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Koi (Cyprinus carpio) ve Japon Baliklarinda (Carassius auratus) Betanodavirus
Varhgimin Arastirilmasi
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6z MAKALE BiLGIiSi

Nodaviridae familyasinda yer alan betanodavirus’un neden oldugu Viral nervéz ARASTIRMA MAKALESI
nekrozis (VNN) ya da bir diger adiyla Viral ensefalopati-retinopati (VER) diinyanin Gelis - 06.07.2022 s
pek ¢ok yerinde hem deniz baliklarinda hem de tatli su baliklarinda goriiliir. Larval ve E

L

yavru boylarda, nadiren de yetiskin baliklarda hastaliga neden olmaktadir. Ozellikle Diizeltme  :26.07.2022 3
yetistiriciligi yapilan balik tiirlerinde 6nemli ekonomik kayiplara neden oldugu igin Kabul +21.09.2022 .
son yillarda enfeksiyonla ilgili arastirmalara odaklanilmistir. Bu ¢aliymada, Antalya H
bolgesinde yetistiricilik faaliyeti gosteren akvaryum isletmelerinde Koi ve Japon baligi Yayim :28.04.2023 E ﬁ.-.

tiirlerinde betanodavirus varlig: arastirilmistir. Ug farkli akvaryum isletmesinden her
bir tiirli temsilen en az 30’ar adet olmak tizere toplam 180 balik 6rneklendi ve Real
Time RT-PCR (RT-qPCR) metodu ile test edildi. Calisma sonunda higbir rnekte * SORUMLU YAZAR
betanodavirus RNA’sina rastlanmadi. Bu calisma ile Tiirkiye’de koi ve japon balig ufuk.oguz@tarimorman.gov.tr
tiirlerinde betanodavirus varligi molekiiler tekniklerle ilk defa aragtirilmustir. Tel :+90 242 251 05 85
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Investigation of Betanodavirus Presence in Koi (Cyprinus carpio) and Goldfish (Carassius auratus)

Abstract: Viral nervous necrosis (VNN), also known as Viral encephalopathy-retinopathy (VER), which is caused by betanodavirus in the
nodaviridae family, is seen in both marine and freshwater fish in many parts of the world. It causes disease in larvae and juveniles, rarely
in adult fish. Since it causes significant economic losses, in the recent years the research has been especially focused on the infections
related to it. In this study, the presence of betanodavirus was investigated in Koi and goldfish species in aquarium facilities operating in the
Antalya region. A total of 180 fish, at least 30 representing each species, were sampled from three different aquarium facilities and tested
by the Real Time RT-PCR (RT-gPCR) method. At the end of the study, betanodavirus RNA was not found in any of the samples. With this
study, the presence of betanodavirus in koi and goldfish species in Tiirkiye was investigated for the first time by the molecular techniques.
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Giris

Akvaryum balig1r yetistiriciliginde koi ve
japon baliklari, tiretimi en ¢ok yapilan balik tiirleri
arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Ayrica
iilkemizin sicak iklime sahip bolgelerinde giderek
artan sayida akvaryum balig1 yetistiricilik tesisleri
acilmaktadir. Ancak akvaryum balig1 yurtiginde
talebe karsin arzin ¢ok az bir kismi {ilkemizde
yetistiricilik yolu ile saglanirken halen farkh
iilkelerden  ithalat ile talep karsilanmaya
calisilmaktadir (Kiligerkan ve Cek 2011; Pala ve
Yilmaz 2020). Uretimin giderek artmasina paralel
olarak hastaliklar ile miicadele de Onem
kazanmaktadir. Bu dogrultuda baliklarda
enfeksiyonlara yol acan patojenlerin belirlenmesi

gelecege yonelik aragtirmalar i¢in temel olugturmasi
bakimindan 6nem arz etmektedir.

