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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ISIKLI GOLDE, REAL — TIME PCR TEKNIGI ILE iKi AMFIBI PATOJENI
(Batrachochytrium dendrobatidis ve Ranavirus (Iridoviridae))’NIN YAYGINLIGININ
ILK KEZ SAPTANMASI

Taner YOLDAS
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Damsman: Dog. Dr. Ugur Cengiz ERISMIS

Bu calismada, Denizli iline bagli Civril ilgesindeki Isikli G6l’de bulunan, TUCN
kriterlerine goére Kirmiz1 Liste’de (Red List) “Nesli tehlike altinda bulanan hayvanlar
(Near Threatened, NT)” kategorisinde yer alan ve azalmakta oldugu ifade edilen
endemik anur tiirii Pelophylax caralitanus tizerinde Real-time PCR (quantitative PCR,
qPCR) teknigi ile iki amfibi patojeni tespit edilmistir. Oliimciil hastaliklarla baglantili
oldugu bilinen amfibi bu patojenleri Chytridiomycosis hastaligina sebep olan
Batrachochytrium dendrobatidis ve Red-Leg hastaligina sebep olan Ranavirus (Frog
viriis, FV-3) tiirlerine ait primerler kullanilarak bu patojenlerin varlig1 ya da yoklugu

Isiklt Goli’nde ilk kez tespit edilmistir.

Isikli GolI’de 2013 yilinda yapilan arazide 4 farkli lokalite olmak iizere toplanan
endemik Anadolu bataklik kurbagasi ya da Beysehir kurbagasi (Pelophylax caralitanus)
tizerinde yapilan ¢alismada Batrachochytrium dendrobatidis patojen fungusu tespiti i¢in
toplamda 67 6rnek calisilmis ve 21 ornekten pozitif sonug elde edilmistir. Ranaviriis
tespiti icin yapilan ¢aligmalarda ise toplam 49 6rnek MCP ve IE primerleri ile gPCR
calismalar1 yapilmistir. MCP primerleri ve IE primerleri ile ¢alisilan 6rneklerin sirasiyla
8 ve 9 tanesinden pozitif sonug elde edilmistir.

Sonug olarak amfibi tiirlerinin yok olmasindan sorumlu kabul edilen bu iki dliimciil
patojen; Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) fungusu ve Ranavirus (/ridoviridae)’in
ilkemizdeki endemik Pelophylax caralitanus tiiriinii tehdit etmektedir.

2014, ix + 67 sayfa

Anahtar Kelimeler: Chytridiomycosis, Batrachochytrium dendrobatidis, Ranavirus



ABSTRACT
M.Sc Thesis Thesis

FIRST DETERMINATION PREVALENCE OF TWO AMPHIBIAN PATHOGEN
(Batrachochytrium dendrobatidis ve Ranavirus (Iridoviridae)) BY REAL — TIME PCR
TECHNIQUE IN ISIKLI LAKE

Taner YOLDAS
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Associate Professor Ugur Cengiz ERISMIS

In this research, two amphibian pathogens were identified on endemic Pelophylax
caralitanus which is located in Isikli Lake in Civril, Denizli 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. That two amphibian pahtogens
are Batrachochytrium dendrobatidis and Ranavirus (Frog virlis, FV-3).
Batrachochytrium dendrobatidis causes Chytridiomycosis and Ranavirus (Frog viriis,
FV-3) causes Red — Leg deadly disases. In Isikli Lake, presence or absence of that
pathogen organisms was determined for the first time using gPCR technique with

specific primers.

For detection Batrachochytrium dendrobatidis, 67 samples were collected In field
studies of 2013 from 4 localities of lake and 21 samples of that 67 samples were
determined as positive. For detection Ranavirus, 49 samples were collected and studied
with two different primer pairs that are MCP and IE primers. At the result of this studies

using with MCP and IE primers, respectively 8 and 9 positives results have been taken.

Consequently, that two deadly pathogens which responsible extiction of amphibians;
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) fungi and Ranavirus (Iridoviridae) are threat to
endemic Pelophylax caralitanus.

