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Ozet

Bu calismada, Turkiye'nin farkh bolgelerindeki gokkusagd alabalik ciftliklerinde infeksiy6z pankreatik nekroz virusunun (IPNV) varhg
arastirlmistir. Bu amacla, Aralik 2010 ile Mart 2011 tarihleri arasinda, 30 alabalik ciftligindeki anaglardan 47 seminal sivi, 62 ovarial sivi
alinmis ve 134 yavru alabaliktan olusan toplam 243 izolasyon materyali temin edilmistir. Virus izolasyonu icin izolasyon materyallerinin
BF-2 (Bluegill fry-2) hiicresinde iki pasaji yapilmistir. Sitopatik effekt (SPE) gosteren hiicre kiltlr siipernatantlari, IPNV identifikasyonu
icin antijen enzyme linked immunosorbent assay (Ag-ELISA) metodu ile analize tabi tutulmustur. Bitiin izolasyon materyallerine,
hiicre kiiltlrl izolasyonu testiyle karsilastirmak amaciyla Ters transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) testi de uygulanmistir.
Toplam 243 izolasyon materyalinin 26’sindan (%10.7) IPNV izole edilmistir. izolasyon materyali alinan 11 ilin 7’sinde (%63.6) ve toplam
30 citligin 17’sinde (%56.6) IPNV varlidi tespit edildi. Ayrica, virus izolasyon yontemine gdre daha ucuz ve daha hizli bir metot olan RT-
PZR testinin, IPNV'nun direkt dokudan tanisinda alternatif bir metot olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar sézciikler: infeksiyz pankreatik nekroz viriisii (IPNV), Gékkusagi alabaligi, Virus izolasyonu, RT-PZR, ELISA

A Study on the Presence of Infectious Pancreatic Necrosis
Virus Infections in Farmed Rainbow Trout
(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) in Turkey

Summary

In this study, the presence of infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) was investigated in farmed rainbow trout in different
regions of Turkey. For this purpose, total of 243 isolation materials (47 seminal fluids, 62 ovarian fluids and 134 fingerling) were
collected from 30 farms in the period of December and March 2010-2011. Isolation materials were passaged twice in BF-2 (Bluegill
fry-2) cell cultures for virus isolation. The cell culture supernatants showed cytopathic effect (CPE) were tested by antigen-capture
enzyme linked immunosorbent assay (Ag-ELISA) for IPNV identification. All isolation materials were tested also by reverse transcriptase
polymerase cahin reaction (RT-PCR) in order to compare with the test of the viris isolation. IPNV was detected from 26 (10.7%) of total
243 isolation materials obtained from 17 (56.6%) of 30 farms in 7 (63.6%) of 11 provinces. In addition, that RT-PCR test can be used as
an alternative method in the IPNV-diagnosis by directly tissue-testing due to less expensive and faster than the virus isolation method
was determined.
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ve i¢c Anadolu bélgelerinde yapilmaktadir .

infeksiydz pankreatik nekrozis virusu (IPNV), Birnaviridae
familyasinda Aquabirnavirus genusunda yer almakta olup,
ortalama 60 nm capinda, ikosahedral simetrili, zarfsiz, iki
segmentli ve cift iplikcikli RNA'ya sahiptir 2. Virus, degisik
balik tirlerinde pankreas nekrozu ile karakterize olan bulasici
ve sistemik bir hastalik olusturmaktadir. Hastalik, 6zellikle
yavru ve geng salmonid baliklarda yiiksek mortalite ile sey-
retmektedir 2. infeksiy('jz pankreatik nekrozis viriis (IPNV)
enfeksiyonu, klinik veya subklinik enfeksiyon seklinde gordil-
mektedir. Her iki durumunda enfeksiyonu atlatip sag kalan
baliklar, hayat boyu enfeksiyonu tastyici olarak kalmaktadir 3.
Enfeksiyonun ortaya ¢ikmasinda suyun sicakligi, oldukca
onemli bir etkendir. Enfeksiyon, genellikle suyun sicakhgi-
nin 12°C'nin altina diistiigli zamanlarda ortaya ¢cikmaktadir “.
IPNV'nin teshisinde virus izolasyonu, enzyme linked immu-
nosorbent assay (ELISA) ve molekiiler teknikler gibi pek cok
metot kullanilmaktadir >5.

