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Ozet

Viral Hemorajik Septisemi Virusu (VHSV) (Piscine novirhabdovirus), deniz ve tatli su baliklarinda enfeksiyonlara neden olan bir virustur. Bu
caligmada; Tiirkiyede tatl su (Gokkusagi alabalig1) ve deniz (Kalkan balig1) baliklarindan izole edilen Bolu\06 ve TR-WS13G adli iki VHSV
izolatinin farkli fenotiplerinin Gokkusagi alabaliklarindaki (Oncorhynchus mykiss) klinik bulgular, mortalite orani ve patojenite tizerine et-
kisinin arastirilmast amaglanmigtir. Calismada Bolu/06 ve TR-WS13G VHSV izolatlar: plak saflastirma yontemiyle saflagtirildi. Test sonunda
her iki izolata ait dar ve genis plak olusturan 4 farkl saflastirilmis izolat 60-100 g agirhigindaki gokkusag: alabaliklarina intraperitonal olarak
verilerek deneysel enfeksiyon olusturuldu. Deneysel enfeksiyon sirasinda 6len veya deneme sonucunda 6ldiiriilen baliklarda real time RT-
PCR metodu ile VHSV viral niikleik asit varlig1 ve miktar: aragtirildi. Deneysel enfeksiyon sonucunda mortalite orani; kontrol grubunda
%3,33, Bolu/06 dar ve genis plak izolat gruplarinda sirasiyla %43,3 ve %20, TR-WS13G dar ve genis plak izolat gruplarinda ise sirasiyla %33,3
ve %14,8 olarak tespit edildi. rRT-PCR testi sonucunda 6len\oldiiriilen balik 6rneklerinde viral kopya sayis1 1,67x102-7,33x104/ul olarak
tespit edildi. Fenotipik olarak hem tatli su izolat1 Bolu/06 hem de deniz izolatt TR-WS13G'nin dar plak ¢apina sahip izolatlarinin genis plak
olusturan izolatlarindan daha yiiksek mortaliteye neden oldugu, ayrica gokkusag: alabaliklarindan izole edilen tatli su izolat1 Bolu/06'nin
kalkan baligindan izole edilen deniz izolati TR-WS13Gden daha patojen oldugu ortaya konulmustur. Bu sonuglar ile VHS virusunun fenoti-
pik karakterinin virulans iizerinde 6nemli diizeyde etkili oldugu gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Gokkusag: alabaligy; Plak Test; rRT PCR; Viral Hemorajik Septisemi Virusu
Abstract

Abstract: Viral Hemorrhagic Septicemia Virus (Piscine novirhabdovirus) causes infection in various marine and freshwater fish. It was aimed
to determine the effect of different phenotypes of two VHSV isolates, Bolu\06 and TR-WS13G, isolated from fish living in freshwater (rain-
bow trout) and sea (turbot) in Turkey, on clinical findings, mortality rate and pathogenicity in Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). In
this study, Bolu / 06 and TR-WS13G VHSV isolates were purified by plaque purification method. At the end of the test period, 4 different
purified isolates, which form wide-narrow plaques of both isolates, were injected intraperitoneally to rainbow trout weighing 60-100 g and
experimental infection was performed. Mortality rate due to experimental infection were detected as; %3.33 for control group; %43.3 for
Bolu/06 narrow isolates group, %20 for Bolu/06 wide isolates group, %33.3 for TR-SW-13 broad isolates group; and %14.8 for TR-SW-13
narrow isolates group. The number of viral copies in the fish samples (dead/killed) were founded logl10 7.33x104-1.67x102 / ul by rRT-PCR.
The phenotypic character of the wide narrow- plaque forming isolates freshwater isolation Bolu / 06 and marine isolation TR-WS13G, have
a higher mortality rate than wide plaque-forming isolates of narrow-plate isolates. Freshwater isolation from rainbow trout isolation Bolu/06
more pathogenic than turbot isolated from marine isolate TR-WS13G. This result showed phenotypic character has been shown significantly
effective on virulence.
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Giris

Viral hemorajik septisemi virusu (VHSV; Piscine novir-
habdovirus) (ICTV, 2016) Rhabdoviridae ailesinden No-
virhabdoviridae cinsinde yer almaktadir. Viral hemorajik
septisemi hastalig1 bircok deniz ve tatli su balik tiirlerinde
(0zellikle salmonoid, morina ve perciformes tiirleri)
goriilen sistemik bir enfeksiyondur (Bowen, 2011; Purcell
ve vd., 2012; Skall ve vd.,2005).