Betanodavirus, Nodaviridae familyasinda yer
alan =zarsiz, ikosahedral simetrili, 25-30 nm
boyutunda, tek sarmalli, pozitif polariteli, iki
segmentli RNA [RNAL (3.1 kb) ve RNA2 (1.4 kb)]
genomunu igeren bir virustur (Nishizawa vd. 1997).
RNAT1 genomik bdlgesi virusun replikasyonundan
sorumlu olup, RNA2 genomu ise konakg1 spesifitesi
ve tropizmden sorumlu genom segmentleridir (Nagai
ve Nishizawa 1999; Panzarin vd. 2014). RNA2
genomik bolgesindeki degisken T4 sekansina gore
gergeklestirilmis filogenetik analize gore etkenin dort
genotipi tamimlanmistir. Bunlar sirasiyla SINNV
(Stripped jack nervous necrozis virus), TPNNV
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(Tiger puffer nervous necrozis virus), BFNNV
(Barfin flounder nervous necrozis virus) ve RGNNV
(Red-spotted grouper nervous nhecrozis Virus)
genotipleridir (Nishizawa vd. 1997). Ayrica su
sicakligi ile hastalik semptomlarimin goriilmesi
arasinda da giiclii bir korelasyon vardir (Iwamoto vd.
2000).

Horizontal bulasta kontamine su, en Onemli
etmenlerdendir. Bunun yaninda canli balik yemleri
(rotifer, artemia) ve kurtguklar ile balik¢il kuslarin da
rezervuar olabilecegi disiiniilmektedir (Vazquez-
Salgado vd. 2020). Virusun yetigkin baliklarin
gonadlarinda da bulunabildigine dair calismalar
mevcut oldugundan vertikal bulagsmadan da s6z
edilebilir (Mushiake vd. 1994, Dalla Valle vd. 2000).

VNN, baliklarin Onemli viral
enfeksiyonlarindandir ve fireticilerin biiyiik caph
ekonomik kayiplar yasamalarina neden
olmaktadir. Diinya genelinde 120’den fazla balik
tirinde virusun izole edildigi bildirilmistir
(Chi vd. 2003; Furusawa vd. 2007; Maltese ve Bovo
2007; Bovo vd. 2011; Vendramin vd. 2013).
Virus; beyin, medulla spinalis, optik sinir ve
retinal dokulara affinite gostermektedir. Yapilan
histolojik muayenelerde etkenin beyin ve retina
dokularinda vakuollesmelere yol acgtigi bu nedenle
baliklarda anormal yiizme davraniglart ve gorme
kayb1 gibi sinirsel semptomlarin ortaya ¢iktigi
bildirilmektedir (Nishizawa vd. 1997). Ayrica
betanodaviruslarin akuatik ¢evreye olduk¢a direncli
oldugu, hem tath su baliklarinda hem deniz
baliklarinda  enfeksiyona  neden  olabilecegi
bildirilmektedir (Vendramin vd. 2013). Etkenin
tanisinda Real Time RT-qPCR yontemi ile viral
niikleik asit tespitinin spesifitesinin diger tam
yontemlerine  oranla daha  yiksek  oldugu
bildirilmistir (Anonim 2019).

Bu g¢aligmanin amaci, akvaryum baligi
yetistiriciligi fazlaca yapilan Koi (Cyprinus carpio)
ve Japon Baligi (Carassius auratus) tiirlerinde

betanodavirus varliginin RT-qPCR yontemi ile
molekiiler olarak aragtirilmasidir.

Materyal ve Metot

Orneklerin Temini

Arastirmada kullanilacak koi ve japon baligi
tiirlerinden Antalya ilinde yetistiricilik faaliyeti
gosteren 3 farkli akvaryum igletmesinden her bir
tiirden 30’ar adet olmak {izere toplamda 180 adet
balik numunesi alinmstir (Cizelge 1). Orneklerin
alindig isletmelere A, B ve C kodlari, Japon baligi
icin ‘J’, Koi baligi i¢in ‘K’ kodlar1 verilmistir.
Ornegin; A isletmesinden alman 10 numarali Japon
baligt numunesine verilen kod, AJ10 olarak
olugturulmustur. Ayrica balik refahi agisindan
calismaya baslamadan once yerel etik komitesinden
Etik Kurul onayi alinarak calismaya baslanildi.
Numune alirken 6zellikle anormal yiizme davranis
gosteren letarjik baliklar tercih edildi. Alinan balik
numunelerinden Japon baliklarinin ortalama boyu 7
cm, Koi baliklarinin ise ortalama boyu 8 cm olarak
oOlgiilerek kaydedildi. Numunelerin alindig1 havuz
sicakligr Koi baligi i¢in 23 °C, Japon balig1 i¢in ise
24°C olarak kaydedilmistir.