Uretimi yapilan baliklarda IPNV 'nin varhgi, diinyanin
bircok tlkesinde '® oldugu gibi Turkiye'de de bildirilmis-
tir #1714, Degirmenci ve ark."?tarafindan, 2003-2008 yillari
arasinda Ege, Marmara, ic ve Giineydogu Anadolu bélge-
lerinden, enfeksiyonun salgin halde gorialdiguisletmeler-
den alinan hasta yavru gokkusagi alabalik rneklerinin viro-
lojik muayenesi sonucunda toplam 21 IPNV susu izole edil-
mistir. Toplu ve ark.', bir alabalik isletmesinde istahsizlik ve
ylizme bozuklugu gosteren baliklarin nekropsisinde her-
hangi bir belirtiye rastlamamalarina ragmen, RT-PZR ile IPNV
varligini tespit etmislerdir. Tatl sulardaki gokkusad alabalik-
larinda IPNV izolasyonu ile ilgili yapilan bir calismada ™
ise, Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesi'ndeki alabalig ciftlikle-
rinden temin edilen yavru ve porsiyon (3-500 g) baliklariana-
lize tabi tutulmus ve IPNV izole edilmistir.

IPNV enfeksiyonu, ortaya ciktigi alabalik isletmelerinde
bliylik ekonomik kayiplara yol agtigi gibi, ayni zamanda
uluslararasi ticarette de bazi kisitlamalarin uygulanmasina

neden olmaktadir. Bu konuda OIE ve Avrupa Birligi direktifleri
ile Gida Tarim ve Hayyvancilik Bakanligi tarafindan hazirlanan
Hayvan Hastaliklari ile Miicadele ve Hayvan Hareketleri Kont-
rolii genelgesinde ihbari mecburi balik hastaliklari ve IPNV
enfeksiyonlarina duyarli tiirler arasinda Oncorhynchus mykiss’
in oldugu belirtilmis ve hastaliklarla miicadele ve kontrol
altina alinmasinda belirleyici kurallar konulmustur '>.

Yapilan literatlir taramasinda, bugtine kadar Turkiye'de
gokkusagi alabalik ciftliklerinde IPNV enfeksiyonunun
varligi ve yayginligini vaka bazinda veya bolgesel olarak aras-
tiran calismalar ' yapilmis, izolasyon materyali olarak da
sadece baliklar kullaniimistir. Ancak, farkli bolgeleri ele alarak
Turkiye'deki genel durumu ortaya koyan, ayni zamanda yavru
alabaliklarin yaninda, anag baliklara ait seminal ve ovarial sivi-
larin izolasyon materyali olarak kullanildigi herhangi bir calis-
maya rastlanilmamistir. Bu ¢alismada, bir taraftan Tirkiye'-
nin farkl bolgelerinde bulunan gokkusadi alabalik ciftlikle-
rindeki IPNV enfeksiyonunun varliginin ve yayginliginin aras-
tinlmasi, diger taraftan da izolasyon materyali olarak yavru
alabaliklarin yani sira, anag alabaliklara ait seminal ve ovarial
sivilarinin kullanilmasi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Yavru Alabalik, Alabalik Seminal ve Ovarial Sivilar