Ozellikle yavru baliklar enfeksiyona duyarlidir. Mortalite
geng baliklarda %100% ulasabilmektedir (Anonim, 2017;
Bowen, 2011; Gadd, 2013; Kim ve Faisal, 2011). Hastaligin
akut, kronik ve subklinik enfeksiyon formlar1 vardir. Akut
enfeksiyon semptomlar: soluk solungaglar, ekzoftalmi ve
yiizge¢ kanamalari, uyusukluk, sarmal yiizme ile karakter-
izedir. Bazi1 enfekte baliklarda gozle goriiliir belirti olmasa
da, beyinde tropizm, anormal yiizme davranisiyla orta-
ya ¢ikan sinir sekliyle de sonuglanabilmektedir (Bowen,
2011; Gadd, 2013; Kim ve Faisal, 2011). Virus, genellikle
kaslarve i¢ organlarda endoteliyal kan damarlarini hedef
alarak nekrozlar olusturur. Karaciger, bobrek ve dalakta
petesiyal ya da ekimatéz hemorajiler olusturur (Anonim,
2017; Pham vd., 2013; Skall vd., 2005).

Rhabdoviridae ailesi, kuduz, vezikiiler stomatit, sigir
ephemeral fever virus ve bazi 6nemli balik rhabdovi-
ruslarini da kapsayan birgok 6nemli hayvan ve insan vi-
ruslarini igermektedir. 2014 yilinda Kongo Demokratik
Cumbhuriyetinde yapilan bir ¢alismada, yeni bir rhab-
dovirus olan Bas-Congo virusu (BASV) tespit edilmis
ve insanlardaki akut hemorajik ates viriisii ile yakinlik
gostermesi agisindan Rhabdoviridae ailesinin ilk 6rnegi
olmustur (McAllister vd., 2014). Rhabdoviridae ailesinde
hayvan viruslarini iceren on dort cins bulunmaktadir;
Ephemerovirus, Lyssavirus, Nucleorhabdovirus, Vesiculo-
virus, Perhabdovirus, Sigmavirus, Sprivivirus, Tupavirus,
Hapavirus, Ledantevirus, Sripuvirus, Tibrovirus, Almen-
dravirus ve Novirhabdovirus cinsidir. Novirhabdovirus
cinsi, onemli balik viruslari olan Piscine novirhabdovirus,
Hirame novirhabdovirus, Snakehead novirhabdovirus ve
Salmonid novirhabdovirus’lari icermektedir (ICTV, 2016).
VHSV virionlari, yaklastk 70 nanometre (nm) g¢apin-
da ve yaklasik 180 nm uzunlugundadir. Genom, 11 kilo
baz (kb) boyutunda dogrusal, negatif polariteli, tek sar-
malli RNA molekilidir (Anonim, 2017; Bowen, 2011).
Virusun gen dizilimi 3’-N-P-M-G-L-5%eklindedir. N,
viral niikleokapsitin ana bilesenini kodlayan niikleopro-
tein genidir. P, viral polimerazin bir ko-faktoriidiir. M,
niikleokapsite ve glikoproteinin sitoplazmik alanina bagla-
narak virionun tomurcuklanmasini kolaylastiran i¢ virion
proteinidir. G, virion yiizeyindeki trimerleri olusturan
glikoproteindir ve as1 kaynakli bagisikligin hedefi olan
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notralizan epitoplar igerir. L, transkripsiyon ve RNA rep-
likasyonunda islev goren RNA bagimli RNA polimerazdir.
Novirhabdovirus olan VHSV, diger rhabdoviruslara gore
yapisal olmayan glikoprotein (G) ve polimeraz (L) geni
arasinda NV (protein nonvirion) geni ihtiva etmektedir.
(Schutze vd., 1999).

