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Yiiksek Lisans Tezi
REAL-TIME PCR KULLANILARAK BEYSEHIR GOLU ve CEVRESINDE IK1
AMFIBI PATOJINININ (Batrachochytrium dendrobatidis ve Ranaviriis)
YAYGINLIGININ ILK KEZ SAPTANMASI

Pinar AGYAR
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. Ugur Cengiz ERISMIS

Bu aragtirmada, Tiirkiye’nin en biiyiik tathh su goli olan Beysehir Go6l’iinde TUCN
kriterlerine gore Kirmiz1 Liste’de (Red List) “Nesli tehlike altinda bulanan hayvanlar”
kategorisinde yer alan ve azalmakta oldugu ifade edilen endemik anur tiirii Pelophylax
caralitanus iizerinde Real-time PCR teknigi ile 6liimciil hastaliklarla baglantili oldugu
bilinen amfibi patojenleri Batrachochytrium dendrobatidis ve poikilotherm hayvanlara
kolaylikla bulasabilen Ranavirus [Frog virus (FV-3)] genom equivalentlerine ait

primerler kullanilarak varligi veya yoklugu tizerine ilk kez ¢alisiimistir.

Beysehir Gol’iinde 2012 ve 2013 yillarinda yapilan araziden 4 farkli lokalite olmak
tizere toplanan endemik Anadolu bataklik kurbagasi ya da Beysehir kurbagasi
(Pelophylax caralitanus) iizerinde yapilan ¢alismada Batrachochytrium dendrobatidis
patojen fungusuna ait toplam ~%>54,23 pozitif, Ranaviriis [Frog virus (FV-3)]’e ait

~%30,23 pozitif 6rnek tespit edilmistir.

Aragtirma sonucu amfibi tiirlerinin yok olmasindan sorumlu kabul edilen bu iki 6nemli
patojen; Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) fungusu ve Ranavirus (Iridoviridae)’iin
tilkemizde ozellikle ekonomik ve ekolojik Oneme sahip tiirlerin ve dolayst ile
biyogesitliligi olusturan tilirlerin yok olma tehlikesiyle kars1 karsiya oldugunu ortaya
koymaktadir.
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Anahtar Kelimeler: Batrachochytrium dendrobatidis, Ranaviriis, Chytridiomycosis



ABSTRACT
M.Sc Thesis

FIRST DETERMINATION BY REAL-TIME ASSAY OF PREVALENCE OF TWO
AMPHIBIANAN PATHOGENS (Batrachochytrium dendrobatidis and Ranavirus) IN
BEYSEHIR LAKE and ITS SURROUNDINGS

Pinar AGYAR
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Associate Professor Ugur Cengiz ERISMIS

In this thesis, two amphibian pathogens were identified on endemic Pelophylax
caralitanus, which is located in Beysehir Lake in Beysehir, Konya and listed as Near
Threatened (NT) on Red List by IUCN and also known as to be decreasing, using the
Real — Time PCR (quantitative PCR, qPCR) technique. Beysehir Lake is the biggest
freshwater lake in Turkey. That two amphibian pathtogens are Batrachochytrium
dendrobatidis and Ranavirus [Frog viriis, (FV-3)]. Batrachochytrium dendrobatidis
causes Chytridiomycosis and Ranavirus causes Red-Leg deadly disases. In Beysehir
Lake, presence or absence of that pathogen organisms was determined for the first time
using gPCR technique with specific primers.

Anatolian marsh frogs (Pelophylax caralitanus) were collected from 4 different
localities of Beysehir lake in 2012 and 2013 years. End of the laboratuary studies,
results of Batrachochytrium dendrobatidis detection experiment were nearly 54,23 of
percentage positively and results of Ranaviriis [Frog virus (FV-3)] were 30,23 of

percentage positively.

As a result, that two important pathogens which responsible extiction of amphibians;
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) fungi and Ranavirus (Iridoviridae) are threat to
economical and ecological important species and biodiversity.

2014, ix + 76 pages
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1. GIRIS

Asya, Avrupa ve Afrika kitalarinin kesisme noktasi olan Anadolu jeolojik,
jeomorfolojik ve iklimsel yapisi dogudan batiya 8, giineyden kuzeye 7 farkli ekosisteme
sahip olmasiyla hayvanlar i¢in besin bulma, barinma ve go¢ yollar1 gibi hayatsal
islevlerine uygun ekosistem varligiyla birlesince cok zengin biyogesitliligi ortaya
¢1ka888rir. Tiirkiye biyogesitliligin en zengin olarak temsil edildigi bolgesel Olgekte
alanlardan biridir. Neredeyse tiim Avrupa’nin toplamindan daha yiiksek tiir ¢esitliligine
ve endemizme sahiplik etmektedir. Farkli zoocografik ve fitocografik bolgelerin
kesigim noktasinda bulunmasi itibariyle kiiresel Olgekte de son derece Onemli bir

konumda bulunmaktadir (Aydin et al. 2006).

Tiirkiye’de ki var olan ekosistemlerin ¢esitliliginin sagladigi devamlilik ve stabilite,
insan faaliyetlerinin etkisiyle giderek daha fazla tehdit altina girmektedir. Dogal
kaynaklarimiz ve biyolojik ¢esitliligimiz Bozulma, Azalma ve Yok Olma agamalarindan
olusan dramatik bir siire¢ i¢indedir. Bu siirecin temel nedenleri niifusun hizli artisi,
kiiresel 1sinmanin  sebep oldugu iklimsel degisiklikler, pestisit kullanima,
ormansizlagma, fosil yakit kullanimi, bilingsiz avlanma ve dogal kaynaklarimizin akilei

olmayan bir bigimde ve bilingsizce kullanilmasi gibi antropojenik etkilerdir.

Diinya ¢apinda bir¢cok amfibi tiiriiniin ciddi boyutta azalis1 30 yi1l kadar 6nce baglamistir.
Son zamanlarda ki kiiresel degerlendirmelere gore 1/3’i ya da diinyadaki 6593 amfibi
tiiriiniin %32’si biiyiik tehlike altindadir (Int.Kyn.1). 1980°den beri 122 amfibi tiirii yok
olma tehlikesiyle karsi karsiya olup ve populasyon biiyiikliikkleri %43 oraninda
azalmistir. Bu azalisin birgok sebebi vardir. Bu sebepler arasinda habitatlarin yok
olmasi, kirlilik ya da avci tiirlerin ortama girmesi bunun yaninda iklim degisiklikleri,

UV-b artig1, kimyasal kontaminantlar ve enfeksiyon hastaliklar sayilabilir.

Ekolojik dengenin bozulmasi ve klimatik etkiler bircok patojenin diinyada dagilis
alanlarinin genislemesine neden olmustur ve amfibi azalislarina ek olarak Diinya Saglik
Orgiitiiniin, Yaban Hayat Organizasyonu (World Organisation for Animal Health 2008)
tarafindan yaban hayat hastaliklar1 listesinde Ranavirus ve B. dendrobatidis’in etken

oldugu hastaliklar yer almis ve 6liimciil salgin hastaliklar sinifina dahil edilmistir.



Amfibi tiirlerinin yok olmasindan sorumlu kabul edilen bu iki 6nemli patojen;
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) fungusu ve Ranavirus (/ridoviridae) hakkinda
iilkemizde detayll higbir calisma bulunmamaktadir. Ozellikle ekonomik ve ekolojik
Oneme sahip tiirlerin ekopatolojisi lizerine Tiirkiye’de yapilmis caligmalara sik
rastlanmamasi bu biyocesitliligi olusturan tiirlerin yok olma tehlikesiyle karsi karsiya

olup olmadiginin tespitinin yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Amfibi patojeni olarak bilinen Batrachochytrium dendrobatidis, Chytridiomycosis
olarak adlandirilan enfeksiyona neden olur. Bir¢ok amfibi tiirliniin azalmasina neden
olan istilact bir fungal tiir olup ilk kez yerkiirenin giiney bolgelerinde ortaya ¢ikmis ve
dagilim gostermistir. Ancak iklim degisikligi etkisiyle yerkiirenin kuzey bolgesine
dagilim yayilisi hizlanmistir. S6z konusu patojen mantar1 diinya iizerinde 200’lin
lizerinde amfibi tiiriiniin azalmalarina neden oldugu da bilinmektedir (Berger et al.
1998). Chytridiomycosis hastaliginin sebebi olan Batrachochytrium dendrobatidis
fungusu ilk olarak Panama ve Avustralya’da amfibilerdeki ani azalig neticesinde
belirlenmistir. Ayrica bu patojen fungusun kokeninin Giliney Afrika Cape Town
Miizesindeki (SAMZR 18927) 1938 yili kayitli Xenopus leavis miize 6rneklerinin
incelenmesiyle anlasilmistir (Weldon 2004). Bu patojenin yayilmasinda en 6nemli etken
olarak bircok arastirici basta iklim degisikligi olmak iizere diinya ¢apinda yapilan
kurbaga ticaretlerini gostermistir ve Afrika, Giliney Amerika, Orta Amerika, Kuzey
Amerika, Avrupa, Asya ve Yeni Zelanda’da 287 amfibi tiiriinde ve 25 familyasinda B.
dendrobatidis tespit edilmistir (Lips et al. 2008, Bosch et al. 2007, Skerratt et al. 2007,
Laurance 2008, Rohr et al. 2008, Kriger and Hero 2009).

Diger bir istilact ve amfibi patojeni olan Ranavirlis 2008 yilinda Diinya Saglik
Orgiitiiniin Yaban Hayat Organizasyonu (Word Organisation for Animal Health, 2008)
tarafindan Yaban Hayat Hastaliklar1 Listesine yerlestirilmistir. Ranaviral hastaliklar
bulastiran Ranaviriis tiirleri, Iridoviridae familyasina dahildir ve ¢ift zincirli DNA
genomuna sahip olan, Ranavirus tipleri [Frog virus (FV-3), Bohle virus (BIV),
Epizootic haematopoietic necrosis virus (EHNV)] o6zellikle ektotermik hayvanlari
(balik, kaplumbaga, kertenkele, yilan gibi) kolaylikla enfekte ederek azalmalarina neden

olmaktadir.



Bu tez c¢alismasinda iilkemizin en biiylik tatli su golii olan Beysehir Golii'ndeki
endemik tiirler arasinda yer alan ve International Union for Conservation of Nature
(IUCN) (Doga Koruma Uluslararas1 Birligi) kriterlerine gore Kirmizi Liste’de (Red
List) “Nesli tehlike altinda bulanan hayvanlar (Near Threatened, NT)” kategorisinde
olan Pelophylax caralitanus (Beysehir Kurbagasi)’un Bd ve Ranaviriis patojenleri

tarafindan enfekte edilip edilmedigi arastirilmistir (int. Kyn.2).

Beysehir goliinde yapilan arazi calismalari goliin tiim cevresi dolasilarak 4 farklh
lokaliteden iki amfibi patojeni icin Ozellikle morfolojik goriintii itibariyle hastalik
tasidigr disiiniilen hayvanlar {izerinden, uygun kosullarla yakalanarak Ornekleme
yapilmistir. Aliman 6rnekler soguk zincir ile en kisa silirede laboratuvara taginmaistir.
Miimkiin olan en kisa siire zarfinda DNA ekstraksiyon islemleri yapilarak tespit ve
miktar tayini i¢in glinimiizde en giivenilir yontemlerinden biri olan Ger¢ek Zamanli

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR) ile deneysel calismalar yapilmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Chytridiomycosis ve Batrachochytrium dendrobatidis (Longcore, Pessier ve
Nichols 1999)

Organizmalarin cografik dagilis1 iizerinde degisen iklim kosullarinin onemli etkileri
mevcuttur. Ozellikle sanayi devrimi ile birlikte ekolojik dengedeki bozulma iklim
degisiklikleri ile hiz kazanmis olup bu durumun olumsuz etkileri organizmalarin
nesillerinin tiikkenme noktasina getirmistir. Bunun yani sira ekolojik dengenin bozulmasi
ile klimatik etkiler bir¢ok patojenin diinyada dagilis alanlarinin genislemesine sebep

olmustur.

Bu patojenler arasinda yer alan Batrachochytrium dendrobatidis diinya genelinde
amfibi 6liimlerine neden oldugu bilinen Chytridiomycosis etkenidir (Berger et al. 1998,
Bosch et al. 2001, Rachowicz et al. 2006). Chytridiomycosis gelismekte olan bulasici
bir amfibi hastaligidir (Daszak et al. 2000). Neden olan ajan ise non-hifal zoosporik
patojen bir fungus olan ve konak 6zgiilliigii diisiik olan Batrachochytrium dendrobatidis
turtidiir (Daszak et al. 2003). Amfibilerin azalis kalib1 ve genetik ¢aligsmalar chytrid
fungusunun Orta Amerika ve Avustralya’da dogal populasyonlara bulastigini
desteklemistir (Daszak et al. 1999, 2003, Morehouse et al. 2003). Fungusa ait
caligmalarda “yeni patojen hipotezi” ve “endemik patojen hipotezi’nin bir

kombinasyonu olarak hastaligin mevcut yaygmligi agiklanmistir (Goka et al. 2009).

Berger vd. (1998), tarafindan Panama ve Avustralya’da amfibi tiirlerindeki ani azaligin
sebebinin Chytridiomycosis oldugu bildirilmistir. Bu patojenin orijininin Gliney Afrika
Miizesi, Cape Town (SAMZR 18927) 1938 yili kayitl Xenopus leavis orneklerine
dayandig1 anlasilmistir (Weldon 2004). Birgok arastirict bu patojenin iklim degisikligi
ve diinya iizerinde yapilan kurbaga ticareti nedeniyle yayildigini saptayarak Afrika,
Giliney Amerika, Orta Amerika, Kuzey Amerika, Avrupa, Asya ve Yeni Zelanda’da 287
amfibi tiiriinde ve 25 familyasinda B. dendrobatidis tiiriinii tespit etmislerdir (Lips et al.
2008, Bosch et al. 2007, Skerratt et al. 2007, Laurance 2008, Rohr et al. 2008, Kriger
and Hero 2009) (Resim 2.1, Resim 2.2).



Resim 2.1. B. dendrobatidis patojenin yillara bagl olarak global dagilim haritas: (Kriger and
Hero 2009).
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Resim 2.2. B. dendrobatidis patojenin global dagilim haritasi (Int.Kyn.3).

Bu c¢alismalar dogrultusunda da B.dendrobatidis rakim olarak 400 m ve izeri
yiikseltilerde sik rastlanmasinin sebebi anlasilmistir (Berger et al. 2004, McDonald et
al. 2005). iklim degisikliginin (sicaklik, riizgarlar, nem ve yagis oranlari gibi) etkisi ile
hizla yayildig1 tespit edilmis olup, muhtemel risk tasiyan bolgeler, ekolojik nisleri
haritalandirilmistir (Resim 2.3). Resimden de anlasildigi iizere Anadolu en yiiksek risk

altinda bulunan bolgelerin basinda gelmektedir.
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Resim 2.3. B.dendrobatidis i¢in éngoriilen temel ekolojik nis haritasi. Koyu bolgeler
B. dendrobatidis ekolojik nis alani i¢in uygun olan bdlgeler (Ron 2005, Kriger and
Hero 2009).

Chytridiomycosis B. dendrobatidis tarafindan siirekli olarak cildin enfeksiyonuna bagli
bir hastaliktir. Chytrid’in yeniden olusmasi su ile taginan zoosporlar ile anura
larvalarinin agiz pargalarinin parazite olmasiyla amfibilerin post metamorfik safhada
enfeksiyona maruz kalmasiyla olusur ama bazi durumlarda larval kaudatlarda da
olustugu bildirilmistir (Brodman and Briggler 2008, Kriger and Hero 2007, Berger et al.
1998, Longcore et al. 1999, Marantelli et al. 2004). B. dendrobatidis enfeksiyonlar1
patofizyolojik  degisimlerle iligkilidir ve bu degisimler hastalik durumuna

(chytridiomycosis) dnciiliik eder ya da potansiyel olarak dliime sebebiyet verir.

