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Gokkusagi alabalhiklarinda (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792)
infeksiyoz pankreatik nekrozis ve infeksiyoz hematopoietik nekrozis
virus enfeksiyonlarinin varhginin arastirilmasi

Harun ALBAYRAK, Emre OZAN
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Ozet: Bu caligmada, Orta ve Dogu Karadeniz Bélgesinde (Samsun, Sinop, Ordu, Giresun, Trabzon, Rize, Amasya, Tokat,
Giimiishane) tatl sulardaki ticari gékkusag: alabalik ¢iftliklerinde IPN ve IHN viruslarinin varligi arastirildi. Bu amagla, 2006-2007
yillar1 Aralik-Mart aylarinda (su sicakliginm 12 °C’nin altina diistiigli donem) bolgedeki 32 giftlikten, 168’1 (200-500 g) porsiyon
baliklardan, 61’1 (305 adet yavru alabaliktan, 3-10 g’lik yavru) yavru baliklardan olmak {izere toplam 229 izolasyon materyali temin
edildi. Izolasyon materyallerinin BF-2 hiicresinde iki pasaji yapildi. Cytopathic effect (CPE) gosteren hiicre kiiltiir siipernatantlari
antijen enzyme linked immunosorbet assay (Ag-ELISA), izolasyon materyalleri ise reverse transcriptase polymerase chain reaction
(RT-PCR) ile test edildi. Sonug olarak, Ordu, Samsun, Tokat ve Trabzon illerinde bulunan 10 ¢iftlikte yavru ve porsiyon baliklardan
IPN virusu tespit edilirken, IHN virusu tespit edilemedi. Hiicre kiiltiirii izolasyonu ve RT-PCR testlerinin birbiriyle uyumlu oldugu
ortaya konuldu.

Anahtar sozciikler: CPE, infeksiyoz hematopoetik nekrozis, infeksiy6z pankreatik nekrozis, RT-PCR

Investigating the presence of infectious haematopoietic necrosis and infectious pancreatic necrosis
virus infections in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792)

Summary: In this study, presence of infectious pancreatic necrosis and infectious haematopoietic necrosis (IHN) viruses were
investigated in fresh water in commercial rainbow trout in middle and east Black Sea region (Samsun, Sinop, Ordu, Giresun,
Trabzon, Rize, Amasya, Tokat, Giimiishane). For this purpose, total of 229 isolation material from 168 portion rainbow trout of
various sizes (200 to 500 g) and 61 immature fish (from 305 immature fish, weighing 3-10 g) were obtained from 32 farms in the
region in December and March in 2006-2007 which period is water temperature under the 12 °C. All isolation materials were
passaged in BF-2 (Bluegill fry-2) cell cultures for two times. While cell culture supernatants showed cytopathic effect (CPE) were
tested by antigen-capture enzyme linked immunosorbent assay (Ag-ELISA), all isolation materials were tested by reverse
transcriptase polymerase cahin reaction (RT-PCR). As a result, while IPN virus was detected in immature fish and portion rainbow
trout in 10 farms in Ordu, Samsun, Tokat and Trabzon provinces, IHN virus was not detected. That cell culture isolation and RT-
PCR test are harmonious were revealed.

Key words: CPE, infectious haematopoietic necrosis, infectious pancreatic necrosis, RT-PCR.

onemli bir faktordiir. Enfeksiyonlar genellikle su
sicakligi 15 °Cnin altina diistiigiinde ortaya ¢ikmaktadr.
Enfeksiyonu geciren alabaliklar, memelilerdeki herpes

Giris
Tiirkiye’de son yillarda hizla gelismekte olan kiiltiir
balik¢ilig1, Karadeniz Bolgesi’'nde de pek ¢ok alabalik

iiretim ¢iftliginin kurulmasina neden olmustur. Ulkemizde
su {rlinleri yetistiriciligi yapan isletmelerin yaklagik
olarak % 70’ini alabalik ¢iftlikleri olusturmaktadir (1,2).
Infeksiydz pankreatik nekrozis (IPN) geng salmo-
nidlerin oldukga bulasici, pankreas nekrozu ile karakterize,
perakut ve akut seyirli, mortalitesi yliksek viral bir
enfeksiyonudur  (8,12,25). Infeksiyéz hematopoetik
nekrozis (IHN) ise, alabaliklarda hematopoetik dokularin
nekrozu ile karakterize akut ve subakut seyirli viral bir
enfeksiyondur. IPN ve IHN salmonid baliklarin yani sira
salmonid olmayan baliklar ve kabuklularda da goriilmek-
tedir (8,11). Enfeksiyonun ortaya ¢ikmasinda su sicakligt