Yapilan serolojik arastirmalar sonucunda, iki farkli VHSV
susunun varlig kanitlamis; ancak daha sonra kahverengi
alabaliklardan (Salmo trutta L.) tigiincii bir susun varlig
ortaya konulmustur (Kinkelin ve Berre, 1977). Tanimla-
nan genetik gruplandirma nétralize edici G ve N genleri
dikkate alinarak serotiplendirme yapilmakta ve dort gen-
ogrubunun (I-IV) oldugu kabul edilmektedir (Einer-Jen-
sen vd., 2004; Einer-Jensen vd., 2014; Nishizawa vd., 2006;
Schonherz vd., 2013). Virusun teshisi, klinik belirtiler,
histopatolojik bulgular, virusa duyarli hiicre kiiltiirlerin-
den izolasyon, serolojik ve molekiiler testler kullanilarak
yapilabilmektedir. Virus, Epithelioma Papulosum Cyprini
(EPC), Bluegill Fry (BF-2), Fathead Minnow (FHM), Chi-
nook Somon Embriyo (CHSE-214) ve Rainbow Trout Go-
nad (RTG-2) gibi bir¢ok hiicre kiiltiiriinde tireyebilmekte-
dir. Virusun tiremesi i¢in hiicre kiilttirii ortam1 pH 7,1 ve
15°C sicaklik olarak belirlenmistir (Anonim, 2017; Gadd,
2013; Kim ve vd., 2016).

Materyal Metot

Hiicre ve Virus: RTG-2 hiicresi ve Bolu VHSV izolati
(Genbank No: KM972678) Izmir/Bornova Veteriner
Kontrol Enstitiisi'nden, TR-WS13G izolat1 (Genbank
No: KM972680) ise Trabzon Su Uriinleri Merkez Aragtir-
ma Enstitiisi'nden temin edildi. VHS virus izolatlarinin
tretilmesinde RTG-2 devamli hiicre hatlar1 kullanildi.
RTG-2 devamli hiicre kiiltiirleri -86°C’ lik derin don-
durucudan ¢ikartilarak igerisinde %10 fotal dana serum
(FDS), %1 antibiyotik+antimikotik (10000 IU/ml peni-
cilline, 10 mg/ml streptomisin, 0,025mg/ml amphotericin
B, ve %1 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic
acid (HEPES) bulunan Dulbecco’s Minimal Essential Me-
dium (DMEM)/ Leibovitz’s L-15 (L-15) ile ¢ozdirilerek,
25 ve 75 cm?2 yiizeyli doku kiiltiirii flasklarinda sogutmal
inkiibatorde 20-22°C de iiretildi.

RNA Ekstraksiyonu, rRT PCR Kitleri, Primerler ve Prob:
RNA ekstraksiyonunda ticari olarak temin edilen ekstrak-
siyon kiti (Qiagen, RNeasy Mini kit, Cat No: 74106, Hilden,
Almanya) kullanildi. Niikleik asit amplifikasyonunda ti-
cari olarak temin edilen tek asamali PCR Kkiti (Rotor-Gene
Probe RT-PCR kit, Cat No: 204574, Qiagen, Hilden Al-
manya) kullanildi. Real Time RT-PCR (rRT-PCR) testinde
G genine spesifik primerler ve prob kullanildi, primerler
ve probun dizileri ve lokalizasyonlar1 Tablo 1de goster-
ilmistir. Niikleik asit amplifikasyonunda,. rRT-PCR testin-
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de porzitif kontrol olarak ve viral yitk konsantrasyonunu
ortaya koymak i¢in virusun tiim G genini igeren plazmid
(pGEM-T Easy vektor, Promega, ABD), negatif kontrol
olarak ise distile su kullanildi.

Tablo 1.Calismada kullanilan Primer ve prob dizileri ve lokali-

zasyon bolgeleri

Primer ve Dizin 5°-3° Lokalizasyon

Prob Ad1 Bolgesi (145bp)

