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Abstract

In this study, we have aimed the determination of susceptibility of sea bass (Dicentrarchus labrax) and sea bream
(Sparus aurata) which they have been cultured in Turkey to viral haemorrhagic septicemia virus. For this purpose, an
infection trial has been conducted on a number of 360 sea bass and sea bream with using TB13/H15 and SW13/G
isolates. The dose of infection applied as 10° TCID,, ml" for infection via immersion and 10° TCID,, /fish for
intraperitoneal infection. As a result of the infection trial, the average mortality rate for sea bream and sea bass has been
foundas 13,3 % and 5 % in the intraperitoneal infections. At the end of the study, virus was not isolated from dead or alive
fish which infected by immersion. In conclusion, it has been founded that viral haemorrhagic septicemia virus
(Genotype le strains) has low pathogenicity on the sea bass and sea bream.
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Ozet

Bu c¢alismada, Tiirkiye'de kiiltiirii yapilan ¢ipura ve levrek baliklarinin {ilkemizden izole edilen, viral hemorajik
septisemi viriis genotip 1e suslarma karsi duyarliliklarinin belirlenmesi amaglandi. Bu amagla TB13/H15 ve SW13/G
izolatlar1 ile 360'ar adet ¢ipura (Sparus aurata) ve Levrek (Dicentrarchus labrax) lizerinde enfeksiyon denemesi
gerceklestirildi. Enfeksiyon dozu intraperitoneal 10° DKID,, /balik ve daldirma 10° DKID,, ml" olarak uygulandi.
Yapilan enfeksiyon denemesinin sonunda ¢ipuralarda en yiiksek mortalite orani1 % 13,33 bulunurken levrek baliklarinda
% 5 olarak bulundu. Olen ve hayatta kalan baliklardan hiicre kiiltiiriinde yapilan ekimler sonunda, daldirma yoluyla
viriis verilen baliklarin higbirisinden yeniden viriis izolasyonu yapilamadi. Sonug olarak yapilan ¢alisma ile viral
hemorajik septisemi viriisiin ¢ipura ve levrek baliklarinda diisiik patojeniteye sahip oldugu ortaya konuldu.

Anahtar Kelimeler: Viral Hemorajik Septisemi Viriis; patojenite; enfeksiyon denemesi; ¢ipura, Dicentrarchus labrax;

Giris

Viral hemorajik Septisemi, gokkusagi
alabalig1 (Oncorhynchus mykiss), kahverengi
alabalik (Salmo trutta), grayling (Thymallus
thymallus), whitefish (Coregonus sp.), pike
(Esox lucius), largemouth bass (Micropteus

salmoides), Japanese flounder (Paralichthys

olivaceus) ve kalkan (Scophthalmus maximus)
baliklarinin da i¢inde bulundugu pek ¢ok tiirtin
enfeksiyoz viral bir hastaligidir ve viral
hemorajik septisemi viriis (VHSV) tarafindan
olusturulur (Winton vd., 1989; Mortensen vd.,
1999; Schlotfeldt vd., 1991).

© Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitlisii Midurligu, Trabzon


afyy
Daktilo Metni
Baskı Provası


50 Isidan ve Kutlu / Yunus Ars. Blil. 2014 (2): 49-53

Viral hemorajik septisemi virlisii 1988
yilina kadar yalnizca tath su balik tiirlerini en-
fekte eden bir etken olarak bilinmekteydi.
Kuzey Amerika'da 1988 yilinda chinook ve
coho salmon baliklarindan, daha sonradan
Kuzey Amerika'da en az 18 farkli balik
tiirtinden de izole edilmistir (Winton vd., 1989).
Denizden 1980'i yillarda ilk VHSV izolas-
yonunun ardindan Kuzey Amerika, Asya ve
Avrupa'dan en az 48 farkl tiirden daha VHSV
belirlenmistir. Yalnizca Kuzey Avrupa'dan
ringa, ¢aca balig1, morina, Norve¢ yayin baligi
ve yassi baliklari da i¢ine alan 15 tiirden VHSV
izole edilmistir (Hedrick vd., 2003; Mortensen
vd., 1999; Takano vd., 2000). izolasyonlarin
cogu Baltik Denizi, Kattegat, Skagerrak, Kuzey
Denizi ve Iskogya civarindaki sulardan
gergeklestirilmistir (Skall vd., 2005a).

Ulkemizde ilk izolasyon 2004 yilinda,
Trabzon Su Uriinleri Merkez Arastirma Ens-
titiistinde kiiltlir caligmalar1 yapilan kalkan
baliklarindan alinan Orneklerden yapilmistir
(Nishizawa vd., 2006; Kalaycivd., 2007).