Galismada kullanilan yavru alabalik, anag alabaligi semi-
nalve ovarial sivilari, Dogu, Giineydogu, Akdenizve ic Anadolu
bolgelerinde bulunan toplam 11 ilde (Elazig, Malatya, Sivas,
Mus, Bitlis, Erzincan, Tunceli, Sanliurfa, Kahramanmaras,
Erzurum, Mardin) tath su kaynaklari Gzerinde kurulmus
toplam 30 gokkusagi alabalik ciftliginden temin edilmistir.
Bu ciftliklerden, izolasyon materyali elde etmek amaciyla,
su sicakh@inin 12°C'nin altina distigi Aralik 2010 - Mart
2011 déneminde 670 yavru alabalik (1-5 g), 235 seminal sivi
ve 310 ovarial sividan olusan toplam 1215 numune alinmig-
tir (Tablo 1).

Tablo 1. Gokkusadi alabalik ciftliklerinden alinan izolasyon materyallerinin illere gére dagilimi

Table 1. Distribution of the isolation materials obtained from the rainbow trout farms according to the provinces

iller isletme izolasyon Materyallerinin Sayilari Toplam
Sayisi Yavru Alabalik Seminal Sivi Ovarial Sivi Izolasyon Materyali
Elazig 4 24 6 8 38
Malatya 4 37 6 9 52
Sivas 6 44 10 11 65
Mus 1 2 4 6
Bitlis 2 3 6
Erzincan 2 4 4 6 14
Tunceli 1 2 2 4
Sanhurfa 2 4 3 =
Kahramanmaras 3 7 5 7 19
Erzurum 4 9 6 7 22
Mardin 1 3 - - 3
Toplam 30 134 47 62 243
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izolasyon Materyalleri

Yavru baliklarin kuyruklari kesildikten sonra tim bahk
izolasyon materyali olarak kullanilmistir. Bu yavru balik-
lardan 5'er adedi ile birer izolasyon havuzu olusturulmus-
tur. Ayni sekilde alabalik isletmelerine ait anag¢ baliklarin-
dan alinan seminal ve ovarial sivilarin 5'er adedi ile de
izolasyon havuzlari olusturulmus, bdylece 134 yavru ala-
balik izolasyon materyali, 47 seminal sivi izolasyon mater-
yali ve 62 ovarial sivi izolasyon materyalinden olusan top-
lam 243 izolasyon materyali elde edilmistir (Tablo 1). Bu
doku materyalleri antibiyotikli PBS icinde 4°C'de parca-
layici yardimiyla homojenize (MagNa Lyser (Roche,
Mannheim, Germany) edildikten sonra 3.000 rpom'de 15 dk.
santriftjedilmistir. Elde edilen siipernatantlar, 0.45 um capli
enjektor filtreden gecirilmistir. Ayrica, siipernatantlardan
sterilite kontrolii icin de &rnekler alinmistir. Ornekler, daha
sonra hiicre kiltiri inokulasyonu ve RT-PZR asamalarinda
kullanilmak (izere -80°C'de muhafaza edilmistir.

Hiicre ve Virus

Materyallerin izolasyonunda kullanilan BF-2 (Bluegill
fry-2) doku kaltiirt hiicreleri ve kontrol viruslari ulusal refe-
rans laboratuar olan Bornova Veteriner Kontrol Ensti-
tisi’'nden temin edilmistir. Hiicre ve virus Uretiminde
%1 Penisilin (10.000 U/ml) - Streptomisin (10 mg/ml) -
Amfoterisin B (0.025 mg/ml) sollisyonu ve 1 M Hepes iceren
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ile %10 fotal
dana serumu kullaniimistir.