5" CATCCATCTCCCGCTATCAGT 3’ 3204-

VHSV-F 3224

5" AGACAGTTTCGCCTCTAAGAT 3’ 3348-
VHSV-R 3328

FAM-5" AGCGTCTCCGCAGTCGCGAGTGG -3’ 3229-
VHSV-P TAMRA 3251

Balik Ornekleri: Rutin kontrolleri yapilan ve ge¢misinde
VHS bildirimi bulunmayan giftliklerden balik 6rnekleri
alarak rRT-PCR testi ile VHSV varlig1 arastirildi. Testler
sonucunda VHSV tespit edilmeyen bir isletmeden sagla-
nan balik o6rnekleri deneme ¢aligmalarinda kullanildi.
60-100 gram agirligindaki 150 adet gokkusagi alabaligy,
Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii balik hastaliklar
epriivasyon {nitesinde bulunan kapali sistem balik tankla-
rina uygun kosullarda nakledildi. Deneme i¢in kullanila-
cak baliklar adaptasyon i¢in 7 giin tanklarda bekletildi.
Baliklarin uyum siireci ve deneysel enfeksiyon siiresince
gtinliik takibi ve rutin beslemesi yapildi.

Metot

Virus Izolatlarinin Uretilmesi: Caliygmada kullanilan VHS
virus izolatlar1 RTG-2 hiicre kiltiiriinde tretildi. Hiicre
kiiltiirleri %10 FDS, % 1 antibiyotik+antimikotik ve %1
hepes iceren DMEM/L-15 kullanilarak iiretildi. Hiicre
%80-90 oranina

ulaginca hiicre vasatlar1 dokiilerek viruslar 1:10 oranin-

kiltturlerinin tek katmanli tremeleri

da inokule edildi. Bir saat adsorbsiyondan sonra hiicre
kiiltiriine %2 FDS, %1 HEPES ve %1 antibiyotik+an-
timikotik iceren virus {iretme vasati ilave edildi. Hiicre
kiiltiirleri, % 90-95 oraninda CPE goriildiikten sonra -74
°Cde donduruldu ve sonra hizla ¢ozdiiriilerek 2000 gde,
+4°Cde 15 dakika santrifiij edilerek klarifikasyon islemi
yapildi. Siipernatantlar 2’ser mI'lik hacimlerde boéliinerek
-86°Cde sakland1.

Virus Mikrotitrasyon Testi: Viruslarin DKID50 dozunu
belirlemek amaciyla iki ayr izolat igin iki adet 96 gozli
mikrotitrasyon pleytine, virusun logl0 tabanina gore su-
landirilmis diliisyonlar1 10-1'den 10-16'ya kadar 100 pl
olarak eklendi. Hiicre kontrol gozlerine 100 ul hiicre iiretme
vasati, virus kontrol gozlerine ise 50 ul sulandirilmamais vi-
rus ile 50 pl hiicre tiretme vasati konuldu. Tiim gozlere 50
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ul RTG-2 hiicresi eklendi. Hazirlanan pleytler, hiicrelerin
tutunmast icin 22°C etiive kaldirildi. 24 saat sonra 15-16°C
‘lik etiive alind1 ve giinliik olarak CPE yoniinden kontrol-
leri yapildi. 7 giin inkubasyondan sonra Spaerman ve Kaer-
ber metodu ile viruslarin DKID50 degerleri hesaplandi.
Plak Test: DKID50’leri hesaplanan viruslar Cigek (2018)de
belirtilen sekilde plak testine tabi tutuldu. Kiiltiir ortami
bir agar (veya agaroz) jel ile katilagtirildi. Ilk virus ekimi
ve sabitleme tabakasinin uygulanmasinin ardindan, viral
enfeksiyon ve replikasyonu gevreleyen tabaka ile sinir-
landirildigy igin, bireysel plaklar veya hiicre 6liimii bolgeleri
gelismeye basladi. Enfekte olmus hiicreler, replikasyon-liz-
iz enfeksiyon dongiisiinde devam ederek ve giderek daha
belirginlesen ayr1 plaklar olusturdu. Plak sayisinin en
az oldugu gozdeki plaklarin gaplar1 olgiilerek plaklar dar
(Immden kiictik ¢apli) ve genis (1 mmden biiyiik ¢apli)
olarak isaretlendi. Ince uglu enjektdr yardimiyla plaklarin
icerisine girilerek 200 pl hacminde virus toplandi. Her bir
fenotipik 6rnek tekrar hiicre kiiltiiriine ekilerek plak testi 3
defa tekrarlandi.