virus enfeksiyonlarinda oldugu gibi viruslart dmiir boyu
tagirlar. Enfeksiyonlar, ana¢ baliklardan vertikal olarak
veya baliklarin suya biraktiklar: salgilar (idrar, sperma ve
yumurta sivilari) ile horizontal olarak bulagmaktadir.
Enfekte baliklar suya ¢ok fazla miktarda virus birakirlar
(3,4,11,25). Enfeksiyonlar, viruslarla kontamine yumurta/
yavru baliklarin tilkeler arasi nakilleri ve enfekte anadrom
baliklarin gé¢ii ile kitalar arasinda yayilmaktadir (19).

IPN, Birnaviridae familyasinda Aquabirnavirus
genusu i¢inde yer alir. Virus iki segmentli, ¢ift iplik¢ikli
RNA karakterinde genoma sahip, zarsiz, ortalama 60 nm
capinda ikozahedral kapsitlidir (6,25).



126 Harun Albayrak - Emre Ozan

IHNV Rhabdoviridae familyasinda Novirhabdovirus
genusu iginde yer alir. Mermi seklinde olan virion,
segmentsiz, negatif polariteli, tek iplik¢ikli RNA’ya
sahiptir (7,11).

IPN ve IHN’nin teshisinde virus izolasyounu,
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) ve
molekiiler teknikler gibi pek ¢ok metot kullanilmaktadir
(21,28)

Bugiin igin IPN ve IHN’nin varligi Amerika, Avrupa,
Avustralya ve Uzakdogu da bir ¢ok iilkede bildirilmistir
(9,11,17,25).

Bolgede ve Tiirkiye’de IPN ve IHN enfeksiyon-
larinin varlig1 vaka olarak bildirilmisse de il ve ¢iftlikler
bazinda enfeksiyonlarin yaygmligma dair bir veri yoktur
(5,15,18,27). Bu caligmada, gokkusagi alabaliklarda
o6nemli ekonomik kayiplara neden olan IPN ve IHN
enfeksiyonlarinin Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesinde
varliginin/yaygmliginin aragtirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Balik ornekleri: Orta ve Dogu Karadeniz Bolge-
sinde 9 ildeki (Samsun, Sinop, Ordu, Giresun, Trabzon,
Rize, Amasya, Tokat, Giimiishane) tatli su kaynaklarinda
yer alan yillik tretimi 20 ton ve lizerinde kapasitesi
bulunan 32 alabalik ¢iftliginden 2006-2007 yillar
Aralik-Mart aylarinda (su sicakliginin 12 °C’nin altina
distiigi déonem), porsiyon baliklardan 168 (200-500 g),
yavru baliklardan 61 (3-10 g’lik 305 yavru alabaliktan)
olmak iizere toplam 229 izolasyon materyali temin edildi
(Tablo 1).

Orneklenen porsiyon baliklardan karaciger, dalak,
bobrek, kalp ve beyin alinarak bir havuz olusturuldu ve
her bir porsiyon balik bir izolasyon materyali olarak
degerlendirildi. Yavru baliklarin kuyruklar kesilerek, 5
adet yavru baliktan bir adet izolasyon havuzu
olusturuldu. Ornekler antibiyotikli PBS iginde +4°C’de
doku pargalayicida homojenize edildikten sonra, 3000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar
almarak, 0,45pum c¢apli enjektdr filtreden gegirildi.

Sterilite kontrol igin &rnekler alindi. Ornekler hiicre
kiiltiirii inokulasyonu ve RT-PCR agamasinda kullanilmak
iizere -80°C’de sakland1

Tablo 1. Gokkusagi alabalik ¢iftliklerinden elde edilen balik
orneklerinin illere gore dagilimi

Table 1. Distribution of fish samples obtained rainbow trout
farms according to the provinces.

il Adi Ciftlik  Porsiyon  Yavrubalik Toplam
Sayist balik izolasyon  izolasyon
izolasyon materyal materyal
materyal say1st sayi1st
say1sl
Samsun 6 35 23 58
Sinop 1 5 - 5
Ordu 9 43 6 49
Giresun 4 15 10 25
Trabzon 5 26 12 38
Rize 3 25 3 28
Amasya 1 3 2 5
Tokat 2 11 5 16
Glimiigshane 1 5 - 5
G.Toplam 32 168 61 229

Hiicre ve virus: izolasyon materyallerinin ekiminde
kullanilan BF-2 hiicresi ve kontrol viruslar1 Ulusal
Referans laboratuar olan Bornova VKAEM’den temin
edildi. Hiicre ve virus tiretiminde %1 Penicilin (10 000
U/ml)-Streptomisin (10 mg/ml)-Amphotericin B (0.025
mg/ml) solisyonu ve 1 M Hepes igeren DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ile %10 Fotal
dana serumu (FDS) kullanildi.