Gerec¢ve Yontem
Baliklar

Enfeksiyon denemelerinde kullanilacak
olan cipura “Sparus aurata” ve levrek
“Dicentrarchus labrax” baliklar1 Izmir'de
akuakiiltiir yapan bir isletmeden (Kili¢ Deniz
Uriinleri A.S.) temin edilmistir. Deneyde
kullanilacak ¢ipuralar, 4-6 cm boy (~ 5,2 cm) ve
3-4 g (~3.,4 g) agirliga erismis olup her tanka 60
adet olacak sekilde dagitildi. Levrekler ise 5-7
cmboy (~5,9 cm) ve 3-4 g(~3,6 g) agirliga eris-
mis olup her tanka 60 adet olacak sekilde
dagitildi. Enfeksiyon denemesi Oncesinde
baliklar 2 haftalik adaptasyona tabi tutuldu.

Viriisler

Calismada kullanilan viriislerden biri
2005 yilinda Trabzon ili agiklarindan yakalanan
ve digeri ise Trabzon Su Uriinleri Merkez

Arastirma Enstitlisii yetistirme {initesinden
alman kalkan baliklarindan izole edilen TR-
WS13G ve TR-B13/15H (GeneBank kayit
numaralari;; AB231160, AB231161) izolat-
lardir.

Enfeksiyon Denemeleri I¢in Viriislerin
Hazirlanmasi

Enfeksiyon denemesinde kullanilacak
viriislerin titrasyonu i¢in bir giin 6nce 96
kuyucuklu pleytte hazirlanmis BF-2 hiicreleri
kullanildi. Buamagla her viriisiin daha 6nceden -
80°C'de saklanan viallerinden birisi agilarak
vortekslenip 100 pl alindi. Alinan viriisiin (%1
HEPES ilaveli MEM Earle vasati1) kullanilmak
suretiyle 10"'den 10""a kadar 10 tabanli seri
sulandirmalart hazirlandu.

Hazirlanan virlis sulandirmalarinin her
sulandirmas1 dort goze olacak sekilde 96
kuyucuklu hiicre pleytine 100 ul ilave edildi.
Viriis ekimi gergeklestirilen hiicreler 15°C'deki
inkiibatorde inkiibasyona birakilarak sitopatik
etki (CPE) yoniinden giinliik kontrolleri yapildi.
CPE gozlendikten sonra sonuglar kaydedilerek
Spermann-Kdéerber metoduyla DKID50 (doku
kiltiirii enfektif doz 50) hesaplandi. Enjeksiyon
yoluyla yapilan enfeksiyon denemesinde her
baliga 10° DKID,,, immersiyon yoluyla yapilan
uygulamada ise havuzdaki suyun her ml'sine 10”
DKID,, olacak sekilde enfeksiyonlar gercek-
lestirildi.

Deneme Tanklarinin Hazirlanmasi ve Deney
Tasarimi

Deneysel enfeksiyonlarin gercekles-
tirebilecegi 24 adet 50 It'lik deneme tanki
hazirlandi. Her tanka 30'ar adet olmak iizere
toplam 360 adet ¢ipura ve bir o kadar da levrek
konularak baliklar adaptasyon siiresi boyunca
gozlendi. Enfeksiyon denemesi toplamda 2 tiir, 2
tekrar, 2 sus, 2 uygulama sekli ve kontrolleri ile
birlikte sekil 1 de sematize edildigi sekilde
uygulandi.
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Sekil 1. Enfeksiyon denemelerinin yapildigi tank diizeni.

Virolojik Muayene

Enfeksiyon denemesi siiresince dlen
baliklar ile denemenin sonlandirilmasinin
ardindan sag kalan baliklardan alinan kalp ve 6n
bobrek orneklerinden hiicre kiiltiiriinde viriistin
yeniden izolasyonu calisildi. Bu amagla doku
homojenatlar1 hazirlanarak, hazirlanan doku
homojenati 1/10 oraninda hiicre iiretme vasati
ile sulandirilip 0,45um enjektor filtreden
(Sartorius AG, Goettingen, Almanya) gecirildi.
Daha sonra 100 pl siiziintii daha Onceden
hazirlanmis olan ve % 2 FBS ilaveli MEM
vasatinda ¢ogaltilan, % 80 monolayer olmus 24
kuyucuklu pleytteki (Grainer-Bio-one GmbH,
Frickenhausen, Almanya) BF-2 ve/veya RTG-2
hiicrelerine ekildi. Ekimde her 6rnek icin iki
kuyucuk kullanildi.