Virus izolasyonu

BF-2 hiicreleriyle kaplanmis 24 kuyucuklu makropleyt-
lere izolasyon materyallerinin 1/10 ve 1/100'lik dilGsyonlari
100 pl hacimde inokile ederek %5 CO,'li etlivde 15°C'de 7
glin boyunca sitopatik efekt (SPE) *'®yéniinden her giin
kontrol edilmistir. IPNV-pozitif olan materyaller hiicre kilti-
rinde 24 saat icerisinde ¢ekirdek piknozislerine ve gozle
gorilebilen kiiciik plaklarin olusmasiyla karakterize sitopa-
tik efektlere rastlanmistir. Total hiicre yikimi 2-3 glin sonra
gerceklesmistir. Hiicre kiltirinde SPE meydana gelen
kuyucuklardan elde edilen stipernatantlara dondur-¢6z yapi-
lip 3.000 rpm'de 10 dk sireyle santriflj edildikten sonra
virusun idendifikasyonu yapilmak lizere -80°C'de stoklan-
mistir. SPE olusturmayan materyallerin bulundugu makro-
pleytler ise 7 glin boyunca doku kultiirii mikroskobunda
(Nikon ECLIPSE TS 100) kontrol edilmis ve BF-2 hiicresinde
en az iki pasaji yapilmistir.

Ag-ELiSA

Hucre kiltlri ekimlerinde SPE olusturan izolatlarin, im-

munolojik identifikasyonu antijen enzyme linked immuno-
sorbent assay (Ag-ELiSA) (BIO K 282 IPNV ELISA test kit, Bio
X Diagnostics S.P.R.L. Belgium) testi ile retici firmanin 6ner-
digi prosediire gore yapilmistir. Test pleytleri, ELISA okuyu-
cuda 450 nm filtre absorbans degerlerinde okunarak, sonuc-
lar hesaplanmistir >7.

RNA Ekstraksiyonu ve Ters Transkriptaz-Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Anag baliklara ait ovarial-seminal sivilar ve yavru baliklarin
organ homojenatlarindan elde edilen izolasyon materyalleri
RT- PZR testine tabi tutulmustur >4, Viriis RNA'si ekstraksiyonu,
tek adim regine-tabanli ekstraksiyon kitleri (RNAeasy Mini
Kit, Qiagen) ile yapilmistir (Tablo 2) 7. Test kiti icine RNA eks-
trakti katilmadan 6nce 2 pl ekstrakte edilmis RNA 1 ul deiyo-
nize formamide ile karistirilarak 100°C'de 40 sn birakilarak
denattirasyonu saglandi. RT-PZR islemi, Qiagen one-step
RT-PCR kit ile Uretici firmanin prosediiriine gore '® gercek-
lestirilmistir. Kisaca, toplam hacim 50 ul olacak sekilde 10.0
pl buffer, 2.0 pl ANTP mix, 2.0 pyl enzyme mix, 10.0 pl 5x
Q-Solution ve primerleden ' (Tablo 2) olusan ana karisima
kalip RNA ilave edilerek elde edilen karisim, 55°C'de 30 dk.,
94°C'de 2 dk, daha sonra 45 siklus 94°C'de 45 sn, 45°C'de 45
dk, 68°C'de 2 dk ve sonunda 68°C'de 7 dk bir siklus olacak
sekilde programlanarak thermal cycler’a konulmustur.
Amplifiye olmus DNA (206 bp) agaroz jelde tespit edilmistir.

BULGULAR

Virus izolasyonu

Turkiye’'nin Dogu, Giineydogu, Akdeniz ve ic Anadolu
bolgelerinde bulunan 11 ildeki toplam 30 gokkusadi alaba-
Ik ciftliginden elde edilen ve bu ¢alismada kullanilan 47 semi-
nal sivi izolasyon materyalinin sadece birinde (%2.12), 62
ovarial sivisi izolasyon materyalinin 6'sinda (%9.67) ve 134
yavru alabalik izolasyon materyalinin 19'unda (%14.17) virus
bulundugu saptanmistir. Daha sonra uygulanan Ag-ELISA
testleri sonucunda, bu viruslar IPNV olarak tanimlanmustir
(Tablo 3). Toplam 243 izolasyon materyalinin 26'sinda (%10.69)
IPNV izolasyonu saglanmistir. Bu sonuglara gore virus izo-
lasyoin materyallerinin temin edildigi 11 ilden 7’sinde (Elazig,
Malatya, Sivas, Erzincan, Sanliurfa, Kahramanmaras ve Erzurum)
(%63.6) bulunan toplam 17 alabalik ciftliginde (% 56.6) iPNV
izole edilmistir.

Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PZR)

Alabalik ciftliklerinden alinan izolasyon materyallerine,
hiicre kiiltiiri izolasyonu testiyle karsilastirmak amaciyla Ters

Tablo 2. IPNV izolasyonunda uygulanan RT-PCR'da kullanilan primerlerin 6zellikleri

Table 2. Characteristics of the primers used in RT-PCR applied to the IPNV isolation

Primer (5’ 3’) Proteini Kodlayan Gen Uriin Biiyiikliigii Referans
WB1, CGCAACTTACTTGAGATCCATTATGC

VP2 206 (bp) 19
WB2, GTCTGGTTCAGATTCCACCTGTAGTG
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Tablo 3. izolasyon materyallerinin ve IPNV-pozitif izolasyon materyallerinin
sayilari

Table 3. The counts of isolation materials and IPN-positive isolation materials

Numune (n) izolasyort IPN-Pozitif iz?lasyon
Materyali Materyali (%)

Seminal sivi (235) 47 1(%2,12)

Ovarial sivi (310) 62 6 (%9,67)

Yavru balik (670) 134 19 (%14,17)

Toplam (1215) 243 26 (%10,69)

Sekil 1. IPNV'nin kontroller ve numunelerin pozitif-negatif agaroz gel
elektroforez goriintlisu. 1: Negatif kontrol, 2: Pozitif kontrol 3, 6, 7, 8 ve
11: Pozitif saha 6rnedi, 4, 5, 9 ve 10: Negatif saha 6rnegi

Fig 1. Agarose gel elctrophoresis of IPNV positive-negative specimens
and controls. 1: Negative control, 2: Positive control, 3, 6, 7, 8 and 11:
Positive field of samples, 4, 5, 9 and 10: Negative field of samples

transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) testi uygu-
lanmistir. RT-PZR testi sonucunda, toplam 243 izolasyon
materyalinin 26'sinda (%10.7) IPN viral niikleik asidin varligi
gOsterilmistir (Sekil 7). Hiicrede virus izolasyonunu takiben
uygulanan Ag-ELISA testinin sonuclari ile direkt dokudan
yapilan RT-PZR sonuglari karsilastirildiginda %100 uyumlu
oldugu tespit edilmistir.

TARTISMA ve SONUC

Turkiye'nin cesitli bolgelerinde 6zellikle tath sularda gok-
kusagi alabalik tretimi oldukca yogun yapilmaktadir. Yapilan
arastirmalarda, 2010 yili verilerine gore avlanan deniz baligi
miktari toplam 120 bin ton iken, deniz ve i¢ sularda Gretimi
yapilan balik miktari 170 bin ton diizeyinde gerceklesmistir.
Uretimi yapilan baliklarin yaklasik yarisina yakin bir kismini,
i¢ sularda yetistiriciligi yapilan alabaliklar olusturmaktadir '.

IPNV tasiyicisi olan baliklarin tespiti icin, Greme (sagim)
doneminde seminal ve ovarial sivilari ile yavru baliklarda
kuyruk ve solungaclar kesildikten sonra baligin tamaminin
izolasyon materyali olarak kullanilabilecegi bildirilmektedir >2°.
IPNV izolasyonu islemlerinde de genellikle BF-2 (bluegill fry,
Lepomis macrochirus), RTG (rainbow trout, Oncorhynchus
mykiss gonad), CHSE-214 (chinook salmon, - Oncorhynchus
tschawytscha embryo), FHM (fathead minnow, - Pimephales

promelas epitheloid cell) ve EPC (epithelioma papillosum
of carp, - Cyprinus carpio) hiicre hatlari kullaniimaktadir. Bu
hiicreler arasinda IPNV'a en duyarli hiicre hatlarinin BF-2 hiic-
releri oldugu bildirilmektedir >>'6. Bundan dolayi bu ¢alisma-
da, IPNV izolasyonunda BF-2 huicreleri kullaniimistir.