Chytridiomycosis olustugunda, amfibi epidermisi arasindaki elektrolit tasinimi %50’ye
kadar engellenir, sodyum ve potasyumun hiicre sitoplazmasindaki konsantrasyonu diiser
ve asistolik kalp durmasi 6liime sebep olabilir (Voyles et al. 2007). Ciinkii saglam deri
amfibi i¢ dengesinin korunmasinda 6nemli bir faktordiir, deri fonksiyonunu bozan,
dogrudan B. dendrobatidis’in {irlinlerinin mekanizmasi oldugu diisiiniilmekte ve
filogenetik uzakliktaki amfibilerde hastalik ve yok olma etkeni olabilir (Voyles et al.
2007).



Batrachochytrium dendrobatidis kurbagalarin biyolojisini degistirdigi gibi ayni
zamanda enfekte durumunda populasyondaki bireyin biiylimesini de etkiledigi
belirlenmistir (Lips et al. 2008, Bosch et al. 2007, Skerratt et al. 2007, Laurance 2008,
Rohr et al. 2008). Ayn1 zamanda amfibilerin tiim gelisim evrelerinde goriilen bu etken
Oliimlere de neden olmaktadir. B.dendrobatidis zoosporlar suyolu ile bir hayvandan
digerine bulasir ve amfibilerin derisini enfekte eder ayrica bu zoosporlar sadece
epitelyumun keratinlesmis boliimiinde biiylir (Berger et al. 1998, Longcore et al. 1999,
Pessier et al. 1999, Nichols et al. 2001). Bu zoosporlar 24 saat i¢inde hareketli forma
dontisiir (Berger 2001). Zoosporlar hem yetiskin hem de iribas sathada olan (bu sathada
sadece agiz pargalarinda tespit edilmistir) kurbagalari enfekte eder (Berger et al. 1999,
Nichols et al. 2001). Enfeksiyondan sonra 6liim genellikle 18-45 giin i¢inde gergeklesir.

Enfekte olan amfibi bireylerinde deride kizarikliklar ve lekelenmeler goriiliir ayni
zamanda ilser ve nekroz olusumu bildirilmistir, buna ek olarak refleks kaybi gibi
norolojik etkilere de sebep olur. Doku pargalarinda intraseliiler zoosporlarin goriilmesi
ilk defa Berger vd. (1998) tarafindan bildirilmis olup altin standart olarak belirtilmistir.
Ancak histolojik bulgular molekiiler metodlara gére daha az hassasiyete sahiptir.
Ozellikle subklinik enfeksiyonlarda molekiiler ¢alismalarin énemi ortaya ¢ikmaktadir
(Hyatt et al. 2007). Boyle vd. (2004) ve Hyatt vd. (2007) molekiiler metodlar kullanarak
amfibilerde Bd toksininin belirlenmesi igin detayli bir protokol olusturmuslardir ve
giiniimiizde de bu protokol giivenilir olarak kabul edilmis ve yaygin olarak

kullanilmaktadir.

2.1.1 Batrachochytrium dendrobatidis’in Familyasi (Aile)

Batrachochytrium  dendrobatidis  (Bd)  Chytridiomycota  filumuna  (sube),
Chytridiomycetes clasisine (sinif), Chytridiales ordosuna (takim) aittir (Hyatt et al.
2007). Chytridiomycota filumunun iiyeleri kozmopolit olarak yayilis gdsteren
heterotrofik funguslardir (Sparrow 1960, Karling 1977). Dogada toprak ve suda
bulunurlar. Organizmalar iizerinde ise kitin, keratin ve bitki tortular1 gibi yiizeyleri
kullanarak saprofit davranirlar. Bazi cinsleri fakiiltatif ya da obligat anaeroblardir.
Bir¢ogu mantarlarin, alglerin, tohumlu bitkilerin, rotiferlerin, nematodlarin ya da

boceklerin  obligat parazitleridir. Batrachochytrium dendrobatidis Chytridiomycota



filumunun omurgali filumunun paraziti olarak kabul edilen ilk iiyesidir (Barr 1990).

B. dendrobatidis Sucul Hayvan Saglig1 Standartlar1 Komisyonu (OIE) tarafindan amfibi
hastaliklar1 grubundaki 6zel 6neme sahip 2 patojenden biri olarak kabul edilmistir

(Digeri ise yine bu tez ¢alismasinda yer alan I[ridoviridae familyasinin Ranavirus

cinsidir) (OIE 2006).

2.1.2 Batrachochytrium dendrobatidis’ in Yasam Dongiisii

Batrachochytrium dendrobatidis (Bd)’in yasam dongilisii 2 ana evreden olusur.
Bunlardan ilki hareketli safthadir ve bu sathada zoosporlar su ile tasinabilir ve yeni
konaklara ulasabilir. Ayrica bu sathada zoosporlar kisa omiirliidiir. ikinci safha ise
zoosporangium (sporangium olarak da bilinir) i¢inde cogalip gelisebildigi duragan
evredir. Bu sathada eseysiz ¢ogalma i¢in monosentrik olan tallus zoosporangium iginde
bulunur. B. dendrobatidis konagin katlanmis deri epiteline gomiilerek uyum saglar ve
talli epidermis hiicresi icinde yasar. Ilk olarak parazitizm birkac tabaka derinliktedir.
Ayrica gelisme hizi hiicrenin gelisim hiz1 ile gakisir. B. dendrobatidis ilk olarak canli
hiicreler i¢inde geligir ama B. dendrobatidis’lerin gelisimini talli zoosporangia olarak
oli, ylizeysel ve keratinize olmus hiicrelerde tamamlar. Zoosporangia yiizeyinde ve
viicudun distal kisminda agilan bir bosaltim kapag: ile zoosporlar gevreye yayilirlar.
Yetiskin ve iribaslarda ki sporangia dagilimi; B. dendrobatidis parazitlik faaliyetlerine
basladiginda tabakalanmis ve keratinize epidermise ihtiya¢ duymakta oldugunu
gostermigtir (Berger et al. 1998). Gen¢ sporangialara deginilecek olursak daha
derinlerdeki prekeratin iceren hiicreler i¢inde gelisebilirler. Kiiltiir ortaminda ve
derideki yasam siklusu aymidir. In vitro ortamdaki yasam siklusu 22 °C de 4 ile 5 giin
stirmektedir. Direngli dinlenen sporlar bulunmamistir yani B. dendrobatidis sporlarinin

dinlenme (uyku) fazi yoktur (Berger et al. 2005) (Sekil 2.1).

25°C iizerinde epidermal devir orani artarken Bd biiyiime hiz1 yavaslar (Piotrowski et
al. 2004). Boylelikle sicaklik artisinda enfeksiyon kaybolur (Berger et al. 2004,
McDonald et al. 2005, Piotrowski et al. 2004). Bd ¢esitli sicaklik ve yagis rejimi gibi
genis araliktaki gevre kosullarinda yasayabildigi gozlemlenmistir (Ron 2003). Bd’in

laboratuvar ortaminda ki optimum gelisme sicakligi 17-25°C dir. 28°C de organizma



gelisimi durur ve 29°C de bir hafta i¢inde 6liir (Longcore et al. 1999, Piotrowski et al.
2004).
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Sekil 2.1. Bulasic1 ve sesil biiyime asamalarin1 gosteren Batrachochytrium dendrobatidis’in
yasam dongusii (Rosenblum et al. 2010).

2.1.3 Batrachochytrium dendrobatidis’in Kokeni

B. dendrobatidis, yeni ve gelismekte olan bir patojen (yayilim gosteren patojen
hipotezine gore ya da yeni patojen hipotezine (NPH) gore) midir yoksa amfibilerin
endemik ortak¢ilart midir? Bu, patojen konak dinamiginde cevresel degisikliklerin
etkisi ile daha da 6ldiiriicii olmustur (endemic pathogen hypothesis (EPH) (Fisher et al.
2009).

NPH B. dendrobatidis’in pargali yayilislar {izerindeki gozlemler ile desteklenmistir. Bu
salginin giris yonleri (cepheleri) Avustralya, Orta ve Giliney Amerika’da tanimlanmigtir

(Laurance et al. 1996, Berger et al. 1998, Lips et al. 2006, 2008). Ayrica enfekte olmus



vektor amfibiler cevrede oldugu kadar amfibi ticaretinde de tespit edilmistir (Fisher and
Garner 2007, Cunningham et al. 2005, Garner et al. 2006, Walker et al. 2008). EPH B.
dendrobatidis’in on yillar Oncesinde kiiresel amfibi popiilasyonlarinin azalis
baslangicin1 gosteren kanitlarla desteklenmistir (Ouellet et al. 2005, Weldon et al.
2004).

B. dendrobatidis ile chytridiomycosis’in olusmasi1 bir dereceye kadar olan gevresel
farkliliklar ve kiiresel 1sinma arasinda 6l¢iilebilir baglarin oldugu belirtilmistir (Bosch et

al. 2007, Pounds et al. 2006, Reading 2007).

Chytridiomycosis’in yayillmasmin 2 atasal merkezi oldugu &nerilmistir. Ilk atasal
merkez Afrika disina Xenopus cinsinin ticaretidir (Weldon et al. 2004). 2’nci atasal
merkez Amerika disinda Kuzey Amerikan Bullfrog (Lithobates catesbeianus / Rana
catesbeiana) ticareti yapilmasidir (Fisher and Garner 2007, Garner et al. 2006). Bu
fungusun en eskiye dayanan varligmin tespiti Afrika’daki 697 Xenopus tiiriiniin
incelenmesiyle Xenopus laevis’te yapilmigtir. Boylelikle de B. dendrobatidis’in Afrika
orjinli oldugu hipotezini de destekleyen epidemiyolojik kanitlar bulunmustur. Ayrica bu
calisma ile birlikte Afrika disinda tespit edilen ilk hastalik bulgusundan 23 yil 6nce B.
dendrobatidis’in Afrika’da var olduguda ortaya konulmustur (Weldon et al. 2004). Tiim
kanitlar incelendiginde B. dendrobatidis’in giincel dagilimi bilinen ve bilinmeyen
hareketi nedeni ile 20. yilizyilin ilk yarisinda vektorlerin populasyon kaynagi heniiz

tanimlanamamustir (Fisher et al. 2009).

Morgan vd. (2007), Sierra Nevada’da amfibi azalislar tizerine yaptiklari bir arastirmada
NPH tezini destekler sonuglar buldular ve bu sonuglar diisiik ¢esitlilik, amfibi konak
Ozgiilliigii olmamasi, fungal genotip ve cografya ile diisiik korelasyon, tek bir fungal
genotip ile yerli kurbaganin yok olmasi ve insan destekli fungus gociiniin kanitlaridir.
Ayrica endemizim desteginde (EPH), yerel OoOlgekte populasyonlarin yeniden
birlesmesinde bazi farkliliklar buldular. Bu nedenle amfibi azalislarini ne hastalik
salgininin nede endemizmin tek basina agiklayamayacagin belirttiler. Goka vd. (2009),
Walker vd. (2010) tarafindan desteklenen “yeni patojen hipotezi” ve “endemik patojen

hipotezi” arasinda bir kombinasyon mevcut ve bu kombinasyon salgin durumunu
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aciklayan hipotezi onerdiler ve NPH B. dendrobatidis’in Iberya’da ortaya ¢ikmasiyla
tutarlidir sonucuna vardilar. Bununla birlikte EPH benzeri siirecler ile hastalik girisinin
populasyon diizeyindeki sonuglar1 agiklanmistir ve NPH benzeri siireclerin ifade olmasi
(B. dendrobatidis’in Iberya biyomlarma girisi) onun EPH benzeri gevresel sartlarina
bagh oldugu bulgularini géstermisdir (Chytridiomycosisin olusmasi). Oyleyse B.

dendrobatidis, goriilmesi gevresel sartlara bagl olan yeni bir patojendir.

2.1.4 B. dendrobatidis’ in Bat1 Avrupa Tiirlerinde Tespiti

B. dendrobatidis Avrupa Birliginde yaygin ama bastan savma bir sekilde dagilim
gdstermektedir (Garner et al. 2005). Ispanya, italya, Almanya, Belgika, ingiltere,
Fransa, Isvicre, Avusturya, Macaristan, Danimarka ve Portekiz'de bulunmustur (Garner

et al. 2006, Spitzen- van der Sluijs et al. 2010).

Iki yasamlilarin diinya ticareti enfekte hayvanlarin saf populasyonla tamgmasiyla
Chytridiomycosis’in ortaya ¢ikmasini kapsar (Fisher and Garner 2007). Kabul edilir ki;
B. dendrobatidis ingiltere'de Amreikan bullfroglar ya da afrikali pengeli kurbagalar ile
birlikte ortaya ¢ikmislardir. Ingiltere'deki enfekte olmus bullfroglar Rana temporaria,
Lissotriton vulgaris, Triturus cristatus ve Bufo Bufo’nun islahi igin kullanilan kiiglik
goletlerde meydana gelmigdir (Cunningham et al. 2005). Yaygin olan kara
kurbagalarmin enfeksiyona duyarli oldugu bilinmektedir ve B. dendrobatidis’e bagl

olarak bu tiirlerde azalmalar meydana gelmistir (Bosch and Martinez-Solano 2006).

Fransada, B. dendrobatidis Amerikan bullfroglarinda tespit edilmistir (Garner et al.
2006). En az 3 iki yasaml tiirii (Alytes obstetricans, Salamandra salamandra ve Bufo
bufo) chytridiomycosis nedeniyle Ispanya’da Sliimler yasanmaktadir (Bosch et al. 2001,
Bosch and Martinez-Solano 2006). Daha da Gtesinde, B. dendrobatidis B. calamita,
Hyla arborea, Rana iberica, R. perezi, Triturus alpestris ve T. Marmoratus’lerde de

tespit edilmistir (int. Kyn. 4).

Italya’daki ilk B. dendrobatidis kaydi 2001 yilinda Bombina pachypus’da tespit
edilmistir (Stagni et al. 2004). Bununla birlikte, chytridiomycosis Rana latastei ve
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kuzeydeki Amerikan bullfrog populasyonunda tespit edilmistir (Garner et al. 2006).
Ayrica Umbria’daki Rana Kkl. esculenta - R. lessonae populasyonunda ve Turin’de de
tespit edilmistir (Simoncelli et al. 2005, Di Rosa et al. 2007, Federici et al. 2008).
Simocelli ve arkadaslar1 su kurbagalarinda herhangi bir 6liime rastlamamigslardir fakat
tim enfekte vakalarinda yogun insan kaynakli baskiyr bir not olarak diigsmiislerdir. B.
dendrobatidis ayrica Sardinia’daki endemik Euproctus platycephalus populasyonlarda
da tespit edilmistir (Bovero et al. 2008).