Hiicreler CPE go6zleninceye kadar
15°C'de 2 hafta boyunca inkiibatérde (MIR-
153, Sanyo, Japonya) inkiibe edildi ve her iki
giinde bir CPE varligi yoOniinden invert
mikroskop (CK30, Olympus Opt. Co., Japonya)
kullanilarak kontrol edildi. Iki haftalik
inkiibasyon sonunda CPE go6zlenmeyen

ornekler yeniden 24 kuyucuklu pleytte
hazirlanan hiicre hattina 100 pl inokule edilerek
subkiiltiiri yapildi. Bir hafta daha 15°C'de
inkiibasyona birakildi. Subkiiltiir isleminin
ardindan CPE gostermeyen Ornekler negatif
olarak degerlendirildi ve muayene sonug
formuna kaydedildi.

Bulgular ve Tartisma

Viral hemorajik septisemi virtisii Tiirkiye
suslar1 kullanilarak ¢ipura ve levrek baliklarinda
enfeksiyon denemeleri gerceklestirildi.

Cipuralar iizerinde SW13/G izolat1 ile
yapilan deneme enfeksiyonu c¢alismasinda
intraperitoneal enjeksiyon yoluyla yapilan
denemede toplam 8 balik daldirma yoluyla
yapilan denemede ise 2 balik 6ldii. Buna gore
kiimiilatif mortalite intraperitoneal enjeksiyon
grubunda % 13,33 ve daldirma grubunda % 3,33
olarak gergeklesti. Diger taraftan TB13/HI15
izolatiyla yapilan denemede ise intraperitoneal
enjeksiyon grubunda hi¢ O6liim olmazken
daldirma grubunda 1 balik oldi (% 1,66
kiimiilatif mortalite).
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Levrekler tlizerinde SW13/G izolat1 ile
yapilan deneme enfeksiyonu c¢alismasinda
intraperitoneal enjeksiyon yoluyla yapilan
denemede toplam 2 balik oliirken daldirma
yoluyla yapilan denemede hi¢ 6liim gozlen-
medi. Buna gére SW13/G izolati kullanilarak
intraperitoneal enjeksiyon yoluyla yapilan
denemede kiimiilatif mortalite % 3,33 olarak
gergeklesti. Diger taraftan TB13/H15 izolatiyla
yapilan denemede ise intraperitoneal enjek-
siyon grubunda 3. daldirma grubunda ise 1 balik
0ldii. Buna gore kiimiilatif mortalite intra-
peritoneal enjeksiyon grubunda % 5 ve
daldirma % 1,66 olarak gergeklesti. Diger
taraftan yapilan denemelerde kontrol grup-
larindaki baliklarin tamami deney sonuna kadar
canli kaldi. Tiim deneme guruplarina iliskin
giinliik kiimiilatif mortalite oranlar1 sekil 2'de
gosterilmistir.

Cesitli balik tiirlerinin viral hemorajik
septisemi viriisiine duyarliligt ¢okca calisil-
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mistir (Skall vd., 2005b).
caligmalar viral hemorajik septisemi viriisiiniin

Daha o0nceki

farklt genotiplerinin balik tiirleri arasinda
duyarlilik bakimindan farkhiliklar oldugunu
ortaya koymustur (Snow vd., 2004). Diger
taraftan heniiz ¢ipura ve levrek baliklarindan
viriis izolayonu gergeklestirilmemistir. Bununla
birlikte levrek baliklarinin viral hemorajik
septisemi virlisii ile olusturulan deneysel
enfeksiyona duyarliligi gosterilmistir (Castric
ve de Kinkelin, 1999). Cipura baliklar1 ile ise
yapilmis bir enfeksiyon denemesi literatiirde yer
almamakla birlikte benzer tiirlerden olan red sea
bream ve black sea bream baliklarinin deneysel
olarak olusturulan enfeksiyona duyarli olduklar1
ortaya konulmustur (Isshiki vd., 2003; Ito vd.,
2004). Yapilan bu calisma, ¢ipura ve levrek
baliklarinin viral hemorajik septisemi viriisii
genotip e suslari ile gergeklestirilen enfeksiyon
denemesine az da olsa duyarlilik gosterdiklerini

ortaya koymaktadir.
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Sekil 2. Cipura ve levrek baliklarinda TB13/H15 ve SW13/G izolatlar1 ile yapilan enfeksiyon denemesinin kiimiilatif

mortalite oranlar1.
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