Orneklerin Hazirlanmasi

Uygun sartlarda alinan numunelere Otenazi
(fenoksietanol) uygulanarak bilgiler kaydedildi
(Sekil 1). Her 5 balik bir o6rnek olacak sekilde
baliklarin beyin ve gozleri alinarak steril petrilere
konuldu (Sekil 2). Steril makas ve pensten olusan set,
her 5 balik i¢in ayr1 ayr1 kullanildi. Her bir petri
kutusundaki numuneler steril kum ve daha dnceden
%2 fotal dana serumu — %1 antibiyotik antimikotik
soliisyon ilave edilen glutaminli L-15 vasat
kullanilarak  homojenize edildi. Elde edilen
homojenizatlara 3500 rpm’de +4 °C’de 15 dakika
santriflij islemi uygulandi. Elde edilen siipernatantlar
0.45 pm filtreden gegirilerek 2 ml hacimli dondurma
ampullerine taksim edilerek ekstraksiyon iglemi
yapilana kadar -80°C’de stokland.



Oguz vd 2023 - LimnoFish 9(1): 37-42

39

Sekil 1. Uc farkl1 yetistirme isletmesinden alman Koi (Cyprinus carpio) ve Japon balig1 (Carassius auratus)
numuneleri

Figure 1. Koi (Cyprinus carpio) and goldfish (Carassius auratus) samples from three different breeding farms

.
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Sekil 2. Koi (Cyprinus carpio)’ye ait beyin ve g6z organlari (sol) ile Japon baligina (Carassius auratus) ait beyin ve
g0z organlarinin steril petriye alinmasi (sag).

Figure 2. Removal of brain and eye organs of Koi (Cyprinus carpio) (left) and brain and eye organs of goldfish
(Carassius auratus) in sterile petri dishes (right).

Niikleik asit Ekstraksiyonu ve RT-gPCR

Niikleik asit ekstraksiyonunda, ticari
ekstraksiyon kiti (MagNA Pure LC Total Nucleic
Acid Isolation Kit, Roche, Germany) kullanilmis
olup, ekstraksiyon islemi otomatik ekstraksiyon
cihazi (Roche MagNA Pure LC System) kullanilarak
iireticinin talimatlar1 dogrultusunda yapildi.

Amplifikasyonda, ticari kit (Real Time Ready
Virus Master, Roche, Germany) kullanildi. OIE
(2019)’nin o6nerdigi ve Panzarin (2010) tarafindan
gelistirilen, virusun RNA2 segmentinin T4 degisken

bolgesine gore (69bp) dizayn edilen
RNA2 FOR: CAA-CTG-ACA-RCG-AHC-ACA-C,
RNA2 REV: CCC-ACC-AYT-TGG-CVA-C ve
RNA2 Probe: TYC-ARG-CRA-CTC-GTG-GTG-
CVG primer prob setleri kullanildi. Bu ¢alismada,
Panzarin ve ark. (2010) tarafindan gelistirilen,
Kaplan ve Karaoglu (2021)’in laboratuvar ortaminda
optimize ettigi metod kullanilmigtir.