Baliklara Virus Inokiilasyonu: Baliklara yapilacak tiim
miidahalelerde, baliklar MS-222 (30mg/It) ile anestezi-
ye alinarak enjeksiyon uygulandi. Denemeler boyunca
tank suyu sicakliklar1 13 0C olacak sekilde sabit tutuldu.
Baliklar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik 151k altinda tu-
tuldu. Kontrol grubundaki 30 baliga 0,1 ml PBS intraperi-
tonal olarak uygulandu. 2. gruptaki 30 baliga Bolu/06 genis
capli plak olusturan izolat, 3. gruptaki 30 baliga Bolu/06
dar ¢apl plak olusturan izolat, 4. gruptaki 27 baliga TR-
WS13G genis ¢apl plak olusturan izolat, 5. gruptaki 27
baliga TR-WS13G dar ¢apl plak olusturan izolattan intra-
peritonal yolla 1x104 DKID50/balik dozunda virus epriive
edildi. Baliklar 30 giin boyunca gozlemlendi.

Virus inokiilasyonunu takiben 6len baliklardan karaciger,
dalak, bobrek ve kalp, tabaninda cam boncuk bulunan 2
ml’lik cryo tiiplere alinarak bir havuz olusturuldu ve her
bir balik bir arastirma materyali olarak degerlendirildi. Or-
gan havuzlarina, 1/10 oraninda %1’lik 10 000 IU penisilin/
ml, 10 mg /ml streptomisin ve 0,025 mg/ml Amphotericin
B igeren PBS eklendi ve doku parcalayicida homojenize
edildikten sonra + 4°Cde 3000 rpmde 15 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonras: siipernatantlar topland1 ve RNA
ekstraksiyonu i¢in -80 0Cde sakland.

RNA Ekstraksiyonu: RNA ekstraksiyonu ticari olarak te-
min edilen ekstraksiyon kiti (Qiagen, RNeasy Mini kit, Cat
No: 74106, Hilden, Almanya) ile protokolii dogrultusunda
yapild.

rRT-PCR: rRT-PCR testleri LightCycler 2.0 (Roche, Rot-
kreuz, Isvicre) cihazinda ve tek agamali PCR Kkiti iiretici
firmanin protokolii dogrultusunda gergeklestirildi. rRT-
PCR testinde revers transkripsiyon basamagi i¢in 500Cde
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10 dakika, reverse transkriptaz enzim inaktivasyonu i¢in
950Cde 5 dakika uygulandi. Bunu takiben 40 siklus boyun-
ca, 6n denatiirasyon i¢in 950Cde 5 saniye, annealing basa-
mag1 igin 600Cde 10 saniye inkiibasyona birakildi. Son
olarak ise sogutma basamaginda 120Cde siiresiz bekletildi.

BULGULAR

Plak testi sonucunda; her bir izolat i¢in lmm'nin altinda-
ki plaklar dar plak, Imm’nin ustiindeki plaklar ise genis
plak olarak tiplendirildi. Bu islem 3 kez tekrarlanarak vi-
rus izolatlarinin saflastirilmasi yapildi. Dar ve genis plak
olugturan viruslarin titreleri ayr1 ayr1 hesaplandi. Ugiincii
plak saflastirma testinden sonra viruslarin titresi VHSV
Bolu-genis plak i¢in 106/0,1 ml, Bolu-dar plak i¢in 105/0,1
ml; TR-WS13G-genis plak icin 107/0,1 ml, TR-WS13G-
dar plak i¢in 105,5/0,1 ml olarak hesaplandi. logl0 ta-
banina gore sulandirilan Bolu VHSV susunun genis plak
gorintisi sekil-1de gosterilmistir.

Sekil 1. Plak testi sonucu (a; 10-1 diliisyon b; 10-2 diliisyon c;
10-3 diliisyon d; 10-4 diltisyon e; 10-5 diliisyon f; 10-6 diliisyon)

Epriivasyonu takiben deneme gruplarinda yapilan gozlem-
lerde mortalite oranlar1 Tablo 2de gosterilmistir. Hasta
baliklar tizerinde yapilan gozlem ve 6len baliklarda yapilan
nekropsi bulgularinda deri renginde koyulasma, anemi,
ekzoftalmus, tlserasyon, solungaglarda belirgin soluklas-
ma, goz ¢evresi, kuyruk ve gévde tizerinde erozyon ve epi-
dermal kanama odaklar1 gozlemlenmistir.