Almanya’da enfekte olan Rana arvalis, R. esculenta ve R. esculenta synkleptonu
bulunmus ve son zamanlarda yayinlanmamis bazi ¢alismalarda B. dendrobatidis’in
Almanya’da olduk¢a yaygin oldugunu ortaya koymaktadir (Int. Kyn. 4). isvicre’de A.
obstetricans ve Portekiz’de Pleurodeles waltl enfekte olmuslardir. B. dendrobatidis’in
Danimarka’da bulunan R. temporaria, Rana Kl. esculenta kurbagalarindaki goriilme
siklig1 iizerine caligsmalar yapilmig ve her iki tiirde de funguslar tespit edilmis ve

patojenlerin tespiti igin ileri asamada ¢aligmalar gerekli oldugunu ortaya koymusturlar
(Scalera et al. 2008)

B. dendrobatidis pozitif iki yasamlilar 2009°da Hollanda ¢evresinde de gdriilmiistiir. Iki
yasamlilarin %4’ {ine gelen bir oranda testler B. dendrobatidis i¢in pozitif ¢ikmistir. Alp
semenderi, yumusak semender, ebe kurbaga ve havuz kurbagalar1 da B. dendrobatidis

i¢in pozitif ¢itkmis dogal tiirlerdir (Spitzen— van der Sluijs et al. 2010)

2.2 Ranavirus (Iridovirus)

Ranaviriis Iridoviridae familyasinin 5 genusundan biridir (Jancovich et al. 2011).
Sogukkanli hayvanlar1 enfekte ederler ve Ranaviriisler genis ikozohedral yapili
viriislerdir (Williams et al. 2005). Ranaviriisler balik, amfibi ve siiriingenlerin dogal ve
kiiltiirel populasyonlarin1 enfekte ederler ve ekonomik, ekolojik Onem tasiyan

patojenlerdir (Chinchar 2002, Chinchar et al. 2009).
Yapilan caligmalarda Amerika, Avustralya, Avrupa ve Asya’da ki konak tiirlerden farkl

ranavirlis izolatlar1 izole edilmistir (Williams et al. 2005). Buna ek olarak kiiresel

amfibi populasyonlarinin azalisindan sorumlu ve balik Oliimlerine sebep olan bir

12



patojen olarak genis Olgiide rapor edilmistir (Chinchar 2002). Diinya Hayvan Sagligi
Organizasyonu (OIE), ranaviriislerden biri olan Epizootic Hemotopoiteik Nekrozis
Viriisii (EHMV)’nii bir balik patojeni olarak tanir ve kurbagalar i¢inde tiim ranaviriis

enfeksiyonlarini listelemistir (OIE 2011).

Ayrica Avrupa, Asya ve Amerika’da ranaviriis kaynakli kitlesel amfibi 6liimleri bircok
arastirici tarafindan bildirilmistir (Fox et al. 2006, Ariel and Bang Jensen 2009, Une et
al. 2009). Hatta Avusturalya’da vahsi amfibilerden de ranaviriis izole edilmistir (Speare
and Smith 1992). En fazla 6lim Kuzey Amerika’da goriilmistiir. Muths vd. (2006),
2000 ve 2005 wyillart arasinda ranaviriis kaynakli oOliimlerin %43 oldugunu
bildirmislerdir. Benzer olarak Green vd. (2002), 1996-2001 yillar1 arasinda
Ingiltere’deki ranaviriis kaynakli mortalite oraninin %57 oldugunu belirtmislerdir.
Ranavirtislerin, 14 familyada bulunan en az 72 amfibi tiriini enfekte ettigi
bilinmektedir (Cizelge 2.1).
Cizelge 2.1. Ranaviriis enfeksiyonunun bilinen durumlarinin kiiresel dagilimi ve ¢iftlik ve vahsi
amfibi topluluklarinda mortalite (I: Ranaviral hastaliga ait briit belirtileri ile

enfeksiyon, M: Ranaviral hastaligina bagli mortalite, W: Yabani popiilasyon, C:
Zoolojik ve Rana kiiltiir tesislerinde bulunan amfibiler).

Kita Ulus Aile Bilimsel Adx

North America Canada Ranidae Rana temporaria

North America Canada Salamandridae Lissotriton vulgaris

North America Canada Ambystomatidae Ambystoma mavortium
North America Canada Ambystomatidae ~~ Ambystoma spp.

North America Canada Hylidae Hyla cersicolor

North America Canada Hylidae Pseudacris crucifer

North America Canada Hylidae Pseudacris spp.

North America Canada Ranidae Lithobates clamitans

North America Canada Ranidae Lithobates pipiens

North America Canada Ranidae Lithobates sylvaticus
North America Canada Salamandridae Notophthalmus viridescens
North America Costa Rica Bufonidae Bufo marinus

North America USA Ambystomatidae Ambystoma jeffersonianum
North America USA Ambystomatidae Ambystoma macrodactylum
North America USA Ambystomatidae ~ Ambystoma maculatum
North America USA Ambystomatidae Ambystoma mavortium
North America USA Ambystomatidae Ambystoma opacum

North America USA Ambystomatidae Ambystoma tigrium

North America USA Bufonidae Anaxyrus americanus
North America USA Bufonidae Anaxyrus boreas boreas

13



Cizelge 2.1. (Devam) Ranaviriis enfeksiyonunun bilinen durumlarinin kiiresel dagilimi ve
ciftlik ve vahsi amfibi topluluklarinda mortalite (I: Ranaviral hastaliga ait briit
belirtileri ile enfeksiyon, M: Ranaviral hastaligina bagli mortalite, W: Yabani
popiilasyon, C: Zoolojik ve Rana kiiltiir tesislerinde bulunan amfibiler).

Kita Ulus Aile Bilimsel Adi

Asia China Cryptobranchidae ~ Andrias davidianus
Asia China Ranidae Rana dybowskii

Asia China Ranidae Rana grylio

Asia China Ranidae Rana tigrina

Asia Japan Hynobiidae Hynobius nebulosus
Asia Japan Ranidae Lithobates catesbeianus
Asia Thailand Ranidae Rana tigrina

Australia Australia Myobatrachidae Limnodynastes ornatus
Europe Belgium Salamandridae Tylototriton kweichowensis
Europe Croatia Ranidae Pelophylax esculenta
Europe Denmark Ranidae Pelophylax esculenta
Europe Israel Bufonidae Pseudepidalea viridis
Europe Netherlands Ranidae Pelophylax spp.

Europe Netherlands Salamandridae Lissotriton vulgaris
Europe Portugal Salamandridae Triturus marmoratus
Europe Portugal Salamandridae Triturus boscai

Europe Spain Alytidae Alytes obstetricans
Europe Spain Salamandridae Ichthyosaura alpestris
Europe Switzerland Ranidae Pelophylax esculenta
Europe Switzerland Ranidae Pelophylax ridibundus
Europe UK Alytidae Alytes obstetricans
Europe UK Bufonidae Bufo bufo

Europe UK Bufonidae Hyla chrysoscelis
Europe UK Bufonidae Hyla cinerea

Europe UK Bufonidae Pseudacris clarkii
Europe UK Bufonidae Pseudacris crucifer
Europe UK Bufonidae Pseudacris feriarum
Europe UK Bufonidae Pseudacris regilla
Europe UK Bufonidae Pseudacris sierra
Europe UK Plethodontidae Desmognathus conanti
Europe UK Plethodontidae Desmognathus fuscus
Europe UK Plethodontidae Desmognathus imitator
Europe UK Plethodontidae Desmognathus monticola
Europe UK Plethodontidae Desmognathus ocoee
Europe UK Plethodontidae Desmognathus quadramaculatus
Europe UK Plethodontidae Desmognathus santeetlah
Europe UK Plethodontidae Desmognathus wrighti
Europe UK Plethodontidae Eurycea cirrigera
Europe UK Plethodontidae Eurycea longicauda
Europe UK Plethodontidae Eurycea wilderae
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Cizelge 2.1. (Devam) Ranaviriis enfeksiyonunun bilinen durumlarinin kiiresel dagilimi ve
ciftlik ve vahsi amfibi topluluklarinda mortalite (I: Ranaviral hastaliga ait briit
belirtileri ile enfeksiyon, M: Ranaviral hastaligina bagli mortalite, W: Yabani
popiilasyon, C: Zoolojik ve Rana kiiltiir tesislerinde bulunan amfibiler).

Kita Ulus Aile Bilimsel Adi

Europe UK Plethodontidae Gyrinophilus porphyriticus
Europe UK Plethodontidae Plethodon glutinnosus complex
Europe UK Plethodontidae Plethon jordani

Europe UK Ranidae Lithobates blairi

Europe UK Ranidae Lithobates catesbeianus
Europe UK Ranidae Lithobates clamitans
Europe UK Ranidae Lithobates palustris
Europe UK Ranidae Lithobates septentrionalis
Europe UK Ranidae Lithobates sphenocephalus
Europe UK Ranidae Lithobates sylvaticus
Europe UK Ranidae Pyxicephalus adspersus
Europe UK Ranidae Rana aurora

Europe UK Ranidae Rana draytonii

Europe UK Ranidae Rana heckscheri

Europe UK Ranidae Rana luteiventris

Europe UK Ranidae Rana muscosa

Europe UK Rhacophoridae Rhacophorus dennysi
Europe UK Salamandridae Notophthalmus viridescens
Europe UK Scaphiopodidae Scaphiopus holbrookii
South America Argentina Leptodactylidae Atelognathus patagonicus
South America Brazil Ranidae Lithobates catesbeianus
South America Uruguay Ranidae Lithobates catesbeianus
South America Venezuela Bufonidae Bufo marinus

South America Leptodactylidae Leptodactylus sp.

Ranaviriis enfeksiyonuna duyarlilik tiirler arasinda degismektedir (7-8). Kuzey
Amerika’da bu bolgede yasayan 19 tiir arasinda en duyarh tiirlerin aga¢ kurbagasi
(Lithobates sylvaticus) ve gopher kurbagasi (Lithobates capito) oldugu bildirilmistir.
Ayrica dogu toprak kurbagasi’da (Scaphiopus holbrookii) ranaviriislere yiiksek
duyarhiliktadir. Giliniimiizde diinya {izerinde ranaviriis kaynakli Oliimler her yil
goriilmektedir. Bu veriler sonucunda ranaviriisiin tiim diinyada goriilen bir patojen
oldugu ve siklikla amfibi 6liimlerine neden oldugu diisiiniilmektedir. Yaygin amfibi
tiirlerinde ranaviriis kaynakli 6liimlerin gériilmesi nedeniyle amfibian apizootiler i¢inde
ranavirislerin 6nemi sik sik géz ardi edilmektedir. Oysa yaygin olmayan Rana
muscosa, R. aurora, Anaxyrus (bufo) boreas ve Ambystoma tigrinum stebbissi tiirleri

Kuzey Amerika’ da koruma altina alinmustir. ingiltere’de (UK) 1996/97 ve 2008 yillar1
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arasinda ranaviriise bagli hastaliklar nedeniyle kurbaga oliimlerinin populasyonlarda
%81 oraninda azalma goriilmistiir. Danimarka’da yenilebilen kurbagalarda ve kaplan
semenderi populasyonlarinda da azalmalar gériilmiistiir. Kuzey Carolina, USA’da sekiz
yillik yapilan ¢alisma boyunca ranaviriise bagli sebepler sonucu benekli salamandralar
(4. macidlotum) ve odun kurbagalar1 neredeyse yok olmustur. Agik¢a goriilmektedir ki
Ranaviriisler populasyonun yok olmasina sebep olur. Nadir amfibi tiirlerinden sar1
ayakli dag kurbagasi (Rana muscosa), Kaliforniya kirmizi ayakli kurbaga (Rana
draytonii), bat1 kurbagasi1 (Anaxyrus boreas boreas) ve Cin biiyiik semenderi (Andrias
davidiamus) tiirlerinde de ranaviriis kaynakli 6lim olgularinin oldugu bilinmektedir.
Ranaviriis kaynakli 6limler, populasyon yapisini ve az rastlanan tiirlerinde direncini
etkiledigi kanitlanmistir. Bu nedenle amfibiler iizerine ranaviriislerin populasyon

diizeyindeki etkilerinin arastirilmasi1 gerekir.

Ranaviriislerin primer rezervuarlar1 sucul ve karasal amfibilerdir. Akuatik ¢evrelerde
larvalar, paedomorphitler ve yetiskinler rezervuardir. Bunun yani sira balik ve reptiller

de rezervuar olabilir.

Patojenin transmisyonunu anlayabilmek i¢in konak patojen etkilesimini anlamak sarttir.
Bu sayede hastalik riski azaltilabilir. Transmisyon direk ve indirek olabilir. Ranaviriisiin
bulagmas1 enfekte olmus bireyin direkt temas etmesiyle, kontamine olmus suyla temas
ve kontamine olmug sedimentlerin yenmesi sonucu olmaktadir. Nekrofi ve kannibalizm
ile enfekte dokularin sindirimi ise diger bir hastalik bulasma yoludur. Enfekte birey ile
suyun 3 saat temasi transmisyona sebep olmaktadir. Viriisiin dogrudan yenmesi sudan

daha hizli 6liimlere sebep olur.

Ranaviriislerin kiiresel dagilimi1 ve bir¢ok anur ve kuyruklu tiirlerde hastalifa yol agma
yetenegi gbz Oniine alindiginda, kiiresel amfibi populasyonlar1 i¢in bu grup énemli bir
risk olusturmaktadir. Bu hastaliklarda ki artma tiim diinya {izerinde ki dogal yasami

etkiler ve 6zellikle nesli tiikenmekte olan tiirlerin korunmasini zorunlu kilar.

Ranavirtisler genis varyetelerinde balik ve amfibiler de hiicre 6liimlerine sebep olur ve
tiim hayvanlarda patonejite viral izolata, konagin yasina ve cografik durumuna baghdir

(Chinchar et al. 2005). Ranaviriislerden bazilar1 konaga 6zgii olsa bile bazi izolatlari
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hem baliklarda hem de amfibilerde goriilebilir (Moody and Owens 1994, Mao et al.
1999). Ranaviriisler konak canlida sistematik nekrozitan enfeksiyona sebep olur ve
subklinik ve kalic1 enfeksiyonlar belirli kosullar altinda gortilebilir (Whittington and
Reddacliff 1995, Whittigton et al. 2010). Baliklarda ranaviriisiin immiin cevabi tam
olarak bilinmemesine ragmen kurbagalarda ranaviriise karsilik bazi immiin cevaplarin
var oldugu yaymlanmistir (Gantress et al. 2003, Maniero et al. 2006, Morales and
Robert 2007, Morales et al. 2010).

Ranaviriislerin genomu dogrusal ¢ift iplikli DNA (dsDNA) yapisinda olup tekdir ayrica
yiiksek derecede metillenmistir ve terminal UA fazliliklar1 igerir (Chinchar 2002,
Jancovich et al. 2011). Giiniimiizde 7 farkli ranaviriis tiiriiniin tim genom sekansi
tamimlanmustir (He et al. 2002, Jancovich et al. 2003, Song et al. 2004, Tan et al. 2004,
Tsai et al. 2005, Huang et al. 2009, Jancovich et al. 2010). En ¢ok ¢aligilan ranaviriis
geni major capsid protein (MCP) genidir ve benzer ranaviriis izolatinin gen sekanslari
genel kullanima agiktir. MCP sekanslar ranaviriislerin filogenisi, evrimi (gelisimi) ve
PCR yontemi ile MCP geni igeren bu virilis gruplarinim tespitinde kullanilir (Mao et al.
1996, Mao et al. 1997, Tidona et al. 1998, Hyatt et al. 2000, Marsh et al. 2002).

2.2.1 Genus ranaviriis

Ranavirtisler Iridoviridae familyasinin 4 genusundan birini temsil etmektedir. Bu
genuslar Iridovirus, Chloriridovirus, Lymphocystivirus ve Megalocytivirus (Jancovich
et al. 2011). Ranaviriisiin 6 resmi tiirii vardir; Ambystoma tigrinum viriis (ATV), Bohle
iridoviriis (BIV), Epizootic haematopoiteic necrosis virtis (EHNV), European catfish
virtis (ECV), Frog viriis 3 (FV3) ve Santee-Cooper ranaviriis (SCRV) uluslararasi viriis
taksonomi toplulugu (ICTV) tarafindan tiirler i¢inde de izolatlar tanimlanmistir
(Cizelge 2.2). Ek olarak gegici tiirler heniiz ICTV tarafindan ranaviriis taksonomisine

kabul edilmemistir (Jancovich et al. 2011).
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Cizelge 2.2. Ranavirus cinsine ait tiirler ve izolatlar (Jancovich et al. 2011).