RNA ekstraksiyonu ve RT-qPCR islemlerinde
pozitif kontrol virus olarak Istituto Zooprofilattico
Sperimentale delle Venezie, Dipartimento di
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Ittiopatologia, Italy’den saglanan Balik Hastaliklar1
Ulusal Referans Laboratuvari  Izmir/Bornova
Veteriner Kontrol Enstitiisii Viroloji

Bulgular
Incelemesi  yapilan her iki tiire  ait
(Japon baligt ve Koi baligi) toplam 180 balik

Boliimii stoklarinda bulunan referans betanodavirus  numunesinde  betanodavirus  RNA’s1  tespit
susu (475/198) kullanildi. edilmemistir (Cizelge 1).
Cizelge 1. Ornekleme yapilan yetistirme tesisleri, drneklere ait bilgiler ve sonuglar
Table 1. Sampling breeding facilities, information about the samples and the results
Sira iVilce isletmeye Tiir Ornekleme Ornek Ornek Sonu¢
Verilen Tarihi Kodu Sayisi
Kod
1 Antalya/Dosemealt A Koi 20.12.2021 AK-1/30 30 Negatif
2 Antalya/Dosemealt A Japon 20.12.2021 AJ-1/30 30 Negatif
3 Antalya/Serik B Koi 21.12.2021 BK-1/30 30 Negatif
4 Antalya/Serik B Japon 21.12.2021 BJ-1/30 30 Negatif
5 Antalya/Kepez C Koi 22.12.2021 CK-1/30 30 Negatif
6 Antalya/Kepez C Japon 22.12.2021 CJ-1/30 30 Negatif
Tartisma ve Sonu¢ baligi  olarak  yetistirilen = medaka  tiiril

Son yillarda gerek deniz kafes balik¢ilig1 gerekse
tatli su baligr yetistiriciligi yapilan isletmelerde
patojen viral etkenlerin neden oldugu hastaliklar daha
cok ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum karsisinda
koruyucu hekimlik uygulamalari diinden bugiine
daha fazla 6nem arz etmektedir.

Viral Nervoz Nekrozis hastaligi, larval
donemdeki ve juvenil diye adlandirilan yavru
baliklarda % 100’e varan mortalite oran ile 6zellikle
deniz baliklarinda Oliimlere neden olmaktadir.
Diinyada hizla yayilim gdsteren betanodavirus
salginlar1 son yillarda iilkemizde de yetistiricilik
tesisleri ile kulugkahanelerde de goriilmeye
baglamistir (Kalayci vd. 2016; Kaplan ve Karaoglu
2021; Kaplan vd. 2021; Kaplan vd. 2022).

Ulkemizde 2011 yilinda Mersin’de kiiltiirii
yapilan bir levrek igletmesinde betanodavirus’a ilk
kez rastlanilmistir (Ozkan Ozyer vd. 2014). Ege

bolgesinde faaliyet gosteren levrek
kulugkahanesinden ise 2014 yilinda VNN
hastaliginin ~ belirtilerini gosteren baliklar

orneklenmis ve bu baliklarda da betanodavirus
pozitifligi tespit edilmistir (Kalayc1t vd. 2016).
Akdeniz bolgesinde bulunan bir kulugkahanede
levreklerde betanodavirus’a rastlanilmig  olup
yapilan filogenetik analiz sonucu virusun RGNNV
genotipi oldugu tespit edilmistir (Kaplan ve Karaoglu
2021). Karadeniz bolgesinde ise levreklerde tespit
edilmis ve yine RGNNV genotipi oldugu
belirlenmistir (Kaplan vd. 2021). Ege bolgesinde
ciftlik sartlarinda yetistiricilik yapan bir isletmede ise
¢ipura tirii baliklarda betanodavirus tespit edilmis
Olup ilk kez reasortant bir susa (RGNNV/SINNV)
rastlanilmistir (Kaplan vd. 2022).

Hindistan’da 2006  yilinda yapilan  bir
aragtirmada asemptomatik Japon baliklarinda
(Carassius auratus) betanodavirus tespit edilmistir
(Jithendran vd. 2011). Asya iilkelerinde akvaryum