Gokkusagi alabaliklarinda IPNV enfeksiyonlari ile ilgili
olarakTurkiye'de yapilan ¢alismalar “'"'* vaka bildirimi veya
lokal * olup, hem enfeksiyonun Turkiye'deki yayginhgi hak-
kinda bir veri icermemekte, hem de IPNV izolasyon materyali
olarak sadece baliklar kullanilmistir. Bu calismada ise, klinik
olarak hastaligin ortaya ¢cikmasina bakilmaksizin, belli bir
donemde Turkiye'nin farkl bolgelerinden alinan alabalik izo-
lasyon materyalleri (yavru alabalik, ovarial ve seminal sivilar)
IPNV bakimindan analize tabi tutulmus ve IPNV izole edil-
mistir. Gokkusadi alabaliklarinda IPNV enfeksiyonlarinin var-
ligini ve yayginhgini Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesi'nde
arastiran calismada ' ise, toplam 32 alabalik ciftliginin
10'undaki (%31.25) yavru ve porsiyon baliklardan elde edi-
len toplam 229 izolasyon materyallerinin 10’'unda (%4.36)
IPNV izole edildigi bildirilmektedir. Calismamizda, alabahk
ciftliklerinden alinan toplam 243 izolasyon materyalinin
26'sinda (%10.69) IPNV saptanirken (Tablo 3), izolasyon mater-
yali alinan alabalik ciftliklerinin bulundugu illerin %63.6'
sinda ve citliklerin de %56.6’sinda IPNV bulundugu tespit
edilmistir. Her iki arastirmanin sonuclari karsilastirildiginda,
calismamizda elde edilen IPNV pozitif izolasyon materyal-
lerinin ve ciftlik sayilarinin daha yliksek oldugu gorilmek-
tedir. Bu durum, ciftliklerden saglanan 6rnek sayilarinin
fazlaligindan veya enfeksiyonun yogunlugundan kaynak-
lanmis olabilecedi distintlmektedir. Bu calismada kullani-
lan izolasyon materyallerinden elde edilen %10.69 oranin-
daki IPNV izolasyonu, gokkusadi alabaliklarinda IPNV enfeksi-
yonunun Turkiye'de yayginliginin yogun oldugunu goster-
mektedir. Meksika'da ise, bir eyalette bulunan 10 yerlesim
biriminin 8'inde (%80), ayrica numune alinan 29 gokkusagi
alabalik ciftliginin de 25'inde (%86.2) IPNV izole edilmistir 7.
Arastiricilar, bu oranin yiiksek olmasini, farkli blyuaklukteki
baliklarin ciftlikler arasi yogun transfer islemlerine, bazi
ciftliklerin su kaynaklarinin ayni olmasina, baz ciftliklerde
ise Uretimde kullanilan suyun tekrar tiretimde kullanilmasi-
na baglamaktadirlar. Calismamizda, IPNV enfeksiyonunun
ylksek oranda bulunmasindaki en 6nemli faktoriin, kont-
rolstiz yapilan yumurta, yavru ve porsiyon balik nakillerinin
oldugu dustinilmektedir.