Tiirler izolatlar

Ambystoma tigrinum viriis Ambystoma tigrinum virus (ATV)

Regina ranavirus

Bohle iridovirus Bohle iridovirus (BIV)

Epizootic haematopoietic necrosis virus Epizootic haematopoietic necrosis virus
(EHNV)
European catfish virus European catfish virus (ECV)

European sheatfish virus (ESV)

Frog virus 3 Frog virus 3 (FV3)
Tiger frog virus (TFV)

Santee-Cooper ranavirus Santee-Cooper ranavirus (SCRV)
Largemouth bass virus (LMBV)

Durumu Belirsiz (gecici) Tiirler
Rana esculenta iridovirus (REIR)
Singapore grouper iridovirus (SGIV)
Grouper iridovirus (GIV)

Testudo iridovirus (ThIV)

Rana catesbeiana virus-Z (RCV-2)

2.2.2 Virion Yapisi ve Sitopatolojisi

Iridoviridae familyasinin tdyeleri biyiik ¢ift iplikli DNA virlsleridir. Virionlar
genellikle 120-200 nm ¢apindadir ve ikozohedral simetri gosterirler (Chinchar 2002).
Virionun c¢ekirdegi, tanimlayic1 kapsomerin bir kapsid bilesigi ve transmembran
proteinler igeren lipit bir zar tarafindan sarilan niikloprotein flament igerir (Jancovich et
al. 2011) (Sekil 2.2). Virionlar konak hiicre membranini tomurcuklandirarak bir zara

sahip olabilirler ve zarfli virionlar yiiksek seviyede spesifik enfeksiyona sahip olmasina

18



ragmen hem zarfli hemde zarfsiz virionlarin her ikiside enfeksiyoneldir (Braunwald et
al.1979).

‘ surface
mtenal _~ protem
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apsid membrane
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| 7 me 1brane
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genomic
DNA
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viron VIIon

Sekil 2.2. Zarfli ve zarfsiz ranaviriis virion yapisi (Holopainen and Toivonen 2012).

Ranavirtislerin enfeksiyon gosterdigi siiriingenler, baliklar ve amfibilere ek olarak balik,
kurbaga ve memeli hiicrelerini iceren omurgali hiicrelerinde genis bir varyete de
enfeksiyon yetenegi gosterebilir (Jancovich et al. 2011). Viriis bilinmeyen bir reseptor
vasitastyla hiicre ortamina iki rotadan biriyle girer. Bu rotalar ya endositoz ile (zar
parcaciklar1) ya da sadece goOriinlimiinii hiicre igerisine aktararak (zarfsiz partikiiller)
konak hiicreye girer (Chinchar 2002). Zarfsiz giristen sonra DNA niikleusa aktarilir ve
burada immediate early (IE) ve delayed early (DE) viral transkripler hiicresel RNA pol
II tarafindan sentezlenir (Goorha et al. 1978, Goorha 1982). Transkriplerden birisi viral
DNA polimeraz, ¢ekirdekde viral DNA sentezini katalizler (Goorha 1982, Chinchar
2002). Viral DNA replikasyonun 2’ nci fazi sitoplazmada gerceklesir. Yeni sentezlenen
DNA tasinir ve on genomdan daha biiyiik boyutta konsatamerik esit pargali yapilara
rekombine edilir yani tekrar birlestirilir (Goorha 1982). Ge¢ viral mRNA
transkripsiyonu ya sitoplazmada olur ya da viral toplanma bdlgelerinde olur ve diger
DNA viriisleri ile birlikte tiim ge¢ gen ekspiresyonu viral DNA sentezine ihtiya¢ duyar
(Chinchar 2002). Translasyon sonrasi iiretimi ne genis Olclide glikozilasyon ne de

stilfatilizasyon ya da tespit edilen ranavirlis onciil proteinlerinden ayrilma gerektirir

(Chinchar et al. 2005).
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Ranaviriis DNA’sinda ki CpG gen adaciklarinda yiiksek seviyede metilenmis “C”
belirlenmistir (Willis and Granoff 1980, Eaton et al. 2007). Viral DNA sitoplazmada
virilis tarafindan kodlanan sitozin DNA metil transferaz enzimi ile metillenir (Willis et
al. 1984). Viral DNA metil transferaz enzimi FV-3 ve diger iridoviriislerinden
molekiiler olarak karakterize olmustur (Kaur et al. 1995, Tidona et al. 1996, Mao et al.
1996). Bu metilasyonun, viral DNA’y1 virlis tarafindan kodlanan endoniikleazlardan
korudugu iddia edilmektedir (Goorha et al. 1984). Bunun yani sira ranaviriislerden biri
olan Singapore grouper iridovis (SGIV) DNA metil transferaz enziminden yoksundur
(Song et al. 2004). Bu durum viral DNA metilasyonunun baska bir rolii oldugunu
gostermistir. Metillenmemis CpG adalar1 igeren bakteriyal DNA, dogustan gelen
bagisiklik akabininde reseptor 9 (TLR9) araci gibi galistigi tespit edilmistir (Bauer et al.
2001). Buda sunu gostermektektedir ki ranaviriisler kendi genomlarina konak immiin

sistemini indirgemek i¢in metilleyebilirler (Williams et al. 2005).

Virionun hiicreye girisi viral proteinlerin giris bdlgelerine taginmasiyla olusur ve
konsametrik viral DNA bazi mekanizmalar ile virionlar i¢inde paketlenir. Boylelikle
halkasal permute jenerasyonlar ve terminal yedek genom olusur (Chinchar 2002).
Virionlar hiicreden dogruca plazma membranina zarf parcalariyla ya da sitoplazma
icinde genis parakristalin dizileri seklinde depolanarak tomurcuklanma seklinde ¢ikarlar

(Chinchar 2002) (Sekil 2.3).
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Ranaviruses (family Iridoviridae)
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Sekil 2.3 Ranaviriislerin replikasyon dongiisiiniin 6zeti Chinchar (2002) tarafindan Springer
Verlag Wien izni ile tekrar ¢izilmistir.

FV-3 12 ile 32°C arasinda replike olur ve 30 dak. 55°C den daha yiiksek sicakliklara
maruz kaldiginda ya da UV iridasyonuna maruz kaldiginda inaktive olur (Chinchar
2002, Jancovich et al. 2011). Ranaviriisler 1 yil boyunca +4°C ya da -70°C de
saklandiklarinda infektivitelerini korumuslardir (Bailey 2007). Bazi ranaviriisler
kurumaya hassas iken BIV 42°C de 6 haftalik kurutma isleminden sonra infektivitesini
korudugu rapor edilmistir (Jancovich et al. 2011). Hiicre kiiltiiriinde ranaviriislerin
replikasyonu hizlidir. Viral makromolekiiller sentezleri ve sitopatik etkileri (CPE)
infeksiyondan sonraki birkag saat icinde tespit edilebilirler (Goorha and Granoff 1974).
Konak hiicresinde ki fonksiyonlarda ise ranaviriis infeksiyonu konak hiicresinin DNA,
RNA ve protein sentezini hizli bir sekilde inhibe eder, hiicre yapisinin tekrar
diizenlenmesine neden olur (Murti et al. 1985, Willis et al. 1985, Chinchar 2002).
Ranaviriisler konak hiicrelerinde apoptozisin karakteristik septomlarinada neden oldugu
gosterilmistir. Ornegin kromatik yogunlasma ve DNA par¢alanmasi (Zhang et al. 2001,
Essbauer and Ahne 2002, Chinchar et al. 2003). Viral gen ekspresyonu apoptozis

tetiklenmesinde gerekli degildir ama bunun programlanmis hiicre oliimiinde virion
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proteinleri tarafindan dogrudan ya da dolayli iliskisi olup olmadigi heniiz

belirlenmemistir (Chinchar 2003).

Konak igerisinde ranaviriisler hematopoetik dokular1 ve diger organlar1 enfekte eder.
Ormnegin; bobrek, karaciger, dalak, gastrointestinal sistem gibi kanamalarin yani sira
bolgesel ya da genel nekrozise sebep olur (Reddacliff and Whittington 1996, Williams
et al. 2005). Ek olarak septomlar kanamalar, deride kararmalar, diizensiz ylizme,
istahsizlik, ilgisizlik ve ataksidir (Langdon 1989, Ogawa et al. 1990, Williams et al.
2005). Balik enfeksiyonunda viral pargaciklar i¢ organlarin endotelyal, epitelyal ve

beyaz kan hiicrelerinin sitoplazmasinda tespit edilebilir (Ahne et al. 1997).

2.2.3 Ranaviriislerin Genomik Ozellikleri

Ranaviriis genomu tek, lineer, ¢ift zincirli bir DNA molekiiliidiir. Tiim geneom sekansi
7 ranaviriis izolatiyla neredeyse tamamlanmustir. Bu izolatlar FV-3, EHNV, ATV, tiger
frog viris TFV, Soff-shelled turtle irodo viriis STIV, Grouper irodoviris GIV ve
singapore grouper iroduviriis SGIV, EHNV, SGIV ve GIV orijinal olarak baliktan izole
edilmistir (Tan et al. 2004, Janchovich et al. 2010, Jancovich et al. 2003, He et al. 2002,
Huang et al. 2009, Song et al. 2004, Tsai et al. 2005). FV3, ATV ve TFV amfibi, STIV
ise reptil orjinlidir.

Bu izolatlarin genom uzunlugu 105-140 kbp arasinda degisim gostermektedir. GC
icerigi %48-55 ve potansiyel acik okuma uclarinin sayisi (ORFs) 92-139 arasindadir.
Izolatlarn ORFs leri 32 den 1300 aminoasit uzunluguna kadar degismektedir ve DNA
replikasyonunda, tamirinde, transkripsiyonunda niikleotit metabolizmasinda, virion
yapisinda, virlis konak etkilesimlerinde gorev alan proteinleri kodlarlar. Ranaviriis
protein Ornekleri ve tahmin edilen fonksiyonlar1 Cizelge 2.3’de gosterilmektedir.
Genomlarin tiimii tekrarlayan sekanslar icerir. Bu sekanslarin gen regiilasyonunda,
transkripsiyonunda ve viriislerin protein fonksiyonlarinda rol aldigi diisiiniilmektedir
(Kashi and King 2006). Ek olarak kodlanmayan RNA’lar 6rnegin mikro RNA’lar
(miRNAs) STIV genomunda tanimlanmistir (Huang et al. 2009). Memeli viriislerinde

miRNA’lar konak immiin sistemi cevabi, appoptozis viral yasam donglisiinii ve gen
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ekspresyonu diizenlenmesi tarafindan olusturulan enfeksyonda rol oynar (Nair and
Zauolan 2006, Cullen 2007).

Cizelge 2.3. Ranaviriislerdeki kodlanan protein 6rnekleri ve onlarin tahmin edilen gorevleri (He
et al. 2002, Tsai et al. 2005, Huang et al. 2009, Jancovich et al. 2010).

Fonksiyon Protein

DNA replikasyonu ve tamiri DNA polymerase
Thymidine kinase

NTPase/helicase

DNA transkripsiyonu RNA polymerase Il
Transcription elongation factor 1S
Ribonuclease I11 (RNase I11)

Nukleotid metabolizmasi Ribonucleotide reductase and subunit
(RNR and )
Thymidylate synthase (TS)
Deoxyuridine trisphosphate

nucleotidohydrolase (dUTPase)

Protein yapisi Major capsid protein (MCP)

Viriis konak etkilesimi 3-Beta-hydroxy-delta ~ 5-C27  steroid
oxidoreductase-like protein
Bcl-2-like protein
LPS-induced tumor necrosis factor-alpha
Eukaryotic initiation factor 2 (elF-2) like
protein

Ranaviriis vironun temel yapisal bilesimi MCP’dir. MCP’nin boyutu 50 kDa ve total
virion proteinlerinin % 40-45 olusturur (Williams 1996). Familya i¢inde MCP geni
yiiksek seviyede korunmustur ve bu aminoasit sekans kimligini diger viral familyayla
paylasirlar. Ornegin Asfarviridae, Ascoviridae ve Phycodnaviridae (Tidona et al. 1998,

Chinchar 2005). MCP iridoviriuslerin en ¢ok c¢alisilan genlerinden biridir ve bu gen
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viral gelisimi belirlenmesinde en uygun hedef gen olarak kabul edilir (Tidona et al.
1998). Tim genom sekanslarinin filogenetik analizlerine bagl olarak EHNV, ATV,
FV3, STIV ve TFV birbirleriyle yakin iliskilidirler ve iridoviriislerden GIV ve
SGIV’den ayr1 grupturlar (Eaton et al. 2007, Huang et al. 2009, Jancovich et al. 2010).

2.2.4 Epidomiyolojisi ve Konak Ozgiilliigii

Ranaviriise bagl dliimler ve hastaliklar diinyanin cesitli {ilkelerinde ki hem dogal hem
de ciftlik balik populasyonlarinda rapor edilmistir. Baliklar1 enfekte eden viriisler
EHNV Diinya Hayvan Sagligi Organizasyonu tarafindan (OIE 2011), tek tiir olarak
kabul edismistir. Su kiiltiirlerinde ve dogal sucul hayvanlardan zararli etki gdsterdikleri
icin Avrupa Birligi (AB) epizootic kanamali nekrozis (EHN) listesine alinmistir
(Anonymous 2006). EHNV ilk kez kirmiz1 yilizge¢ levrek (Perca fuliviatalis) izole
edilmistir. Avustralya’da hastaligin salgin1 sirasinda gokkusagi alabaligina da
bulagmistir (Langdon et al. 1986, Langdon et al. 1988). Daha sonra bir diger yakin
iligkili ranaviriis izolatt olan ESV Almanya’da ki yavru yayin baligi (Silurus glanis)
yetistirme ¢iftliginden izole edilmistir (Ahne et al. 1989). Fransa ve Italya’da Avrupa
catfish (ECV) virlisii hastalikli baliktan izole edilmistir (Amerus meler previosly
Ictalurus melas) (Pozet et al. 1992, Bovo et al. 1993). Bir diger ranaviriis genis agizl
levrek iridoviriisii (LBMV) Giiney Carolina, USA’daki dogal genis agizli levreklerin
(Micropterus salmoides) kiitlesel 6liimiinii takiben izole edilmistir (Plumb et al. 1996).
Giiney Dogu Asya’da iki ranaviriis izolati GIV ve SGIV izolatlar1 sar1 arfoz
(Epinephelus awoara) izole edilmistir (Lai et al. 2000). Daha sonrada kahverengi
benekli orfozda da (Epinephelus tawina) izole edilmistir (Chua et al. 1994). Ek olarak
ranavirlsler siis baligindan da izole edilmistir (Hedrick and Mc Dawell 1995, Paperna et
al. 2001, Gibson and Kueh et al. 2003). Hastaligin yayilmasi igin ranaviriisler goriiniiste
saglikli konaklar olan Sander lucioperca ve Stizostedion lucioperca’dan izole edilmistir
ve kisa kanatli yilan baligindan da (Aguilla australis) izole edilmistir (Bang Jensen et
al. 2009, Tapiovaara et al. 1998).

Diinya genelinde, amfibiler arasinda ranaviriis enfeksiyonuna bagli bir¢ok hastalik

ortaya ¢ikmistir ve OIE kaydina gore tlim ranaviriisler, amfibiler i¢in patojen olarak
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bildirilmistir (OIE 2011). Patojenik deri fungusu B. dendrobatidis’e ek olarak
ranavirlsler diinya genelinde amfibi hastaliklarina sebep olan ajanlar olarak kabul edilir
(Chinchar 2002). izole edilen ilk ranaviriis FV3 olup tiimér tasiyan bir kuzey kurbagasi
(Lithobates pipiens eskiden Rana pipiens)’nin bobreginden izole edilmistir (Granoff et
al. 1966). 1992°de, BIV Avustralya’da siislii kazic1 kurbaga (Limnodynastes ornatus)’
dan izole edilmistir. frodoviriis gibi ajanlar can ¢ekisen yesil kurbaga (Rana esculenta)’
dan izole edilmistir (Fijan et al. 1991) ve 1990’lar da Avrupada ki ¢ayir kurbagasi
(Rana temporaria)’nin siradist Olimlerinden izole edilmistir (Drury et al. 1995,
Cunningham et al. 1996). ATV Kanada’da ki hastalikli kaplan semenderler (Ambystoma
tigrunum diaboli) arasindan izole edildi (Bollinger et al. 1999). Bir FV3 benzeri
ranaviriis hastalikli domuz kurbagalarindan (Rana grylio), aga¢ kurbagalarindan (Rana

sylutira) ve kuzey leopar kurbagalarindan izole edilmistir (Greer et al. 2005).