Tablo 2. Deneme gruplarinda mortalite oranlari

Kontrol Tanki | Bolu/06 Dar | Bolu/06 Genis | TR-WS13G Dar | TR-WS13G Genis

Plak Olusturan | Plak Olusturan | Plak Olusturan | Plak  Olusturan

Saf izolat Saf izolat Saf izolat Saf izolat

1/30 13/30 6/30 9/27 4/27

(%3,33) (%43,3) (%20) (%33,3) (%14,81)
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Sekil 2. Makroskopik nekropsi bulgulari (a; gozde hemoraji, b;
viicut ylizeyinde hemoraji, ¢c; kuyrukta erozyon, d; ylizgeg bolge-

sinde erozyon)

rRT-PCR sonuglarina gore; kontrol grubunda o&len\
oldiriilen baliklardan yapilan ekstraksiyonlarda VHSV
RNAS1 tespit edilememistir. Virus uygulanan deneme
gruplarinda ise 6len veya oldiiriilen tiim baliklarin organ
homojenizatlarindan elde edilen ekstraktlarin tamaminda
VHSV RNA: tespit edilmistir. Test sonucunda 6len balik
orneklerinde logl0 7,33x104-1,67x102/pl arasinda viral
kopya sayis1 tespit edildi.

Tablo 3. Balik 6rneklerindeki viral kopya sayis1

12000
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8000
6000
4000
2000

0

Viral Kopya/ul

CT(Cycle threshold) seviyeleri, numunedeki hedef niikleik
asit miktariyla ters orantilidir. CT seviyesinin diisiik ol-
mas1, numunedeki hedef niikleik asidin miktarini arttirir.
Balik organ 6rneklerinde en yogun CT degeri 28,35 olarak
kaydedildi. Calismamizda CT degeri 35 ve sonrasi negatif
kabul edilmistir.
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Sekil 4. Pozitif kontrol plazmidlerle elde edilen 151ma egrileri ve

balik orneklerinden elde edilen RNAlarin olusturdugu isima
egrileri (Kontrol; piirifiye edilmemis virus, 1 nolu tank; virus
verilmeyen kontrol grubu, 2 nolu tank; Bolu/06 genis ¢apl plak
olusturan izolat, 3 nolu tank; Bolu/06 dar ¢apl plak olusturan
izolat, 4 nolu tank; TR-WS13G genis capli plak olugturan izolat,
5 nolu tank; TR-WS13G dar ¢apl plak olusturan izolat)

