelus 
coioides Tayvan 01.06.2013 RGNNV 

19 AY324869 AY324870 SGWak97 
Epinephelus 
septemfasciatus Japonya 1997 RGNNV 

20 NC_003448     Striped jack   2001 (Yayın) SJNNV 

21 AJ401165   AH99NorA Atlantic halibut Norveç 2000 (Yayın) BFNNV 

22 FJ748760   JFNNV-WD 
Japanese 
flounder 

Güney 
Kore 2009 (Yayın) RGNNV 

23 EF617335   Ac06NorPpB Atlantic cod Norveç 2008 (Yayın) BFNNV 

24 EF617334   Ac06NorPpA Atlantic cod Norveç 2008 (Yayın) BFNNV 

25 EF617333   Ac06NorPmB Atlantic cod Norveç 2008 (Yayın) BFNNV 

26 EF617332   Ac06NorPmA Atlantic cod Norveç 2008 (Yayın) BFNNV 

27 AY369136   RGNNV 
 

Çin P2003 RGNNV 

28 JQ073720   LCNNV-In01 Lates calcarifer Hindistan 06.10.2006 RGNNV 

29   KM588181 
GGNNV20131
122 

Epinephelus 
lanceolatus Tayvan 30.08.2013 RGNNV 
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EK-5. (Devam) Tez Çalışmasının RNA1 ve RNA2 Tüm Genom Nükleotid 

Dizilerine Göre Yapılan Filogenetik Çalışmalarında Kullanılan İzolatların 

Genbank Bilgileri 

Sıra 
No 

EriĢim No 
Ġzolat Ġsmi 

Elde Edildiği Tür 
Ġsmi 

Elde 
Edildiği 
Ülke 

Örnekleme 
Tarihi 

Genotip 
RNA1 RNA2 

30   MG637439 ZN521 
pearl gentian 
grouper Çin 21.07.2017 RGNNV 

31   EF617327 Ac06NorPp Atlantic cod Norveç 2007 (Yayın) BFNNV 

32   EF617326 Ac06NorPm Atlantic cod Norveç 2007 (Yayın) BFNNV 

33   GU826692 BVN2 Lates calcarifer Hindistan 12.2008 RGNNV 

34   AY835642 
White star 
snapper NNV Lutjanus stellatus Tayvan 2004 (Yayın) RGNNV 

35   JF412273 BVN16 Lates calcarifer Hindistan 2011 (Yayın) RGNNV 

36   GU953669 BVN4 Lates calcarifer Hindistan 08.2009 RGNNV 

37   AY690596 G9508KS 
Redspotted 
grouper NNV Tayvan 2004 (Yayın) RGNNV 

38   AF534998 

Epinephelus 

coioides NNV 

Epinephelus 

coioides Çin 2003 (Yayın) RGNNV 

39   HM485328 VNIN Lates calcarifer Hindistan 10.2006 RGNNV 

40   AY744705 
Redspotted 
grouper NNV 

Epinephelus 
akaara Çin 2007 (Yayın) RGNNV 

41   AJ608266  
Turbot 
nodavirus 

Scophthalmus 
maximus Norveç 2003 (Yayın) TNV 
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Ek-6. Tez Çalışmasında Akdeniz İzolatlarının Kapsid Protein (RNA2 ORF) 

Tüm Genom Nükleotid Dizilerine Göre Yapılan Filogenetik Çalışmalarda 

Kullanılan İzolatların Genbank Bilgileri 

Sıra 

No 
EriĢim No Ġzolat Ġsmi Elde Edildiği Tür Ġsmi 

Elde Edildiği 

Ülke 

Örnekleme 

Tarihi 
Genotip 

1 KC696562 SpPm-IAusc1586.10 Psetta maxima Ġspanya 28.12.2010 RGNNV 

2  FJ829452 SpDl_IAusc168808 Dicentrarchus labrax Ġspanya 15.06.2008 RGNNV 

3 AY284967 EA-150102-IL Epinephelus aeneus Ġsrail 2004 (Yayın) RGNNV 

4 KY354694 425-10 Sparus aurata Ġtalya 09.2008 RGNNV 

5 AY284965 EA-221199-IL Epinephelus aeneus Ġsrail 2004 (Yayın) RGNNV 

6 Y08700 - Dicentrarchus labrax Yunanistan 1996 RGNNV 

7 AY284971 DL-040700-IL Dicentrarchus labrax Ġsrail 2004 (Yayın) RGNNV 

8 AY284972 DL-060900-GR Dicentrarchus labrax Yunanistan 2004 (Yayın) RGNNV 

9 AJ698093 V26 Dicentrarchus labrax Fransa 2004 (Yayın) RGNNV 
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Oryantasyonu), SNL (Sandia National Laboratories) – DTRA(Defense Threat 

Reduction Agency, Albuquerque/New Mexico/A.B.D., 23 – 27 Ocak 2017. 

33. Biorisk Management Trainer Development Program (Biyorisk Yönetimi 

Eğitici GeliĢtirme Programı), SNL (Sandia National Laboratories) – 

DTRA(Defense Threat Reduction Agency, Albuquerque/New Mexico/A.B.D., 

20 – 24 Mart 2017. 

34. Deney Hayvanları Kullanım Sertifikası Eğitimi, Ġzmir/Bornova Veteriner 

Kontrol Enstitüsü Müdürlüğü, Bornova/Ġzmir, 06 – 17 Mart 2017.  