Giliney Amerika’da, bir ranaviriis FV3 ve ATV ile yakindan iliskilidir ve kurbagalarda
olimli hastaliklarin sebebidir (Fox et al. 2006). Venezziiella’da 7 farkli ranaviriis
izolat1 kara kurbagalarindan (Bufo marinus) ve kurbagalardan (Leptodactylus)
bulunmustur (Zupanovic et al. 1998). Son zamanlarda Belgika ve Hollanda’da ki
kirmizi  kuyruklu pirtiklic semenderde (Tylotatritan kweichowensis) ranaviriis
enfeksiyonunun salgin oldugunu belirten raporlar yaymlandi (Pasmans et al. 2008).
Ortak bir sekilde Ispanyada ki ebe kurbagalar (Alytes obstetracians) ve alp
semenderlerinde (Mesotrian alphestris) ve Danimarka’da ki yenilebilir kurbagalarda da
(Peolophylax kl. esculentus) bulunmustur (Balseiro et al. 2009a, Balseiro et al. 2009b,
Ariel and Bang Jensen 2009).

Reptillerde ranaviriisler, bircok tiirden izole edildi. Ornegin hastalikli yesil pitonlarda
(Chondapython viridis), yaprak kuyruklu kertenkeleler (Uropltus fimbriatus) ve g¢ok
cesitli kaplumbagalarda izole edildi (Hyatt et al. 2002, Chen et al. 1999, De Voe et al.
2004, Allender et al. 2006, Johnson et al. 2007, Johnson et al. 2008).

Ranaviriisler baliklari, kurbagalar1 ve siiriingenleri enfekte edebilir. Ama izolatlar tiir,

yas ve cografik orjinine gore konak hayvana belirlenmis 6zgiilliikk gosterirler (Chinchar

2002, Chinchar et al. 2005). Ek olarak bulagma yolu viral dozaj ve ¢evresel faktorler
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hastaligin baslangicinda rol oynarlar (Brunner et al. 2005, 2007). Simdiye kadar EHNV
sadece Avustralya’da izole edilmistir ve Avustralya’da farkli gokkusag: alabaligi, tatlisu
levregi ve diger dogal kemikli balik topluluklarinin 6liim sebebi olmustur (Langdon et
al. 1988, Langdon 1989, Whittington et al. 1994, Whittington and Reddacliff 1995).
Bununla birlikte Avrupa’da ki tathisu baliklariin ve gokkusag: alabaligi tiirlerindeki
onemli Olimler ticaret yoluyla da bulasmis olabilir (Ariel and Bang Jensen 2009). Bu
olay c¢ayir kurbagasinda (Rana temporaria) da goriilmiistiir, ranaviriis enfekte olan
dogal hayvanlardan ortak su kaynaklarindan tasinmis olabilir (Bailey and Feist 2011).
Ayrica bazi deneysel kosullarda EHNV turna baliginda (Esox lucius), sudak baligi ve
siyah yayin baliginda patojenik olarak goriilmistiir (Bang Jensen et al. 2009, Gobbo et
al. 2010, Bang Jensen et al. 2011). ECV ve ESV’nin her ikiside gen¢ ve yetigkin
baliklarda 6liime sebep olur (Ahne et al. 1990, Pozet et al. 1992, Bovo et al. 1993,
Gobbo et al. 2010). ECV ve ESV ¢ok yakin iligkili olmalarina ragmen onlar konak
spesifikligi gosterirler. Kiivette bulunan siyah yayinlar ile yapilan ¢alismalarda ECV ile
olim ortaya ¢ikarken ESV ile 6lim gozlenmemistir (Gobbo et al. 2010). Ek olarak
ECV ve ESV periton i¢cinde bulundugu zaman uzun levrek’de sebep olmustur (Bang
Jensen et al. 2011). Oysaki turna baligi ESV’ye duyarli oldugu ama ESV’ye duyarli
olmadig test edilmistir (Bang Jensen et al. 2009). Levrek irodoviriisii (PPIV) ve kisa
Avustralya yilan baligi ranaviriisi (SERV) turna baliginda 6liime sebep olurken
levrekte olmaktadir (Bang Jensen et al. 2009, 2011). Genis agizli levrek iridoviriisii
(LBM) dogal ortamda yetigkin genis agizli levreklerde 6liime sebep verir (Plumb et al.
1996). Oysaki deneysel kosullarda 6liim periton i¢i durumlarda gergeklesmistir ama oral

olarak viriis verilen geng baliklarda 6liim gergeklesmemistir (Woodland et al. 2002).

Yetiskin Xenopus laevis bireyleri FV3 enfeksiyonuna direng gosterebilir, oysaki izolat
iribaglar i¢in yiiksek derecede patojeniktir (Gantress et al. 2003, Robert et al. 2005).
Kanada da FV3 benzeri ranaviriis izolati iribaslari, larval semenderleri ve amfibi
tiirlerinin sympatrigi olan yetiskin semenderleri enfekte ettigi rapor edilmistir (Duffus et
al. 2008). BIV iribaslar i¢in ve birka¢ amfibi tiiriiniin jiivenil bireyleri i¢in yliksek
seviyede patojeniktir (Cullen and Owens 2002). Ayrica baliklarda 6liim sebebi olarak
gosterilir (Moody and Owens 1994, Ariel and Owens 1997). Balik ve kurbagalarin

Ranaviriis enfeksiyonlarmin bir diger 6rnegi de Redwood Creek, USA’ da rapor
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edilmistir. Burada da aymi FV3 benzeri izolat dikence baligindan (Gasterosteus
aculeatus) ve kirmizi bacak hastalikli kurbaga larvalarin (Rana aurora) dan
bulunmustur (Mao et al. 1999). Uyari ¢alismalarinda amfibi ranaviriisiit FV3 farkli balik
konaklarinda 6liime sebebiyet vermemistir (Bang Jensen et al. 2009, Gobbo et al. 2010,
Bang Jensen et al. 2011). Ek olarak sazan baligi (Cyprinus carpio) ve japon baligi
(Carassius auratus) 8 farkli balik ve amfibi ranaviriisleri ile miicadelesinde oliimciil
belirtiler gostermemistir (Bang Jensen et al. 2011). Diger bir yandan balik higbir
hastalik belirtisi gdstermemis olmasina ragmen Picco vd. (2010) genis agizli levregin

periton i¢ine enjekte edilen tiger semender ranaviriisiinii izole etmeye basarmistir.

Sicaklik, konak tiirlerin ranaviriis enfeksiyonu sirasinda hayatta kalmalar: tizerine etkisi
vardir. Whittington and Reddacliff (1995)” de su sicakliginin artmasi ile kirmizi kanath
levrek azalmasinda ki EHNV enfeksiyonunun inkiibasyon periyodunu gostermistir ve
12°C altinda higbir enfeksiyon saptamamamistirlar. Diisiik sicakliklarda enfeksiyon
stiresi arttirllsa bile benzer bir egilim gokkusagr alabaliginda goriilmemistir.
Semenderler 26°C ATV’ye maruz kaldiklarinda hayatta kalmislardir. Oysaki diisiik
sicakliklarda (18-10°C) yiiksek seviyede oliimleri gézlemlenmistir (Rojas et al. 2005).

2.3 Beysehir Golii

Beysehir Goli, Anadolu'nun en biiyiik kapali havzasi olan Konya Havzasinin giiney
batisinda yer almakta ve Goller Yoresinde Beysehir ilgesinin kuzeyinde, Sarkikaraagag
ilgesinin giineyinde, Sultan Daglar ile Anamas daglar arasindaki tektonik cukurlukta
yer alan Tiirkiye'nin en biiyiik tatli su golii ve ylizey alani agisindan iigiincii en biiyiik
golidiir. Yasanan kuraklik nedeniyle Tuz Goli’niin kayiplari, Beysehir Goli'ni 2.
bliylik gol haline getirmistir. Birinci Derece Dogal Sit Alani olan gol; Beysehir ve
Kizildag milli parklarini barindirir. Gol; dogal giizelligi, zengin biyolojik cesitliligi ve
bulundugu bolgedeki en biiyiik tath su kaynagi olmasi nedeniyle tilkemizdeki 6nemli

sulak alanlardan biridir.

Goliin olustugu yerde daha dnce bir yerkabugu ¢okiintiisii olmussa, g6l ¢anaginin esasi
bu yol ile hazirlanmis demektir. Boyle yerkabugu kirilmalar1 ve biikiilmeleri yoluyla

olugsmus canaklardaki gollere tektonik goller adi verilir. Her tektonik ¢okiintii yerinde
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g0l bulunmasi gerekmez. Clinkii gol, birikebilecek sularin bulundugu ve bunlarin
birikebilecegi canak bigimi sartinin mevcut oldugu yerlerde olusur. Boyle gollerin sayisi
Tirkiye’de coktur (30 kadar gol boyledir). Beysehir Golii de olusumu bakimindan
tektonik meseyli, karstik bir goldiir.

Cografi konumu ¢evredeki yeryiizii sekilleri ve barmdirdigi ekosistemeler nedeniyle
yaban hayat a¢isindan da iizerinde durulmasi gereken bir konumdadir yaban hayati
dogrudan etkileyen bu o6zellikleri soyle siralamak miimkiindiir (Ezer, Beysehir goli

yiizey su toplama havzasi yonetim plan1 6rneginde ekolojik yaklagimi, 2003/1).

1.Goliin gevresinde sularin ¢ekilmesi veya tasinma ile gelen sedimanlar nedeniyle yer
yer siglasmis bolgeler olup buralarda olusumlar oldukca genis sazlik ve kamisliklar,

ozellikle su kuslar1 i¢in kulucka ve barinma alanlarini olustururlar.

2. GOl cevresindeki alanda cam, sedir, ardi¢ ve mesenin tek tek veya bir arada birlikler
olusturdugu bir orman ekosisteminden soz edilebildigi gibi genis diizliiklerde otsu
bitkilerin yer aldig1 step ekosistemini de gozleyebiliriz. Alanin bu dogal yapisina tatlisu

ekosistemi de eklendiginde essiz bir ekosistemler biitinliigli olusmaktadir.

3. Gol igerisindeki ¢esitli biiyiikliikklerde adalar bazi kus tiirlerinin giivenle kulucka

yapmasina olanak saglamaktadir.

Beysehir Golii'niin yiizey alani, suyun en yiiksek oldugu doénemde yaklasik 73 000
hektardir ve goliin ortalama derinligi bes metredir (en derin yeri 10 metre). Denizden
yiiksekligi yaklasik 1121 m, yiiz ol¢imi 656 km?, genisligi kuzeyinde 15 km,
giineyinde 25 km, uzunlugu 45 km’dir. Cevresi, yiiksekligi 2000 metreyi asan daglarla
cevrilidir. Deniz seviyesinden yliksekligi ise 1115 metredir. Fazla gelen sular, yapilan

bir kanalla dogrudan Carsamba suyuna verilir.

Gol alani, 1991 yilinda Birinci Derece Dogal Sit Alani ilan edilmistir. 1993 yilinda g6l
ve ¢evresindeki biyolojik gesitlilik acisindan degerli alanlar, Isparta ve Konya illerine
bagl olan Kizildag ve Beysehir milli parklart sinirlart igine alinmistir. Ayrica gol,
suyunun birinci dereceden igme suyu kriterlerine uymas: nedeniyle igcme ve Kullanma

Suyu Koruma Sahasi statiisiine de sahiptir.
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Beysehir Golii, ayn1 zamanda 6nemli kus alani ve 6nemli bitki alanidir. Beysehir Golii,
endemik balik tiirleri agisindan 6nemlidir. Ancak bu durum 1970’ ler de géle sudak
(Stizostedion lucioperca) baliginin atilmasi ile degismis ve endemik balik tiirlerinin
nesli goli besleyen akarsularda rastlananlarin disinda tiikkenmistir. Giiniimiizde goldeki

baskin balik tiirleri sudak ve sazandir.

Beysehir Golii lizerinde ortalama olarak 33 tane irili ufakli ada vardir ve kislayan ve
tireyen kuslar acgisindan olduk¢a 6nemlidir. Golde su seviyesine gore ada sayisit da

degismektedir. Ancak bu degisim pek onemli degildir.

Baslica adalar sunlardir:

Mada Adas1 (Kazak): Mada kelimesi Farsca’da disi hayvan manasinda kullanilir.
Beysehir Golii’niin en biiyiik adas1 olup, 8 220 hektar alana sahiptir. Uzerindeki Mada
Koyii’nde Yoriikler yasar. Adaya 1865'te 30-40 hane kadar Kazak yerlesmis ama daha

sonra go¢ etmislerdir. Bundan dolay1 adaya Kazak adasi da denir.

Hac1 AKkif Adasi: Adini, aslen Hoyranli olan ve Beysehir’deki tinlii tarihi evin sahibi
olarak bilinen Haci1 Akif Efendi’den almistir. Adalar kiimesinin giineyindedir.
Beysehir’e uzakligi 25 km kadardir. Sarkit ve dikitleriyle {inlii 100 m uzunlugunda bir
magarast vardir. Roma donemine ait tapinak kalintilari, goriilmeye deger glizelliktedir.
Bocek tiirleri yOoniinden zengin olan adada, bazi hayvan tiirlerinin iiretimi de

yapilmaktadir. Milli park alan1 olarak koruma altina alinmigtir.

Igdeli Ada: En yiiksek noktast 1282 metre olan ada turistik acidan ilgiye deger

giizelliktedir. Kiyilart dik ve derin olup, genis kumsallar1 vardir.

Orta Ada: igdeli ve Aygir Adalar’'min 200 metre agiginda yer alan bu ada 2500
dekarlik alana sahiptir. Diger iki ada ile olusturdugu bogaz c¢ok giizeldir. Tepe noktasi
1146 metredir. Cogunlukla ardi¢ aga¢larinin olusturdugu genis bir bitki ortiisii vardir.

Ada tlizerindeki eski yap1 kalintilart da vardir.
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Kes Adalar: Iceri ve disar1 adalar olarak da bilinir. En yiiksek noktas1 1134 metredir.
Otlak durumunda olup 10 kadar kiiciik adadan olusur.

Aygir Adasi: Tabii agidan ilgi c¢ekici nitelikleri adada koy ve kumsallar oldukca
giizeldir. 1055 dekarlik alani olup en yiiksek noktasi 1260 metredir. Kilise kalintilart

vardir.

Kizilada: Eski yap1 kalintilar1 ve magarasi vardir. Adanin alani 815 dekar civarindadir.

Cecen Adasi: Asagiagil, Terkenli, Hact Osman ve Gavur Adasit da denir. Adada ¢iftlik
evleri ve birgok tarihi kalintt mevcuttur. Alan1 595 dekardir. Uzun yillar dncesinde
Rumlar’in bulundugu ada Istiklal savasinda gosterdikleri yararhiliklardan dolay:

Cecenler’e verilmistir.

Golkas1 Adasi: Golkasi’na uzakligi 500 metre civarinda olup 565 dekarlik alani vardir.
Adada bol miktarda aga¢ mevcuttur. En yliksek noktas1 1138 metredir.

Esek Adasi: En yliksek noktast 1139 metre alan1 140 dekardir. Seyrek de olsa agaclarla
kaplidir. Selguklular donemine ait oldugu sanilan eski yap:1 kalintilar1 vardir. Bu yapilar

Kubadabad Sarayi ile ¢agdas olmalidir.

Kizilada: Ikinci Kizilada olarak da bilinir. Kurucuova yakinlarindaki ada, kasaba halki

tarafindan ekilmektedir. En yiiksek noktasi 1142 metre ve alan1 110 dekar civarindir.

Akburun Adasi: Omer Cavus adasi olarak da bilinir. Eski yap1 kalintilar1 ve mezar

taglar1 vardir. Alan1 60 dekar civarinda olan adanin en yliksek noktasi 1128 metredir.