Tartisma ve Sonug

VHSYV, iilkemizde ilk olarak 2004 yilinda kiiltiire alinan
kalkan baliklarinda teshis edilmis, (Kalayc1 vd., 2006) 2005
yilinda ise virusun ilk izolasyonu yapilmistir. Bulunan vi-
ruslarin tamami genotip Ie ile iliskilendirilmistir (Nishi-
zawa vd., 2006). 2015 yilinda yapilan bir ¢alismada Dogu
Karadeniz dogal balik tiirleri {izerinde VHSV prevalansi
incelenmis ve karadeniz alabaliginin (%34 mortalite) en
duyarl tir oldugu tespit edilmistir. Levrek %25, ¢ipura
%15, gokkusag: alabalig1 ve kaynak alabaliklar1 %12 mor-
talite gostermistir. Izole edilen viruslarin tamami VHSV
genotip-Ie'ye ait oldugu tespit edilmistir (Altuntas, 2015).
Caliymamizda deneysel enfeksiyon sirasinda baliklarda
deri renginde koyulagsma, anemi, ekzoftalmi, iilserasyon,
solungaglarda belirgin soluklagsma, goz etrafi, kuyruk ve
govde tizerinde erezyon ve epidermal kanama odaklar:
gozlemlendi ve toplam Mortalite orani ise toplamda %
22,9 olarak belirlenmistir. Deneysel enfeksiyonun 15-
17. glinlerinden itibaren o6len baliklarda external semp-
tomlarin siddetlendigi gozlenmistir. Ozellikle Bolu\06
izolatinin verildigi baliklarda kuyrukta ve ytizgeclerde
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siddetli erozyon, goz etrafinda kanamalar gozlenmistir.
Bulgular, gokkusag: alabaliklarinda Bolu\06 ile yapilan
deneysel enfeksiyonlardaki semptomlarla tutarlilik gos-
termektedir. Isidan vd. (2014) tarafindan, VHSV genotip
Ie suglarinin ¢ipura ve levrek baliklarinda virulansini be-
lirlemek amaciyla yapilan ¢alismada, TR-SW13/G izolat1
ile ¢ipuraya yapilan enjeksiyon ve daldirma yontemleriyle
toplamda 60 baliktan 10 tanesinin 6ldiigii tespit edilmistir.
TB13/H15 izolatiyla yapilan denemede 30 baliktan sadece
1 baligin oldigii tespit edilmistir. Levrek denemelerinde
ise TR-SW13/G izolat1 verilen baliklarda enjeksiyon yon-
temiyle yapilan denemede 30 baliktan 2 baligin 6ldigii go-
zlenmis, TB13/H15 izolat1 verilen baliklarda ise enjeksiyon
denemesinde 30 baliktan 3, daldirma denemesinde ise 30
baliktan sadece 1 baligin 6ldigi tespit edilmistir ve to-
plam mortalite oraninin cipuralarda % 13,33 bulunurken,
levrek baliklarinda % 5 olarak bulunmustur. Bu sonuglara
bagli olarak bu baliklarin duyarhiliklarinin diisiik oldugu
ortaya konulmustur (Isitdan ve Kutlu, 2014). Bu ¢aligma-
da ise TR-SW13/G izolat1 verilen 54 baliktan 13 tanesi-
nin 6ldiigii, mortalite oraninin ise % 24,07 oldugu tespit
edilmistir. Bolu\06 izolat1 verilen 60 baliktan 19 tanesinin
oldiigi ve mortalite oraninin % 31,6 oldugu belirlenmistir.
Calismada yontem olarak kullanilan plak testi, hiicre
kiiltirii vironlarinin ve antiviral maddelerin miktarinin
tespiti icin kullanilan en yaygin metottur. Test genellikle,
hiicrelerde enfekte olma ve replikasyon yetenegini koruy-
an viruslarin nicel olarak sayisini bilmek agisindan fay-
dalidir. Ayrica virusun saflagtirilmasini ve klonlanmasini
kolaylastirir (Burke ve Mulcahy, 1980; Dobos, 1976; Esco-
bar-Herrera, 2007). VHSV, dogrudan hiicreden hiicreye
yayilimi ile lokalize plaklar olusturur. Calismamizda,VHS
virus izolatlar1 igin kaplama materyali olarak kullanilan
agarozun belirgin plaklar olusturdugunu ve virusun
Bolu/06 izolatinda titrenin arttig1 ( Bolu/06 dar plak 106
/0,1 ml, Bolu/06 genis plak 105 /0,1 ml), TR-SW13/G
izolatinda ise titrenin azaldig1 (TR-SW13/G genis plak 107
/0,1 ml, TR-SW13/G dar plak 105,5/0,1 ml) tespit edilm-
istir.Dar plak ¢apina sahip her iki izolatinda, genis plak
¢apina sahip izolatlardan daha patojen oldugu ve mortalite
oranlar1 dogrultusunda gokkusag: alabaliklarda Bolu\06
izolatinin daha patojen oldugu sonucuna ulasilmigtir.
Calismada G genine spesifik primerler ve prob kullanildi.
Pozitif kontrol olarak ise virusun tiim G genini igeren pla-
zmid kullanildi. Calismada CT degerinin en yogun 28,35
olarak kaydedilmis ve her numunede VHSV RNA’1 bulun-
mustur.

Sonug olarak yapilan ¢alismada VHS virusunun kalkan
baligindan izole edilen TRSW13 izolatinin, alabaliklardan
izole edilen Bolu\06 izolatina gore gokkusagi alabaliklarin-
da daha diisiik mortalite gosterdigi ortaya konulmustur.
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Her iki izolatin dar plak olusturan saflastirilmis viruslarin,

genis plak olusturanlara gore daha patojen oldugu tespit

edilmistir.
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