(Oryzias latipes) baliklarin da yapilan arastirmalarda
betanodavirus 'a karsi duyarli oldugu ve virusa maruz

birakilan baliklarda klinik semptomlarin
gozlemlendigi tespit edilmistir (Furusawa vd. 2006).
Son yillarda yapilan caligmalarda
betanodavirus’larin  tath  su  tiirlerinde  de

birgok arastirmaci tarafindan bildirilmis olmasi,
arastirmalarin ~ bu  yonde de yapilmast
gerektigi kanisii giiglendirmektedir (Keawcharoen
vd. 2015; Bandin ve Souto 2020). Tatli su tiirlerinden
Rus Karaca  Mersin  baligi (Acipenser
gueldenstaedtii), Yilan baligi (Anguilla Anguilla),
Japon balig1 (Carassius auratus), Lepistes (Poecilia
reticulata), Tilapya (Oreochromis niloticus) ve
Yaym balig (Parasilurus asotus) gibi tiirlerde
betanodavirus tespit edilmistir (Chi vd. 2003;
Athanassopoulou vd. 2004; Bigarré vd. 2009;
Jithendran vd. 2011; Bandin ve Souto 2020). Ayrica
suyun tuzluluk oraninin hastaligin ortaya ¢ikisi ya da
viral replikasyonda herhangi bir baglantisinin
olmadig1 da bildirilmektedir (Bovo vd. 2011). Bu
durum her ne kadar betanodaviruslarin deniz
baliklarinda daha gok goriilse de tatli su tiirlerinin de
enfeksiyona acik oldugunu ve yeni tiirlerde de
yayilim gosterebilecegini desteklemektedir. Su
sicakligi ve balik tiirlerinin ¢esitliligi konake1
durumunu  dogrudan etkilemekte ve farkli
genotiplerin ortaya ¢ikmasina ve hatta reasortant
suslarin  (RGNNV/SINNV, SINNV/RGNNV) da

salginlara neden olabilecegini  gostermektedir
(Toffan vd. 2017, Panzarin vd. 2012). Virusun
genomunun segmentli yapisi tirler arasinda

mutasyona sebebiyet verip, virusun yeni balik tiirleri
icin de tehdit olabilecegini diisiindiirmektedir (Hegde
vd. 2003). Betanodavirus salginlarinin  deniz
baliklarinin yani sira son yillarda tatli su tiirlerinde de
goriildiigi bildirilmektedir (Hegde vd. 2003; Gomez
vd. 2006). Bu sebeple hem deniz baliklarinda hem de
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tath su tiirlerinde daha c¢ok arastirmaya ihtiyag
duyulmaktadir.

Son otuz y1l iginde betanodaviruslar ile ilgili ¢cok
fazla arastirma makalesi yayimlanmistir. Ancak;
viriis konakg1 iligkileri, tiirler arasinda genotipik
degisimler, gevresel kosullar, hastaligin yayilimi ve
kiiresel 1sinmanin da virusun epidemiyolojisine etkisi
de dahil ¢ok fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir (Bandin
ve Souto 2020). Giderek daha genis cografyalarda
yayilim gosteren betanodavirus enfeksiyonlarinin
sadece deniz baliklarinda degil, tath su yetistiriciligi
yapilan kuluckahane ve tesislerde de tespit ediliyor
olmasi aragtirma c¢alismalarinin bu ydnlere de
evrilmesi gerektigini gostermektedir. Ornamantel
baliklar olarak adlandirilan tatli su akvaryum
tiirlerinin kisith, dar ve kiiclik kapasiteli alanlarda
farkl: tiirlerin yakin iliskide oldugu diisiiniildiigiinde
betanodavirus gibi birgok viral hastaligin bulagmasi
daha kolay olacaktir. Bu sayede virusa duyarli olan

tirlere yeni tiirlerin eklenmesi de kacinilmaz
olacaktir.
Sonu¢ olarak bu c¢aligma ile Tirkiye’de

akvaryum baliklarinda betanodavirus varligi ilk kez
arastirllmistir ve 3 farkli akvaryum balig1 yetistiren
isletmeden alinan koi ve japon baligi tiirlerinde
betanodavirus tespit edilmemistir. Akvaryum
baliklarinin ~ betanodavirus  epidemiyolojisindeki
rollerinin daha iyi anlasilmasi i¢in, ileride farkli
tiirleri de igeren daha genis ¢alismalarin yapilmasinin
yararli olacag diigliniilmektedir.
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