Kirse Adasi: Adada kilise kalintilar1 vardir. Alman arastirmaci Hirschfeld’in 1878'de
ziyaret ederek izlenimlerini anlattigi kalintilar muhtemelen bunlardir. Kirse bogazi
adayr Mada Adasindan ayirir. G6liin en derin oldugu bolgede 18 metre ile burasidir.

Alan1 10 dekar civarinda olup iizerinde kasr kalintilar1 da vardir.
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Kiz Kulesi: Kubadabat sarayi’nin 3,5 km kadar kuzeydogusunda 5 dekarlik bir adadir.
En yiliksek noktast 1138 metredir. Kubadabad saraymin harem dairesi olarak
kullanilmustir. ik bakista kalin har¢li duvarlariyla ilgi ¢eker. Kayalik 6zelligi de tasiyan
ada icinde bir¢ok eski yap1 kalintis1 vardir. Bir donem 230 kadar kusun barindig1 ada

icin kus cenneti nitelendirilmesi de yapilmistir.

Hoyiik Adasi: Tarima miisait olup 20 dekarlik alan1 vardir. Mezar, kemik, ¢anak ve

¢omlek kalintilar1 bulunmustur.

Mindiras Adasi: Magarasi ve antik kalintilartyla dikkati ¢eken bir adadir.

Kiil Adasi: Alan1 10 dekar civarinda olup en yiiksek noktas1 118 metredir. Sonradan

dolduruldugu sdylenen diideni ve bu olayr anlatan efsanesiyle tnliidiir.

Bu adalara ek olarak; Tashi ada, Kum adasi, Geyik adasi, Ketlas adasi, Yilan adasi,
Kuskondu adasi, Yaprakli ada, Camiz adas1 ve Afrika adalarini1 da saymak miimkiindiir

(Int. Kyn. 5).
2.3.1 Tarihgesi

Bazi kaynaklara gore eski caglardaki adi Karalis Lak olan Beysehir Golii M.0O.1500
yillarinda tagmis ve Konya Ovasi’mi sular basmistir. Bazi kaynaklar; gollenmenin
olustugu canagin eski zamanlarda Krosna adiyla anilan bir ova iken, bu ovanin sonradan
Cukurova, Kuruova adlarmi aldigint ve daha sonra da ovada gdllenmenin olustugunu

yazarlar. Bir ara da, adi Buhayrei Gurgurum olmustur.

Yaygin Kiil Adas1 Efsanesi, Kiil Adasi’nin ger¢ekten yigma bir ada olmasi1 ve bunu kiy1
koylerine hala elde bulunan eski salma kagitlarinin dogrulamasi; gol alaninin sonradan
genisledigi kanisim1 vermektedir. Yine, gol sular c¢ekilince sular altinda kalmis birgok
yap1 kalintilarimin ortaya ¢ikmasi ve bolgenin karstik olusumlu olup, bu olusumda
diidenlesmenin ¢ok yaygin olusu bu goriisii pekistirmektedir. Beysehir Golii tektonik
olaylar sonunda yiizeyin c¢ukurlastigi ya da ¢Okiintiiye ugradigi kesimlerde olusmus

gollerdendir.
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2.3.2 Beslenme ve Bosalmasi

G0l yer {istii ve yer alt1 sulartyla beslenmekte, Golgay ile iistten ve Beysehir-Manavgat
yer alt1 irmagi ile dipten bosalarak Akdenize ulasir. Bu nedenle de suyu tathidir; merkez

gibi baz1 kiy1 kdyleri igme sularin1 gélden saglarlar.

Karstik olusumlu olan goliin, kuzeybati ve gilineybatisinda biiylik diidenler bulunur.
Karstik olusumlu gollerde toprak alt1 akis yollar1 kil ve balcikla tikanmig ve su emme
yetenegini yitirmis olan karstik ¢ukurlarinda dolinler, polyeler olustugu i¢in Beysehir

Goliinde; diidenler, obruk ve burgaclar, yer alt1 sular1 yaygindir.

Bir goliin su diizeni; besleyici akarsularin diizenine, yagisa, buharlagsmaya ve sizmaya
bagli olmaktadir. 1967-1978 yillar1 arasinda Beysehir Golii’niin sular1 oldukg¢a kabarmig
ve taskindan zarar goren arazi miktari, 1100 hektar ile 2000 hektar arasinda degismistir.
Gol kiyisinda Tolca, Golkasi, Ciftlik Kdyleri ile bir 6l¢iide ilge merkezi, taskindan zarar
gormiis; taskin, Tolca Kdyii’'nde can kaybina yol agmistir. Ayrica kanal boyunda da
500-1500 hektar arazi taskina ugramistir. Yine Beysehir-Akseki yolu, karayollarinin
siirekli bakim ve beslenmesi ile trafige siirekli acik tutulabilmistir. Tagkinin temelden

¢ozlimil, yeni sulama projesinin gergeklestirilmesidir.
2.3.3 Gol Uriinleri

Beysehir Golii, Su Uriinleri yoniinden oldukga zengin ise de yeterince yararlanilamaz.
Bunun temel nedeni, g6l canlilarinin fazla ekonomik ve leziz bulunmayisidir. Fakat gol,
ileri yontemlerle balik¢ilik ve baliklandirma yapildiginda, Anadolu’yu besleyebilecek

elverisliliktedir.

Golde bolca tatlisu baligi ve canlilart bulunmaktadir. Cogunlugu sazangillerden olan
tath su baliklari; sazan, akbalik, kizilkanat, siraz, gokce, camurca, kaya ve yilan
baliklaridir. Ayrica, kerevit, kaya midyesi, yengec, kurbaga, siiliik, su yilani, su faresi,

su kaplumbagasi1 da bolca bulunur.

Golde su hayvanlar1 yaninda; su siimbiilii, binyaprak, kofaotu, yabani nane, saz kamisi
otu, tuz otu ve ayrik gibi gol bitkileri de vardir. Gol, kuslar yoniinden oldukca

zenginken, bilingsiz avlanmalarda kus tiirleri azalmistir. 1930’larda talgan kusunun
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kiirkiiniin Avrupa’ya satildigin1 bugiin sasarak 6greniyoruz. Bolgede tiifekgiligin ¢ok
gelismesi, kuslarin azalmasina yol agmistir. G6liin Milli Park olarak degerlendirilmesi
eskiyi ve dogay1 yok eden bu bilingsiz gidisi dnleyecektir. Kizkulesi Adasi, bir kus
cenneti gibidir. Fakat ne yazik ki, yumurtalar1 toplanan kuslarin tiirleri artik

azalmaktadir.
2.3.4 Goliin iklimi

Golin yaz mevsimi sanildigindan daha uzun ve yumusaktir. Yagis ve nem az, 1si
yeterlidir. Elverigsiz olan daraz denilen riizgardir. Daraz yazin arada bir eser. Toz
kaldiran golde calkanti yaratan, sert bir esintidir. Havay:1 serinletir, sig kiyilar
bulandirir. Sinirleri kamgilayicr etkisi varir. Ancak, daraza karsi korunabilir. Gol suyu
1s1s1 diismediginden sudan ¢ikinca korunmak kosuluyla doya doya gole girilebilir.

Ozellikle bu riizgar, golde plaj donanimlarmni zorunlu kilmaktadar.

Golde firtina ve dalgalar, genellikle kistan ¢ok yazin goriilmektedir. Biiyiik dalgalar pek
goriilmez; ancak gdl sularimi dipten ¢alkalayan karayel, bazen biiylik dalgalar yaratir ve

g0liin siskinligi donemine rastladiginda dalgalarin kopriiyii ve yolunu astig1 goriiliir.

Beysehir Golii'ne yalnizca Temmuz ve Agustos aylarinda girilebilecegi kanisi yalgin

ise de; gercekte Haziran bagindan Eyliil sonuna kadar girilebilmektedir.

Gol suyu ortalama sicakligy; Ilkbaharda 12,4, yaz1 21,9, sonbaharda 11,3 ve kisin da 4
derecedir. Son 5 yillik ortalamalara gore en soguk ay 2,6 derece ile Ocak ay1 ve en sicak
ay da 22,7 derece ile Temmuz ayidir. Gol, 1975 ile 1976 Ocak ve Subat aylarinda
donmustur. Go6l suyunun ortalama 1sis1 soyledir: Ocak 2,6, Subat 5,2, Mart 8,2, Nisan
12,1, Mayis 17,0, Haziran 21,0, Temmuz 22,7, Agustos 22,1, Eylil 19,1, Ekim 15,2,
Kasim 9,6 ve Aralik 4,3 derecedir. Antalya’da deniz suyunun ortalama sicakligi yazin
27 derece olup, denizin golden yazin yalmizca 5 derece kadar daha sicak bulundugu

goriiliiyor. Havaya gore gol, Sonbahar disinda daha sicak olmaktadir (Int. Kyn. 6).
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2.4 Pelophylax caralitanus (Arikan 1988)
Tirkiye’de giineybatt Anadolu’daki goller bolgesine endemik bir kurbaga tiirii olan
Anadolu bataklik kurbagasi (Arikan’in bataklik kurbagasi) ya da Beysehir kurbagasi

(Pelophylax caralitanus) Ranidae familayasinin liyelerindendir (Cizelge2.4).

Cizelge 2.4. Pelophylax caralitanus’ un taksonomik hiyerarsisi

Kingdom (Alem) Animalia (Hayvanlar)

Phylum (Sube) Chordata (Kordalilar)

Subphylum (Alt Sube) Vertebrata (Omurgalilar)

Class (Sinif) Amphibia

Order (Takim) Anura

Suborder (Alt takim) Neobatrachia

Family (Aile) Ranidae (Rafinesque 1814)

Genus (Cins) Pelophylax (Fitzinger 1843)

Species (Tiir) Pelophylax caralitanus (Arikan 1988)

Ranidae (Ger¢ek Su Kurbagalar1) familyasinin temel ozellikleri arka bacaklar uzun,
diller ag1z tabanina 6n bolgeden bagli, arka ucu serbest ve genellikle ¢atallidir. Kulak
zar1 herzaman bulunur. Diinya genelinde dagilimi kozmopolittir. Cogunlukla Afrika ve
Giliney Asya’da bulunurlar. Var olan disler iist ¢enelerinde (Maksilla-Premaksilla)
bulunur. Devamli olarak suya bagimli olan hayvanlardir (Budak ve Gégmen 2008)
(Resim 2.4). Bu familyaya ait olan Anadolu bataklik kurbagasi (Arikanin bataklik
kurbagasi) ya da Beysehir Kurbagasi olarak bilinen Pelophylax caralitanus giineybati

Anadolu daki goller bolgesine endemiktir.
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[
Resim 2.4. Pelophylax caralitanus’ dan bir resim

Pelophylax caralitanus, sakak bolgesinde koyu kahve serit olmamasi ile Tirkiye’deki
diger ova kurbagasi tiirleriyle (P. ridibundus ve P. bedriagae) benzerlik gosterse de
karmm ve boyun bélgelerinde turuncu, sart ve kirmiziya calan desenlerin varligi ve

digerlerine oranla daha iri boyutlarda olmasindan dolayr onlardan farklidirlar (Arikan

1988) (Resim 2.5).

Resim 2.5. Pelophylax caralitanus
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Konya ovasindan Denizli’ye kadar yayilis gosterirler. Beysehir Goli, Egirdir Gold,
Sugla Golii, Carsamba Deresi (Konya), Golciik Golii (Isparta), Hotamis Gold, Ivriz
Golu  (Eregli/Konya), Cardak ve Civril’de (Denizli) Isikli Goliinde kayitlar
bulunmaktadir (IUCN 2011). P.caralitanus’un yayilis alanlari; bat1 29,73-dogu 31,95,
kuzey 38,71-giiney 36,71 enlem ve boylamlari arasinda oldugu belirtilmistir (int. Kyn.
2) (Resim 2.6). P.caralitanus’ un temel besin kaynagi bocekler [Insecta (Orthoptera,

Coleoptera, hemiptera, Diptera)] ve Gastropoda’ lardir (Atatiir et al. 1993).
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Resim 2.6. P. caralitanus yayilis alan1 (Int. Kyn. 2).

Ekonomik ve ekolojik biiyiik oneme sahip olan endemik Beysehir kurbagalarinin
kiiresel 1sitnma ve diger faktorlere bagli olarak sucul habitatlarin kurumasi dikkate deger
sekilde tiir sayisinin azalma sebeplerinin en basinda gelmektedir. Dogal sulak alanlarin
giinden giine yok olmasi tiirlerin beslenme, barinma ve iireme alanlarin1 kisitlayarak
olumsuz yonde etkilemektedir. Bunlara ek olarak da glinlimiiziin patojen hastaliklarin
yayilmasinda etken olan en kaide deger sebeplerden biride P. caralitanus’un yenilebilir
kurbaga tiirii olmasiyla bilingsiz ve asir1 derecede toplanmasidir. Toplanarak Fransa,

Italya ve Isvicre gibi iilkelere ticareti yapilmaktadir. Bu faaliyetler kurbaga tiiriiniin
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azalmasma sebep olmakla birlikte bahsedildigi iizere patojen mikroorganizmalarin
taginimi ile yayilis alanlarinin geniglemesine sebep olmaktadir. Bu patojenler arasinda
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) fungusu ve Ranavirusler (Iridoviridae) amfibiler
tizerinde Olimciil hastaliklara sebep oldugu bilinmektedir. Bu bilgiler de tiir azalis
sebepleri arasinda bu iki hastalik yapict mikroorganizmanin da yer almasi gerektigini

ortaya koymaktadir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Arazi Calismalar1 ve Ornekleme:

Calisma alan1 olan Beysehir Golii’ne 2012 ve 2013 yillarinda birer defa olmak tizere iki
arazi ¢aligmasi yapilmistir. Yapilan arazi ¢aligmasinda goliin tiim ¢evresi dolasilmis ve
hayvan yakalamak i¢in uygun olan bdlgelerden 6rnekleme yapilmistir. Goliin dogu,
kuzey, bati ve gliney béliimlerinden yapilan Orneklem islemleri sirasiyla lokalite I,

lokalite 11, lokalite III ve lokalite IV olarak gruplandirilmistir (Resim 3.1).
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Resim 3.1. Beysehir goliine ait goriintii.

Arazi ¢aligmasi yapilan bolgede 4 lokaliteden toplam 64 hayvan yakalanmistir. Arazi
caligmasinda 6zellikle hastalik belirtisi gosteren kurbaga 6rnekleri steril, tek kullanimlik
kaplar kullanilarak yakalanmistir. Kurbagalarin dogal nem dengelerini korumalari
agisindan kaplara bir miktar dogal ortamlarindan su eklenmistir. Orneklem islemleri

tamamlandiktan sonra hayvanlar alindig1 dogal ortamlarina geri saliverildi (Resim 3.2).
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Resim 3.2. Beysehir Golii ve arazi ¢aligmalarina ait bazi fotograflar.

Chytridiomycosis tanisi igin Orneklemeler pamuk uglu swap (Medical Wire and
quipment, MW 100-100; sourced from Biomerieux) kullanilarak hayvan {izerinden
alinmistir. Bu islem 10 kez kurbaganin dorsal yiizeyine, 10 kez her iki koltuk alt1 ve
kasik bolgesine, 10 kez ventral yiizeyine, 10 kez her kalganin alt kismina ve 10 kez
ayaklarinin alt yiizeyine siirtiilerek yapilmistir (Resim 3.3). Swaplama teknigi yiizey
alanindan en fazla miktarda 6rneklem alinabilmesi igin seg¢ilmistir ve negatif sonug

¢ikma ihtimalini minimuma indirmektedir. Alinan swaplar 2,0 mL’lik steril ependorf
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tiiplere alinip arazi sirasinda azot tanklarinda muhafaza edilmistir. Laboratuvar ortamina

gotiiriildiikten sonra analizler yapilincaya dek -20 °C’de saklanmistir (Kriger et al.
2006).

Resim 3.3. Swaplama islemlrine ait fotograflar.