Virus izolasyonu: Doku 6rneklerinin cesitli diliisyonlart
(1/10 ve 1/100) 100 ul hacimde BF-2 hiicreleri
kaplanmis 24 gozlii makropleytlere inokule edildi. 15
°C’de %5 CO, li ortamda her giin CPE yoniinden 7 giin
boyunca doku kiiltiirii mikroskobunda kontrol edildi.
Dondur-¢6z yapilarak toplanan hiicre kiiltiir siipernatantlar
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Tiim materyaller
BF-2 hiicresinde 2 pasaj1 yapildi. CPE tespit edilen pasaj
stvilari antijen ELISA ile test edildi.
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Sekil 1. Gokkusagi alabaliklarinin toplanildig: yerler

Figure 1. Areas where rainbow trout were collected for viral examination
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Tablo 2. RT-PCR’da kullanilan primerlerin 6zellikleri.

Table 2. Properties of the primers used for RT-PCR in detecting of IPN and IHN.

Primer —» (5 3”) Proteini kodlayan gen  Uriin biiyiikliigii (bp) Referanslar
WB1, CCGCAACTTACTTGAGATCCATTATGC VP2 206 26
WB2, CGTCTGGTTCAGATTCCACCTGTAGTG

IHN3, GTTCAACTTCAACGCCAACAGG N 371 26

IHN4, TGAAGTACCCCACCCCGAGCATCC

Antijen enzyme linked immunosorbent assay (Ag-
ELISA): CPE tespit edilen hiicre kiiltiir siipernatantlari
ticari olarak temin edilen Ag-ELISA kiti (Bio-X,
Belgika) ile test edildi. Testler tretici firmanin
prosediirine uygun olarak yapildi. Test pleytleri, ELISA
okuyucuda 450 nm filtre absorbans degerleri okunarak,
sonuglar hesaplandi.

RNA  ekstraksiyonu ve transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR): Tim organ
homojenizatlarina RT-PCR yapildi. Virus RNA’si
Chomcyznski ve Sacchi (16) tarafindan bildirilen asid-
guanidium-phenol-chloroform-isoamyl alcohol karisimi
kullanilarak ekstrakte edildi. Elde edilen pellet 20 pl
distile su ile sulandirildi. cDNA sentezine baslamadan
once, RNA ic¢indeki muhtemel sekonder yapilari ortadan
kaldirmak igin, 70 °C’de 5 dakika 6n 1sitma yapildi.
Komplementer DNA (cDNA) sentezi 25mM Tris-HCI,
25 mM KCl, 4 mM MgCl,, 10mM DTT, 50 ng random
heksamer primer, 200 U Moloney murine leukemia virus
reverse transkriptase (MMLV-RT) (MBI, Fermentas,
Lithuania) ve 10 U RNAse inhibitér karisimi i¢inde 25
°C’de 10 dakika, 37 °C’de 1 saat ve 70 °C’de 10
dakikadan olusan program siiresinde inkubasyona
birakildi.

Amplifikasyonlarda kullanilan primer dizileri ve
ozellikleri Tablo 2’de verildi. Amplifikasyon, 3 pl
c¢DNA, 75 mM Tris-HCI (pHS,8), 20 mM NH4(SO,),, 1,5
mM MgCl,, 10 pmol’ar primerler, 0,2 mM dNTP, ve 0,5
U Taq DNA polimeraz (MBI, Fermentas, Lithuania)
karigimu i¢inde her iki primer ¢ifti i¢in de , 94 °C’de 4
dakikay1 takiben, 94 °C’de 30 saniye, 60 °C’de 30 saniye,
72 °C’de 90 saniye siiren program 40 defa tekrarlan-
diktan sonra 72 °C’de 10 dakika siiren programda
thermal cyclerde (Thermo PX2, USA) inkubasyona
birakildi. 5 ul PCR friinii 0,5 TAE i¢indeki 0, 5 pg/ml
ethidium bromid iceren %1,5 agar icinde 80 V’da 40
dakika elektroforeze tabi tutuldu. DNA bandlarn
ultraviole 151k altinda degerlendirildi.

reverse

Bulgular
Virus izolasyonu: Ornek saglanan 229 izolasyon
materyalinin 10’unda (%4.36) CPE tespit edildi. izolas-
yonlar hem yavru hem de porsiyon baliklardan elde
edildi. izole edilen bu viruslar yapilan Ag-ELISA testleri
sonucunda IPN olarak tanimlandi.