35. EuFMD online course Foot-and-Mouth Disease Socio-economic Impact 

Assessment, 24 Saat (6 Hafta), Haziran 2017. 

36. KuruluĢ Ġçi Kalite Denetçisi Eğitimi, Elginkan Vakfı, Manisa, 11.09.2017. 

37. ISO/IEC 17043 Yeterlilik Testleri Ġçin Genel ġartlar, Uzman Laboratuvar 

Akredidasyon DanıĢmanlık Ltd. ġti., Ġzmir/Bornova Veteriner Kontrol 

Enstitüsü Müdürlüğü, Bornova/Ġzmir, 18 Ekim 2017. 

38. ISO/IEC 13528 Yeterlilik Testleri Ġstatistik Hesaplamalar, Uzman Laboratuvar 

Akredidasyon DanıĢmanlık Ltd. ġti., Ġzmir/Bornova Veteriner Kontrol 

Enstitüsü Müdürlüğü, Bornova/Ġzmir, 19 Ekim 2017. 

39. Temel Biyoenformatik, Primer Tasarımı ve Filogenetik Analiz, Ankara 

Üniversitesi Evrimsel Genetik Laboratuvarı (eGL) ve Enigma Biyoteknoloji, 

Ġzmir/Bornova Veteriner Kontrol Enstitüsü Müdürlüğü, Bornova/Ġzmir, 24 - 26 

Ekim 2017.  

40. EuFMD in-depth online course Risk Analysis along the Value Chain, 24 Saat 

(6 Hafta), Kasım 2017. 

41. Shipping Infectious Substances Certification Course, ABSA (American 

Biological Safety Association), Charleston/South Carolina (SC)/United States, 

12 Ekim 2018.  

42. Advance BSL-3 Facility Operations, ABSA (American Biological Safety 

Association), Charleston/South Carolina (SC)/United States, 13 Ekim 2018. 

43. Pathogen Inactivation Methods for Laboratory Applications ABSA (American 

Biological Safety Association), Charleston/South Carolina (SC)/United States, 

14 Ekim 2018. 

 

44. Professional Certification in Biorisk Management, International Federation of 

Biosafety Associations (IFBA), 18 Nisan 2019. 
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Verdiği Eğitimler 

1. Mihrak AraĢtırması, Gıda Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı, Ġzmir, 01 – 02 Mart 

2017 (15 KiĢi). 

2. Introduction to Biorisk Management Workshop (Biyorisk Yönetimi’ne GiriĢ 

ÇalıĢtayı), SNL (Sandia National Laboratories) – DTRA (Defense Threat 

Reduction Agency, Gıda Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı, Sağlık Bakanlığı,  

Ankara, 22 – 26 Mayıs 2017 (20 KiĢi). 

3. Introductory Laboratory Biorisk Management Training (Laboratuvar Biyorisk 

Yönetimi’ne GiriĢ Eğitimi), SNL (Sandia National Laboratories) – DTRA 

(Defense Threat Reduction Agency, Gıda Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı, 

Sağlık Bakanlığı, Antalya, 05 - 09 ġubat 2018 (20 KiĢi). 

4. Biyorisk Yönetimine GiriĢ Eğitimi, Gıda Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı, 

Ġzmir, 05 – 08 Mart 2018 (13 KiĢi). 

5. Biorisk Management Trainer Development Program (Biyorisk Yönetimi 

Eğitmen GeliĢtirme Programı), SNL (Sandia National Laboratories) – DTRA 

(Defense Threat Reduction Agency, Gıda Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı, 

Antalya, 12 - 16 Mart 2018 (7 KiĢi). 

6. Introductory Laboratory Biorisk Management Training (Laboratuvar Biyorisk 

Yönetimi’ne GiriĢ Eğitimi), SNL (Sandia National Laboratories) – DTRA 

(Defense Threat Reduction Agency, Gıda Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı, 

Antalya, 07 - 11 Mayıs 2018 (20 KiĢi). 

7. Biyorisk Yönetimine GiriĢ Eğitimi, Tarım ve Orman Bakanlığı, Ġzmir, 26 – 29 

Kasım 2018 (16 KiĢi). 

Bilimsel Toplantılar (Yurt İçi) 

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

2. III. Uluslararası Beyaz Et Kongresi, BEST-BĠR, Antalya, 22 – 26 Nisan 2015. 

3. XII. Ulusal Veteriner Hekimleri Mikrobiyoloji Kongresi, Veteriner Hekimleri 

Mikrobiyoloji Derneği, Kapadokya/NevĢehir, 30 Ağustos – 02 Eylül 2016. 

Bilimsel Toplantılar (Yurt Dışı) 

1. Researching Animals-Welfare, TAIEX, Zagreb/Hırvatistan, 05-06 Mayıs 2010. 

2. OIE Global Conference on Wildlife/ Animal Health and Biodiversity-Preparing 

for the Future, OIE, Paris/Fransa, 23-25 ġubat 2011. 

3. X. International Congress of Veterinary Virology, ESVV 2015, Montpellier, 

France, 31 Ağustos-3 Eylül 201.5 

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

5. 17th EAFP International Conference on Diseases of Fish and Shellfish, Las 

Palmasde Gran Canaria, Spain, 7-11 Eylül 2015.  
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6. 61st Annual Biological Safety (ABSA) Conference, Charleston/South Carolina 

(SC)/United States, 12-17 Ekim 2018. 

Organizasyonunda katkıda bulunduğu bilimsel toplantılar 

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 Aralık 2017. 

 

 