Ranavirus tanist i¢in Orneklerin konuldugu kaplar icerisinde bulunan epitel deri
dokiintiileri alinarak %70’ lik etanol bulunan 2,0 mL’lik ependorf tiiplere konulmustur.
Ayrica arazi sirast esnasinda Olii orneklerden 0,5 cm?lik deri ve kas pargalar1 da
alinarak %70’ lik etanol bulunan 2,0 mL’lik ependorflara alinmistir ve arazi sirasinda
azot tanklarinda muhafaza edilmistir. Laboratuvar ortamina gotiiriildiikkten sonra

analizler yapilincaya dek -20 °C’de saklanmistr.
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3.2 Laboratuvar Analizleri

Laboratuvar c¢alismalarinda o6rneklerden DNA izolasyonu, DNA’larin izolasyon
kontrolii i¢in elektroforez ve Qbit cihaz Olgiimleri, qPCR islemleri ve sonuglarin

degerlendirilmesi yapilmistir.

3.2.1 B. dendrobatidis icin DNA izolasyonu

Arazide alinan swap Ornek sayist kadar 2,0 mL’lik vidali kapakli tiipler hazirlanarak
etiketlendi. Etiketlenmis her bir tiip icerisine 30-40 mg 0,5 mm ¢apindaki
zirkonyum/silika boncuklar konuldu. Daha sonra iizerlerine 50 puL PrepMan Ultra
(Applied Biosystems #4318930) eklendi ve son olarak swaplar saplar1 kesilerek tiiplere
koyuldu. Tiim bu iglemler bittikten sonra tiipler BeadBug (Benchmark) cihaz1 ile 45-60
sn boyunca 4000 rpm de homojenize edilirek mevcut zoosporlarin parcalanmasi
saglandi ve ardindan kisa bir siire buz kiivetinde sogutmak i¢in bekletildi. Daha sonra
ornekler 13 000 xg de 30 sn santrifiij yapildiktan sonra homojenizasyon ve santrifiij
islemleri tekrarlandi. Bu islemlerden sonra tiiplerin kapaklari 22-23 numara steril
igneler kullanilarak delindi. Kontaminasyon riskini ortadan kaldirmak igin her bir
numune i¢in ayr1 igne kullanilmaya dikkat edildi. Kapaklar1 delinen 6rnekler 6zel tiip
tutuculara yerlestirilerek 10 dk boyunca kaynayan su banyosunda bekletildi. Su
banyosundan alinan 6rnekler 2 dk oda sicakliginda sogumaya birakilmasinin ardindan
en yiiksek hizda (~13 000 xg.) 3 dk +4 °C de santrifiij edildi ve olusan siipernatant
toplanarak qPCR islemlerinde kullanilmak tizere 1/10 oraninda sulandirilmistir (~5
ng/uL). qPCR c¢aligmast DNA izolasyonu isleminden daha ileri bir tarihte yapildig:
durumlarda DNA 6rnekleri etiketlenmis steril 0,5 mL’ lik tiiplerde -20 °C de saklandi
(Boyle et al. 2004).

3.2.2 Ranavirus icin DNA Izolasyonu
Ranaviriis i¢in arazi ¢alismasi esnasinda hayvanlarin konuldugu kaplardan epittel deri

dokiintiileri alinmistir. Bu numuneler izolasyon igin %95 ethanol bulunan eppendorf tiip

igerisinde fikse edildi. Daha sonra iizerlerine 400 pL 6giitme tamponu (0,1 M NacCl, 0,5
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M Siikroz, 0,1 M Tris, 50 mM EDTA, %0,5 SDS) eklendi ve homojenizator yardimiyla
60-70 sn boyunca 4000 rpm’de homojenize edilidi. Olusan homejanat 30 dk, 65°C de
inkiibe edilidi. Daha sonra 57 uL. 8 M potasyum asetat eklendi ve 30 dk buz banyosunda
bekletildi. Daha sonra 10 000 xg de 15 dk santrifiij yapilip siipernatant yeni bir tiipe
alindi. Sonrasinda her bir tiip lizerine 1ml buz soguklugunda %100 etanol ekleerek
nazikge karistirildi. Daha sonra 10 000 xg de 15 dk santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriildii
ve 50 uL TNE (6 mM Tris, 6 mM NaCl ve 0,2 mM EDTA) tamponu igerisinde
cozdiiriilerek +4 °C ve -20°C°de sakland: (Galli et al. 2006).

3.2.3 Elektroforez islemi

Bd ve Ranavirus tespiti amaciyla yapilan DNA izolasyon islemleri sonrasinda izolasyon
isleminin basariyla gerceklesip gerceklesedigini kontrol amaciyla elde edilen
orneklerden bir kism1 % 1’°lik agaroz jelde elektroforez islemine tabi tutulduktan sonra

UV 151k altinda goriintelenmesi yapildi.

3.2.4 Qbit Ol¢iimleri

DNA izolasyon iglemlerinden sonra elde edilen DNA miktarin1 6lgmek icin Qbit 2.0
flourometer (invitrogen) ile yiiksek hassasiyetli DNA o6l¢tim kiti kullanilarak (kit
protokolil uygulanmistir) dl¢timler yapilmistir.

3.3 Real Time PCR Islemi

3.3.1 Bd Tespiti icin Real Time PCR Islemi

Real time PCR islemi sirasinda calisilan 6rneklerdeki DNA yogunlugunu belirlemek
amactyla olusturulacak standart egri icin PrimerDesign (Ingiltere) firmasindan temin

edilen Bd DNA 6rnegi 10’ar kat sulandirilarak standart 6rnekler hazirlandi (Cizelge
3.1).
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Cizelge 3.1. Standart 6rneklerin hazirlanmasi.

Diliisyon Tiipleri DNA Kopya Yogunlugu
Standart 1 2x10°/ uL
Standart 2 2 x 10"/ uL
Standart 3 2x10°/ uL
Standart 4 2 x 10° / uL
Standart 5 20 /uL
Standart 6 2 /uL

Pozitif kontrol olarak da en yiiksek yogunluga sahip Standart 1 6rnegi her Rt-PCR
uygulamasinda kullanildi. Negatif kontrol olarak her Rt-PCR deneyinde DNA &rnegi

yerine DNaz-RNaz igermeyen steril su kullanildi.

Izole edilen DNA’lar B. dendrobatidis tiiriine 6zgii primerler (evrensel fungus gen
bolgesine ait) ITS1-3 Chytr, 5.8S Chytr primerleri ve Chytr MGB2 TagMan probu
kullanilarak gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu uygulamasina tabi tutuldu

(Boyle et al. 2004) (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. B. dendrobatidis tiirline 6zgii primerler.
Primer adi Niikleotid sekansi

ITS1-3 Chytr 29 baz 5’-CCTTGATATAATACAGTGTGCCATATGTC-3’
5.8S Chytr 22 baz 5’-AGCCAAGAGATCCGTTGTCAAA-3’
Chytr MGB2 15 baz 5’-6FAM CGAGTCGAACAAAAT MGNFQ-3°

B. dendrobatidis’e ait olup olmadig1 bu teknikle kolaylikla anlasilabilir ve es zamanli
bilgisayar goriintiileme sistemiyle DNA miktar tayini yapilabilmektedir. Real Time
PCR asamasinda DNA 6rnegi, B. dendrobatidis varliginin tespiti i¢in izole edilen DNA
ornekleri Bd’ye 6zgii Real time PCR isleminde reaksiyonlarin son hacimleri 20 pL (15

uL Rt-PCR + 5 uLL DNA 6rnegi) olarak ayarlandi (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Bd tespiti i¢in yapilan qPCR’da kullanilan malzemelerin miktarlari.

Kullmilan Malzeme Kullamilan Miktar

2 X PrecisionTM MasterMix (PrimerDesign, ingiltere) 10 pL x 6rnek sayisi
B.dendrobatidis’ e 6zel Primer/Probe (10 pikomol) mix I pL x 6rnek sayisi
DNAz ve RNAz icermeyen steril su 4 uL x ornek sayisi
Toplam 15 uL x érnek sayisi
DNA 6rnegi (5 ng /uL) 5 pL

Reaksiyon Toplam 20 pLL

Real-time PCR i¢in hazirlanan 6rnekler 8’li 0,2 mL strip PCR tiiplerine konularak
tizerleri geffaf seal bant ile kapatilarak karisimin homojenize olmasi ve tiiplerin
duvarinda kalmis olabilecek damlalarin dibe inmesi amaciyla biitiin tiipler vorteks/spin
cihaz1 (Bioneer, Kore) ile 2500 rpm de 5 sn “hard” seviyede ¢alkalama ayarinda 20 sn
ve 20 tekrar seklinde vorteks/spin edildi. Daha sonra hazir olan tiipler Real-time PCR
cthazinin (Bioneer exicycler96, Kore) blogu tlizerindeki kuyucuklara yerlestirildikten

sonra agagidaki protokole gore cihaz ¢alistirildi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Bd tespiti i¢in qPCR amplifikasyon protokolii (PrimerDesign, Ingiltere).

Dongii Sayisi Islem Basamagi Siire Sicakhk
(saat.dakika.saniye)

1 Tekrar Enzim Aktivasyonu  00.10.00 95°C

Denatiirasyon 00.00.10 95°C
50 Baglanma - Uzama  00.01.00 60 °C

Tekrar Verilerin Okunup - -
Bilgisayara
aktarilmasi

1 Tekrar Melting - 55°C -94°C

Tim 6rneklerin qPCR islemleri 3 kez tekrarlanarak yanlis negatif ve hatali pozitif sonug
verme ihtimalleri en aza indirilmistir PCR isleminin ardindan Ct (cycle treshold) degeri
aliman Ornekler %]1,5 lik agaroz jel elektroforezinde DNA marker kullanilarak
yiiriitiilerek hedeflenen DNA 0Ornegi  boyutunun goriintiilenmesiyle sonuglarin

dogrulugu kontrol edildi (Annis et al. 2004).
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3.3.2 Ranavirus (FV-3) Tespiti icin Real Time PCR Islemi

Ranavirus’tin varliginin tespiti i¢in izole edilen DNA’lar Ranavirus tiiriine 6zgii MCP
(Major Capsid Protein) ve IE (immediately early) primerleri kullanilarak gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu uygulamasina tabi tutuldu (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Ranavirus tiiriine 6zgii MCP (Major Capsid Protein) ve IE (immediately early)
primerleri a. Referans dizi AF192508 b. Referans dizi U15575.

Primer Adi  Genom Uzerindeki Nucleotide sequence

Yeri
MCP ileri 61-81° 5>-TACTTT GTC AAG GAG CAT TAC-3’
MCP geri 398-418a 5>-TCATGT TAT AGT AGC CTATGC-3’
IE ileri 104-22b 5’-ATG ATC CAA GCC TACCTG TGC-3’
IE geri 563-583b 5’-AAA TGT CCT AAT CTATAC ACC-3’

Ranavirus’iin varhiginin tespiti i¢in real time, quantification PCR (qPCR) uygulama
islemi, MCP (Major Capsid Protein) ve IE (immediately early) primerleri kullanilarak
Cizelge 3.6°da belirtilen protokol kosullart altinda reaksiyon son hacmi 25 pL olacak
sekilde gergeklestirildi. Tiim o6rneklerin qPCR islemleri 3 kez tekrarlanarak yanlis
negatif ve hatali pozitif sonu¢ verme ihtimalleri en aza indirilmistir. qPCR isleminin
ardindan Ct (cycle treshold) degeri alinan 6rnekler %1,5 lik agaroz jel elektroforezinde
DNA marker kullanilarak yiiriitiilerek hedeflenen DNA 0Orne8i boyutunun
goriintiilenmesiyle sonuglarin dogrulugu kontrol edildi (Galli et al. 2006).

Cizelge 3.6. Ranaviriis tespiti i¢in yapilan qPCR’da kullanilan malzemelerin miktarlari.

Kullnilan Malzeme Kullamlan Miktar
Applied master mix 10 pL x 6rnek sayisi
Ranaviriis’e 6zel Primer/Probe (10 pikomol) mix 1 uL x 6rnek sayis1
DNAz ve RNAz icermeyen steril su 4 nL x ornek sayisi
Toplam 15 pL x érnek sayisi
DNA o6rnegi (5 ng /uL) 5uL

Reaksiyon Toplam 20 nLL
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Real-time PCR ig¢in hazirlanan 6rnekler 8’li 0,2 mL strip PCR tiiplerine konularak
tizerleri seffaf seal bant ile kapatilarak karisimin homojenize olmasi ve tiiplerin
duvarinda kalmis olabilecek damlalarin dibe inmesi amaciyla biitiin tiipler vorteks/spin
cihazi (Bioneer, Kore) ile 2500 rpm de 5 sn, “hard” seviyede ¢alkalama ayarinda 20 sn
ve 20 tekrar seklinde vorteks/spin edildi. Daha sonra hazir olan tiipler Real-time PCR
cihazinin (Bioneer exicycler96, Kore) blogu tizerindeki kuyucuklara yerlestirildikten

sonra asagidaki protokole gore cihaz ¢alistirildi (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. Ranavirus (FV3) tespiti icin qPCR amplifikasyon protokolii.
Dongii Sayisi Islem Basamag Siire Sicakhik

(saat.dakika.saniye)

1 Tekrar Enzim Aktivasyonu  00.10.00 95°C
Denatiirasyon 00.00.20 95°C
50 Baglanma ve Uzama  00.00.45 55°C
Tekrar Verilerin Okunup - -
Bilgisayara
aktarilmasi
1 Tekrar Melting - 55°C-94°C
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4. BULGULAR

Yapilan arazi ve deneysel ¢aligmalar sonucunda Tiirkiye’ nin en biiyiik Tatlisu golii olan
Beysehir goliinde IUCN kriterlerine goére Kirmizi Liste’de (Red List) “Nesli tehlike
altinda bulanan hayvanlar” kategorilerinde yer alan ve azalmakta oldugu ifade edilen
endemik anur tiirii Pelophylax caralitanus iizerinde Real-time PCR teknigi ile 6liimciil
hastaliklarla baglantili  oldugu bilinen amfibi patojenleri  Batrachochytrium
dendrobatidis ve poikilotherm hayvanlara kolaylikla bulasabilen Ranavirus (Frog viriis-

FV3)’ tin varlig: tespit edilmistir.

Beysehir goliine 2012 ve 2013 yillarinda yapilan arazi ¢aligmalarinda géller yoresine
endemik olan Pelophylax caralitanus tiiriiniin ciddi bir azalis sergiledigi tespit
edilmistir. 2012 yilinda yapilan arazi ¢alismasinda goliin ¢evresi dolasilmis ve ne yazik
Ki kurbagalarin yok denecek kadar az oldugu gézlemlenmistir. Buna nazaran sivrisinek
populasyonunun ciddi oranda arttig1 goriilmiistiir. Bu gézlemlerde durumun ciddiyetini
ortaya koymaktadir. 2013 yilinda yapilan arazi ¢alismasinda da yine azalma goze

carpmustir ve yine sivrisinek populasyonun arttig1 gdzlemlenmistir.

Arazi caligmalarinda yakalanan hayvanlarda hastalifi destekleyici gorsel olarak
lezyonlar, doku kayiplari, kirmiziliklar tespit edilmistir. Ayrica 6lii hayvanlara da
oldukga rastlanmigtir (Resim 4.1, Resim 4.2).

Resim 4.1. Hastalik belirtileri tagityan Pelophylax caralitanus.

47



Resim 4.2. Hastalik belirtileri tasiyan Pelophylax caralitanus.