206 bp

Sekil 2. IPNV’nin agaroz gel elektroforez goriintiisii M: 100 bp
merdiven (Fermentas, Litvanya), 1:Pozitif kontrol, 2: Pozitif
saha O0rnegi, 3: Negatif kontrol.

Figure 2. Agarose gel elctrophoresis of IPNV positive specimen
and controls. Line M: 100 bp DNA ladder (Fermentas,
Lithuania), Line 1: positive control, Line 2: positive field
sample, Line 3: negative control
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Sekil 3. IPNV izole edilen iller
Figure 3. Provinces isolated IPNV

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction
(RT-PCR): RT-PCR testi sonucunda, 229 adet materyalin
10°unda (%4.36) IPN viral niikleik asiti tespit edilirken,
orneklerin  higbirisinde IHN niikleik asidi tespit
edilemedi. IPN virusu 9 ilin 4’tinde (%44.44), 32 ciftligin
10°unda (%31.25) tespit edildi.

Tartiyma ve Sonuc¢
Tirkiye’de gokkusagi alabalik iiretimi, balik¢ilik
endiistrisinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Tiirkiye’de ic
sularda yapilan tretimin %55,7’sini gokkusagi alabalik
iiretimi olusturmaktadir. Karadeniz Bdlgesi tatli sularda
ve denizde dogal ve kiiltiir balik¢iligr tiretiminde Tiir-
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kiye’'nin en &nemli bolgesidir. Ozellikle tath sularda
gokkusagi alabalik liretimi olduk¢a yogun yapilmaktadir
(1,2).

IPN ve IHN enfeksiyonlart ticari alabalik isletmele-
rinde biiyiik ekonomik kayiplara sebep olmasinin yaninda,
uluslararas: ticarette de kisitlamalara yol agmaktadir. Bu
nedenle, IPN ve IHN enfeksiyonlart i¢in uluslararasi
diizenlemeler yapilmistir. Avrupa Birligi 91/67/EEC
komisyon karariyla Annex A’da yer alan balik hastaliklar
boliimiinde IPN liste III’te, IHN ise liste II’de yer
almaktadir.

IPN ve IHN’nin izolasyonunda 4 cm’den kiigiik
yavrularda bobrek dahil tiim i¢ organlar, 4 cm’den biiyiik
baliklarda bobrek, dalak, kalp, karaciger, beyin ve
anaclarda ovarial sivilar virus izolasyonunda kullanilmasi
onerilmektedir. Ozellikle tastyicilarin tespiti igin beyin
ve kalbin kullanilmas1 6nemlidir ( 3,4,11,25).

IPN ve IHN’nin izolasyonunda, bluegill fry (BF-2),
rainbow trout gonad (RTG-2), epithelioma papulosum
cyprini (EPC), fathead minnow (FHM), chinook salmon
embryo (CHSE-214), pike gonad (PG) hiicreleri
kullanilmaktadir. Her iki virusun izolasyonunda da BF-2
en duyarli hiicre hatlarinin  basinda gelmektedir
(3,4,22,29). Bu nedenle, ¢aligmada izolasyon igin BF-2
hiicreleri kullanildi. 229 adet izolasyon materyalinden
yapilan ekimlerde ve takiben yapilan 2 pasajda 10 adet
CPE tespit edildi. CPE’ler Ag-ELISA ile IPN olarak
tanimlandi. IPN ve IHN enfeksiyonlarinin varligi,
diinyada (9,11,17) ve iilkemizde (5,15,18,27) yapilan pek
cok caligmayla bildirilmistir. Bu ¢aligmada tatli sularda
(akarsu ve baraj gollerinde) 6rnek saglanan 32 gokkusagi
alabalik c¢iftliginde ITHN virusu tespit edilememesine
kargin, 10 ¢iftlikte IPN virusu tespit edilmistir. Bolgede
IPN enfeksiyonunun yaygin (%44.44) olarak tespit
edilmesine karsin, IHN’nin tespit edilememesinin en
o6nemli nedeni; ¢iftliklerin bulundugu akarsu ve géllerin
IHN virusu ile kontamine olmamasma ve damuzlik
baliklarin bu virusu tagimamalarina baglanabilir. Her iki
enfeksiyonun yayilmasinda da vertikal ve horizontal
bulasma onemli yer tutmaktadir (11,25). Bolgede
ciftlikler arasinda siklikla yumurta, yavru balik ve
porsiyon balik aligverisi yapilmaktadir. Bu caligmada
sadece yavru ve porsiyon baliklar kullanilmakla birlikte,
literatlir bilgileri 1s1¢mnda (11,25) IPN enfeksiyonunun
bolgede yiiksek oranda tespit edilmesinde en 6nemli
faktor olarak kontrolsiiz yapilan yumurta, yavru ve
porsiyon balik nakilleri diisiiniilmektedir. Bu ¢aligmada,
yillik iiretim kapasitesi en az 20 ton ve {iizeri olan
isletmeler 6rneklenmistir. Orneklemeler hem akarsu hem
de baraj gollerinde bulunan isletmelerden yapilmistir.
Ormeklenen isletmeler icinde kulugkahanesi olan
isletmeler oldugu gibi, sadece yavru baliktan porsiyon
balik tireten isletmelerde mevcuttur. IPN enfeksiyonlar