Smail ve ark!lari % tarafindan IPNV izolasyonu amaciyla
2003-2005 yillari arasinda yapilan bir calismada, izolasyon
materyali olarak 8 farkl Atlantik somon baligi populasyo-
nundan temin edilen ovarial ve seminal sivilar kullaniimis-
tir. Arastirma sonucunda ovarial sivilardaki izolasyon oran-
larinin (2003 yiliigin %9.13, 2004 yiliicin %4.30, 2005 yiliigin
9%0.009), seminal sivilardaki izolasyon oranlarindan (2003 yih
icin %1.18, 2004 yili i¢cin %0.76, 2005 yili i¢in %0.002) yiiksek
oldugu bulunmustur. Bu calismamizda kullanilan ovarial
izolasyon materyallerinden de, seminal izolasyon mater-
yallerine gore daha fazla sayida IPNV izole edilmistir (sira-
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styla %9.67 - %2.22, Tablo 3). Elde edilen bu sonug, Smail
ve ark!larinin % elde ettikleri sonugla uyumluluk géstermek-
tedir. Ovarial sivilarda IPNV izolasyon oraninin seminal sivi-
lardan daha yuiksek olmasi, ovarial sivilarin IPNV'nu daha fazla
absorbe etmesinden kaynaklanmis olabilecegini dustin-
dirmektedir 2°. IPNV balik yumurtasi kabuguna affinitesi-
nin (ilgisinin) oldugu, yumurtanin igine girdigi ve gozlen-
mis yumurtadan dezenfeksiyonla virlisiin giderilemedigi
bildirilmistir 222 IPNV'nin seminal ve ovarial sivilarin iceri-
ginde bulunmasi ve bu sekilde tasinmasi, genellikle intra
ovarial veya vertikal tasinma seklinde degerlendirilmektedir .
Balik Gretimi entegre yetistiricilik seklinde yapildigindan,
Uretim asamasinda biyolojik trlinlerin bir yerden baska bir
yere nakledilmesiyle enfeksiyoz ajanlarin yayilmasi da kolay-
lastirmaktadir. Dolayisiyla seminal ve ovarial sivilarda ve
yavru baliklarda virlisiin varligi, hastaligin yayginhgini artir-
maktadir 232025,

IPNVenfeksiyonununteshisindestandartteshismetodu,
IPN virusunun duyarh hiicre kiiltiiriinde izolasyonudur >2.
Hicrede izolasyonunu takiben, IPNV identifikasyonunda
en yaygin olarak kullanilan serolojik metotlar nétralizasyon
testi, floresans antikor teknigi (FAT), immunoperoksidaz ve
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) oldugu rapor
edilmistir>7"2, Ayrica, daha az siklikla kullanilanlarimmuno-
peroksidaz, komplement fikzasyon teknigi, immunoblot ve
Polimeraz zincir reaksiyonu gibi teknikler cesitli arastirma-
lar tarafindan kullaniimistir 223, IPNV'nun dokudan direkt
olarak tespit etmek amaciyla RT-PZR test metodu da kulla-
nilmis ve bu metot bircok arastiricilar tarafindan daha hassas
bulunmustur 5747, Bu arastirmada hicre kiltirinde izole
edilen virus uygulanan Ag-ELISA testi sonuclari ile direkt
dokudan yapilan RT-PZR testi sonuglarinin her ikisinin de
%7100 uyumlu oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle, virus
izolasyon yontemine gore daha ucuz ve daha hizli bir metot
olan RT-PZR testinin, IPNV'nin direkt dokudan tanisinda
alternatif bir metot olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir.

Sonug olarak, Dogu ve Orta Anadolu boélgelerinde tatli
sularda gokkusadi alabalik Giretimi yapilan ciftliklerde, semi-
nal ve ovarial sivilarda ve yavru baliklarda yliksek oranda IPNV’
nin bulundugu tespit edilmistir. IPNV’'nin, daha fazla su
kaynagina ve alabalik ciftliklerine bulagmasini engellemek
veya minimize etmek igin, 6zellikle yavru alabalik nakille-
rinde IPNV kontaminasyonuna karsi dikkatli olunmasi gerek-
mektedir. Bunun yaninda kontamine olmamis baliklarla ve
balik transfer malzemeleriyle liretim yapilmamasina 6zen
gosterilmelidir.
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