Arazi ¢alismalarindan sonra Beysehir Goliinde iki amfibi patojeni olan
Batrachochytrium dendrobatidis ve Ranaviriis i¢in yapilan deneysel siirecte uygun
metot ile DNA izolasyonu yapilmig ve Batrachochytrium dendrobatidis’e 6zgii primer
dizileri kullanilarak qPCR ¢alismalar1 yapilmistir. Tiim 6rneklerin qPCR islemleri 3 kez
tekrarlanarak yanlis negatif ve hatali pozitif sonu¢ verme ihtimalleri en aza indirilmistir.
Bu 3 tekrarli calismalarin {i¢iinde de pozitif sonu¢ veren ornekler Bd pozitif olarak
tanimlanmistir. qPCR cihazinin bilgisayara aktarmis oldugu Ct (cycle treshold)
degerlerine bakilarak pozitif ya da negatif olarak degerlendirilmistir. Ayrica qPCR
deneylerinde herbir calismada kullanilan standart pozitif ornekler ile de Bioneer
Exicycler 96 analiz programinda olusturulan standart egri yardimiyla da zoospor
sayilar1 genomik ekiivalent olarak tespit edilmistir (Resim 4.3). qPCR cihazinda yapilan
Bd calismalarinda her deneyde kullanilan standart 6rnekler vasitasi ile cihaz tarafindan
hazirlanan standart egri referans alinarak otomatik hesaplanan genomik ekiivalent

degerlerinin ortalamalar1 2012 yil1 i¢in 287,07 iken 2013 yil1 i¢in 1 612,47°dir.
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Resim 4.3. qPCR sonras1 Bd zoospor miktar tayininde kullanilan standart egriye bir 6rnek.

Batrachochytrium dendrobatidis sonuglarini degerlendirdigimizde 2012 yilinda yapilan
arazi ¢alismasinda 27 Pelophylax caralitanus tiiriinden 8 6rnek pozitif sonug vermistir.
2013 yilinda yapilan arazi caligmasinda ise 37 Pelophylax caralitanus tiiriinden 26
ornek pozitif sonu¢ vermistir. Iki arazi sonucuna toplam bakildiginda 64 Pelophylax
caralitanus tiiriinden 34 6rnek pozitif sonug vermistir (Cizelge 4.1). Sonuglar gosteriyor
ki Beysehir goliinde endemik Pelophylax caralitanus tiiriiniin azalig sebepleri arasinda

patojen Batrachochytrium dendrobatidis fungusu oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Batrahochytrium dendrobatidis Istatistikleri.

Calisilan Pozitif Negatif o
Pozitiflik %
ornek sayisi ornek sayisi ornek sayisi
2012 27 8 19 29,62
2013 37 26 9 72,27
Toplam 64 34 28 53,12

Ranavirtis MCP primerleri kullanilarak yapilan deneysel sonuglara bakacak
oldugumuzda 2012 yilinda yapilan arazi calismasinda 8 Pelophylax caralitanus
tiiriinden 0 6rnek pozitif sonug vermistir. 2013 yilinda yapilan arazi ¢alismasinda ise 35
Pelophylax caralitanus tiiriinden 4 &rnek pozitif sonug vermistir. Iki arazi sonucuna
toplam bakildiginda 43 Pelophylax caralitanus tiiriinden 4 6rnek pozitif sonug vermistir
(Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Ranavirus MCP primer Istatistikleri

MCP PRIMERLERI
ahsilan Pozitif Negatif
grnzk Sayis1  Ornek Sayisi (“)riek Sayis1 Pozitiflik %
2012 8 0 8 0
2013 35 4 31 11,4285
Toplam 43 4 39 9,3023

Ranaviriis IE primerleri kullanilarak yapilan deneysel sonuglara bakacak oldugumuzda
2012 yilinda yapilan arazi calismasinda 8 Pelophylax caralitanus tiiriinden 2 6rnek
pozitif sonu¢ vermistir. 2013 yilinda yapilan arazi c¢alismasinda ise 35 Pelophylax
caralitanus tiirinden 7 ornek pozitif sonu¢ vermistir. Iki arazi sonucuna toplam
bakildiginda 43 Pelophylax caralitanus tiiriinden 9 6rnek pozitif sonu¢ vermistir
(Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 Ranavirus IE primer Istatistikleri
IE PRIMERLERI

Calisilan Pozitif Negatif Pozitiflik %
Ornek Sayis1 ~ Ornek Sayis1  Ornek Sayisi

2012 8 2 6 25
2013 35 7 28 20
Toplam 43 9 34 20,9302

Ranaviriis MCP ve IE primerleri kullanilarak yapilan deneysel sonuglarina bakacak
oldugumuzda 43 Pelophylax caralitanus tiiriinden 4 6rnek pozitif sonug vermistir
(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Ranavirus MCP + IE primer Istatistikleri
Calisilan Pozitif Negatif Pozitiflik %

Ornek Sayisi Ornek Sayis1 ~ Ornek Sayisi
MCP+IE 43 4 39 9,3023
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5. TARTISMA ve SONUC

Cagimmizin en 6nemli g¢evresel ve ekonomik sorunlar1 arasinda 6n siralarda yer alan
iklim degisikligi o6zellikle bulundugumuz cografyada sagliktan tarima yasamin her
alaninda olumsuz etkiler olusturan son derece karmasik bir sorundur. Diinya ikliminde
goriilen degisiklikler ne yazik ki yasayan tiim canlilar1 olumsuz yonde etkilemektedir.
Ancak, bu degisim tiim diinyada esit siddette olmadig1 gibi her bireyde de farkl tepkiler

vermektedir.

Iklim degisiklikleri sonucu canli saghgina etkileri iizerine yapilan ¢alismalar sonucu
ortaya ¢ikan bulgulardan biride bazi bulasici hastaliklarin vektorlerinin ve dagiliminin
degismesidir. Bu durum hastaligin meydana gelme olasiligi olan bolgelerin artmasina,
hastaligin yayilma mevsiminin degigsmesine, hastaliga bagli olarak goglerin artmasina
ve son olarak hastaliklarin goriilme sikliginin artmasina yol agmaktadir. Dolayisiyla
insanoglu Dbilerek veya bilmeyerek iklimsel degismelere neden olmakta bunun
sonucunda ekosistemler degismekte ve tiirlerin yeni alanlara girmesine sebep

olmaktadir.

Kiiresel degerlendirmelere gore yaklasik son 30 yildir diinyadaki 6593 amfibi tiiriiniin
%32’ si biiyiik tehlike altindadir. 1980 yilindan beri yaklagik 122 amfibi tiirii yok olma
tehlikesindedir. Bu durum popiilasyon biiyiikliiklerinin %43 oraninda azalmasina yol

agcmuistir.

Ulkemizde de 30 kurbaga (14 Urodel, 16 Anur) ve 127 (10 kaplumbaga, 62 kertenkele
ve 55 yilan) siiriingen tiirii yasamaktadir. Ne yazik ki lilkemizde yasayan kurbaga
tiirlerinin yaklasik tamami ve siiriingen tiirlerinin %67’s1 Diinya Tabiat1 Koruma Birligi
(IUCN) kirmiz1 listesinde yer almaktadir. Kirmizi listeye gore, iilkemizdeki
kurbagalarin %431 diisiik oncelikli, %17’si tehlike altina girmeye aday, %17’si tehlike
altinda, %13’ hassas ve %7°si kritik olarak tehlike altinda kategorisinde yer
almaktadir. %31 hakkinda ise yeterli bilgi bulunmamaktadir. Ayrica tiirlerin %80’ inin
popiilasyonlar1 azalmakta, %17’sinin duragan ve %3’iiniin ise bilinmemektedir. Tim
Diinya da anur tiirlerindeki bu azalmanin en 6nemli nedenleri olarak Chytridiomycosis

hastaliginin etkeni B. dendrobatidis ve FV3 gosterilmektedir.
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Diinya genelinde amfibilerde kiitlesel toplu oliimlere neden oldugu bilinen
Chytridiomycosis hastaliginin  sebebi olan patojen fungus Batrachochytrium
dendrobatidis’ 1 ilk olarak Panama ve Avustralya da, Berger vd. (1998) tarafindan
amfibi tiirlerindeki ani azalisin sebebi olarak belirlemislerdir. Ayni arastirma
kapsaminda Giiney Afrika Miizesi, Cape Town (SAMZR 18927) daki 1938 kayith
Xenopus leavis orneklerinde yapilan incelemeler sonucunda patojenle ilgili en eski
kanitlar bu ornek iizerinde bulunmustur. Birgok arastirici bu patojenin basta iklim
degisikligi olmak iizere diinya capinda yapilan kurbaga ticaretinin de etkisiyle
yayildigin1 diisiinmektedir. Yapilan arastirmalarda Afrika, Giiney Amerika, Orta
Amerika, Kuzey Amerika, Avrupa, Asya ve Yeni Zelanda’ da 287 amfibi tiiriinde ve 25
familyasinda B. dendrobatidis tiirii tespit edilmistir (Lips et al. 2008, Bosch et al. 2007,
Skerratt et al. 2007, Laurance 2008, Rohr et al. 2008, Kriger and Hero 2009).

Diinya genelinde B. dendrobatidis tlizerine yapilan ¢alismalar incelendiginde; Rusya da
calisilan 2 drnekten, iran da 1 &rnekten, Cek Cumhuriyetinde 1 &rnekten, Pakistan da 8
ornekten pozitif bulunmamistir. Bunun yanisira Giiney Kore de 18 drnekten 5 pozitif,
Cin de 446 ornekten 42 pozitif, Japonya da 1722 6rnekten 243 pozitif, Macaristan da
147 drnekten 22 pozitif, Italya da 1181 drnekten 46 pozitif, Ispanya da 3012 drnekten
787 pozitif, Fransa da 903 6rnekten 401 pozitif, Avusturya da 277 drnekten 43 pozitif,
Almanya da 489 6rnekten 56 pozitif, Hollanda da 901 6rnekten 24 pozitif, Belgika da
1830 ornekten 15 pozitif, Amerika da 11593 Grnekten 2259 pozitif 6rnek tespit edildigi
ortaya cikmustir (Int. Kay 3). Yiizdesel degerleri goz dniine alindiginda %44,4 oran ile
fransa en yliksek enfeksiyon oranina sahiptir, 11593 6rnek ¢alismasi ile de Amerika en
fazla g¢alisma yapilan lilke oldugu goriilmektedir. Bu calismada ki sonuglar ele
alindiginda ise yaklasik % 31 lik pozitif sonug orani iilkemiz kurbagalarinin biiyiik bir
tehlike altinda oldugunu goéstermektedir. Bu dogrultuda enfeksiyon yaygimliginin tam
anlamiyla belirlenebilmesi i¢in iilke genelinde bulunan 30 anur tiiriiniin yayilig

gosterdikleri lokalitelere gore detayli aragtirilmasi gerekmektedir.
Batrachochytrium dendrobatidis, kurbagalarda metabolizma degisikliklerine yol actigi

gibi ayn1 zamanda infekte popiilasyondaki bireyin biiylimesini de etkiledigi

belirlenmistir (Lips et al. 2008, Bosch et al. 2007, Skerratt et al. 2007, Laurance 2008,
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Rohr et al. 2008). B.dendrobatidis zoosporlari suyoluyla bir hayvandan digerine
bulagsarak amfibilerin derisini infekte eder ve bu zoosporlar sadece epitelyumun
keratinlesmis bolimiinde biiyiime gosterirler (Berger et al. 1998, Longcore et al. 1999,
Pessier et al. 1999, Nichols et al. 2001). Bu zoosporlar etrafa sagildiktan sonra 24 saat
icinde hareketli forma doniistirler (Berger 2001). Zoosporlar hem yetiskin hem de iribag
sathasinda olan (bu safhada sadece agiz pargalarinda tespit edilmistir) kurbagalar
infekte eder (Berger et al. 1999, Nichols et al. 2001). Enfeksiyondan sonra 6liim
genellikle 18-45 giin iginde gerceklesir.

Ulkemizde de Go¢men (2013) tarafindan yapilan bir calismada 12 lokalite olmak iizere
330 Lyciasalamandra tiirii, 2 Pelophylax bedriagae ve 1 Pseudepidalea variabilis ile
yapilan Bd tespit ¢alismasinda Lyciasalamandra tiirlerinde ve Pseudepidalea variabilis
tiriinden Bd negatif sonug alinirken, Pelophylax bedriagae nin 2 6rneginden 1 tanesi

Bd pozitif olarak tespit edilmisdir.

Ulkemizde yapilan diger bir calismada Goéller bolgesi ve 26 Agustos Milli Parkindan
toplanan Pelophylax caralitanus, Pelobates syriacus, Pseudepidalea variabilis, Hyla
orientalis, Triturus karelinii, Pelophylax ridibundus ve Rana macrocnemis olmak iizere
toplam 7 tiire ait 228 amfibi 6rneginden Bd tespiti yapilmistir. 26 Agustos Milli
Parkindan toplanan 6rneklerde tiirlere gore %8 ile % 29 oranlarinda pozitif sonug elde
edilmistir. Goller bolgesi ¢alismalarinda ise Beysehir golii %32 pozitiflik ile en yiiksek

infeksiyon oranina sahip oldugu belirlenmistir (Erismis 2014).

Bu tez g¢alismasinda ise toplam 59 swap Orneginin 32’ sinde Bd pozitif olarak
belirlenmistir. 2012 yilinda yapilan ¢alismalarda yaklasik %9 oraninda pozitiflik, 2013
yilinda yaklasik %81 oraninda pozitiflik saptanmistir. Bd pozitif olarak saptanan
orneklerin bir kisminda deride lekelenmeler, deri kayiplart ve kizarikliklar
saptanmigken, diger kisminda ise higbir fizyolojik bulguya rastlaniimamistir. Bu
nedenle hastaligin belirli bir fizyolojik bulgusu olmasa da sonucun pozitif olabilecegini
ortaya koymaktadir. Dolayisiyla morfolojik olarak hastalifin tespiti saglikli sonuglar
vermeyecektir. Gliniimiizde Bd’nin belirlenmesinde en etkin teknik qPCR yontemi

olarak kabul edilmistir.
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2008 yilinda, Diinya Saglik Orgiitiiniin Yaban Hayat Organizasyonu (World
Organisation for Animal Health, 2008) tarafindan Yaban Hayat Hastaliklar Listesi’ ne
yerlestirilen ve yiiksek Oliimciil salgin hastaliklar siifina dahil edilen ranaviral
hastaliklarin sebebi olan Ranavirus tiirleri, Iridoviridae familyasina dahildir. Ranaviriis
tirleri amfibiler de oldugu gibi poikilotherm hayvanlarada da sistemik enfeksiyonla
Olimlere neden olur. Ranaviruslerden Frog viriis 3 olarak adlandirilan ve amfibilerde
sikca rastlanan FV-3’ {in en onemli 6zelligi genomunda major capsid protein (MCP)

genini igermesidir.

1990’lar dan Ranavirus ve Chytrid fungus Batrachochytrium dendrobatidis yeni
patojenler olarak bildirilmis ve Diinya Saglik Orgiitii tarafindan dikkat edilmesi gereken

hastaliklar listesine alinmustir.

Bu tez ¢alismasinda FV-3 tepiti i¢in toplam 43 6rnek hem MCP primer ¢iftiyle hem de
IE primer ¢iftiyle qPCR isleminde kullanilmigtir. MCP primerleriyle yapilan ¢alismalar
sonucu 4 pozitif 6rnege bagl olarak %9,302 oraninda FV-3 pozitif sonug¢ alinmistir. IE

primerleri ile yapilan calismalar sonucunda ise 9 pozitif sonug¢ alinmistir.

P. caralitanus ekonomik ve ekolojik biiyilk 6neme sahip olan endemik bir tiirdiir. Arazi
caligmalari sirasinda gozlemledigimiz kadariyla tehlike altindadir. Kiiresel 1sinma, sucul
habitatlarin kurumasi, bilingsiz ve asir1 derecede toplanmasi sayilarindaki azalisin
baglica nedeni olarak sayilmaktadir. Ancak bu tiire ait daha 6nce Bd ve FV-3 ile
yapilmig higbir ¢alisma bulunmamaktadir. Sonug¢ olarak ¢alismamizda patojen

hastaliklarin yayilmasi (Bd ve FV-3) bu tiiriin azalisinin nedenleri arasindadir.
Bundan sonraki ¢alismalar patojenin dagilimini etkileyen faktorlerin saptanmasi iizerine

olmahdir. Ayrica elde edilen sonuglar Tirkiye’de ki diger tiir azaliglarinda da

patojenlerin etkin olup olmadiginin arastirilmasini zorunlu kilmaktadir.
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