Samsun ve Tokat illerinde baraj gollerinde (Derbent
baraj1 ve Almus baraj1) tespit edilirken, Ordu ve Trabzon
illerinde ise akarsularda kurulu bulunan isletmelerden
tespit edilmistir. IPNV hem kulugkahaneye sahip olan
hem de sadece yavru baliktan porsiyon balik yetistiren
isletmelerde tespit edilmistir. Ayrica, Ordu ili Persembe
ilgesindeki deniz kafeslerinde, Trabzon ili Magka
ilgesindeki akarsuda bulunan kafeslerden nakil edilen
porsiyon baliklardan IPN tespit edilmistir. Yine Magka
ilcesindeki ayni isletmeden IPNV izole edilmistir. IPN
enfeksiyonunun Ordu ilinde (%55.55) yiiksek oranda
tespit edilmesindeki onemli faktor olarak ise, gokkusagi
alabaliklarin erken gelisimini saglamak ve ekonomik
karlihigr arttirmak amaciyla, ilin Persembe ilgesinde
denizde bulunan balik kafeslerine basta Samsun ve Ordu
olmak tizere bir ¢ok ilden canli porsiyon gokkusagi
alabalig1 naklinin yapilmasinin rol oynadigi sanilmaktadir.

IPN ve IHN’nin hiicrede izolasyonu takiben iden-
tifikasyonunda ve direkt dokudan teshisinde bir ¢ok test
metodu kullanilmistir (10,13,14,20,21). Miller ve ark.
(23) IHN’nin tanisinda, hiicrede izolasyonu takiben
yapilan identifikasyon metotlarinin (immunofluorescent
antibody test-IFAT, reverse transcriptase polymerase
chain reaction-RT-PCR, nested PCR) direkt doku
orneklerinden yapilan RT-PCR’den daha az duyarl
oldugunu bildirmistir. Blake ve ark. (10) IPN’in
tanisinda, virus izolasyonu ve RT-PCR’nin %100
uyumlu oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismada, hiicrede
virus izolasyonunu takiben yapilan Ag-ELISA ile direk
dokudan yapilan RT-PCR sonuglar1 karsilastirildiginda,
IPN virusu i¢in hiicre izolasyonu ile RT-PCR’m %100
uyumlu oldugu tespit edilmesine karsin, IHN virusu her
iki metotla da tespit edilemediginden bir karsilastirma
yapilamadi.

Sonu¢ olarak, altin standart olarak kabul edilen
virus izolasyon yontemine gore daha ucuz ve daha hizli
bir test metodu olan RT-PCR, IPN’nin direk dokudan
tanisinda alternatif bir metot olarak kullanilabilecegi
ortaya konuldu. Bolgede daha 6nceden varligi bilinen
(5,24) ve bu caligma ile yiiksek oranda yayginlig: tespit
edilen IPN’nin daha fazla su kaynagma ve alabalik
ciftliklerine bulagsmasin1 engellemek i¢in, tatli sulardan
denize ve denizden tatli sulara yapilan gokkusagi alabalik
nakillerinde dikkatli olunmasi, ozellikle IPN ve IHN
yoniinden kontamine olmamis tatli sularin latent enfekte
balik ve transferde kullanilan malzemeler ile kontamine
edilmemesine dikkat edilmesi enfeksiyonun sinirlanmasi
bakimindan 6nemlidir.
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