2014, ix + 67 pages

Key Words: Chytridiomycosis, Batrachochytrium dendrobatidis, Ranavirus
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1. GIRIS

Ulkemiz, konum olarak Asya, Avrupa ve Afrika kitalarmin kenetlendigi bir noktada
bulunmasi, iizerinde 6nemli ticaret yollarini barindirmasi, ii¢ tarafi denizlerle ¢evrili
olmas1 ve dort mevsimin de goriilebildigi konumundan dolay1 yeryliziiniin nadir kara
parcalarindan biridir. Bu O6nemli jeomorfolojik konumundan dolayr 6nemli bir
biyogesitlilige sahiptir. Ulkemiz birgok endemik bitki ve hayvan tiiriine ev sahipligi
yapmakta oldugundan yeryiizliindeki gen havuzlari arasinda da stratejik bir konuma
sahiptir. Fakat kiiresel 1sinmaya bagli iklim degisiklikleri, pestisit kullaniminin
bilingsizce yapilmasi ve agir metal igerikli kirleticilerin artmasi, bilingsiz avlanma,
dogal kaynaklarin asir1 kullanimi, siirdiiriilebilir olmayan enerji kaynaklarinin
kullanilmasima devam edilmesi gibi ¢ogunlugu antropojenik kaynakli sebeplerden
dolay1 iilkemiz biyogesitliligi zarar goérmektedir. Giiniimiizde bazi canli tiirleri yok
olmus ve bircogu da yok olma tehlikesi ile karst karsiya iken birgok zararli

organizmalar da iilkemizde yasam alani bulmaya baslamistir (Ozturk, 2002).

1980 yilindan beri yapilan ¢aligmalarda 122 amfibi tiiriiniin pek ¢ok nedenden dolay:
yok olma tehlikesi altinda oldugu ve popiilasyonlarinin %43 azaldigi bilinmektedir.
Ulkemize ekolojik ve ekonomik anlamda énemli katkilari bulunan amfibi tiirlerindeki
azalis sebepleri arasinda ¢evre kirliligi, ticari amagli bilingsiz toplanmasi, yanlis zirai
ilag kullanim1 gibi sebepler olmasina ragmen Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan
yaban hayat hastaliklar1 listesinde amfibi tiirlerinin yok olmasindan sorumlu kabul
edilen iki 6nemli patojen; Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) fungusu ve Ranavirus

(Iridoviridae) hakkinda detayli higbir ¢aligma bulunmamaktadir.

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
cogunlukla ticari yollar ile global olarak dagilim gostermistir. Ayrica iklim degisikligi
etkisiyle yerkiirenin kuzey bolgesine dagilim yayilist hizlanmigtir. S6z konusu patojen
diinya iizerinde 200’den fazla amfibi tiiriiniin azalmalarina neden oldugu da
bilenmektedir. Berger ve ark. (1998) tarafindan diinya genelinde amfibilerde kiitlesel

toplu oOliimlere neden oldugu bilinen Chytridiomycosis hastalifinin sebebi olan



Batrachochytrium dendrobatidis patojen fungusu ilk olarak Panama ve Avustralya ’da
amfibi tiirlerindeki ani azalisin sebebi oldugu belirlenmistir. Ayni1 arastirmada bu
patojenin kokeninin Giiney Afrika Cape Town Miizesindeki (SAMZR 18927) 1938 yili
kayitli Xenopus leavis 6rneklerin incelenmesiyle anlasilmistir (Weldon 2004). Bir¢ok
aragtirict bu patojenin basta iklim degisikligi olmak iizere diinya capinda yapilan
kurbaga ticareti yapilmasi nedeniyle yayildigini, Afrika, Giiney Amerika, Orta Amerika,
Kuzey Amerika, Avrupa, Asya ve Yeni Zelanda’'da 287 amfibi tiirinde 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, Krigger 2009).

2008 yilinda, Diinya saglik orgiitiiniin Yaban hayat organizasyonu (World Organisation
for Animal Health, 2008) tarafindan Yaban Hayat Hastaliklar1 Listesine yerlestirilen ve
yiiksek oliimciil salgin hastaliklar sinifina dahil edilen ranaviral hastaliklari bulastiran
Ranavirus tiirleri, Iridoviridae familyasina dahildir. Ranavirusler balik ve siiriingenlerde
de amfibilerde oldugu gibi sistemik enfeksiyonlarla dliimlere neden olur. Frog viriis
(FV-3) yanisira Bohle virus, (BIV), Epizootic haematopoietic Necrosis Virus (EHNV)
tirleri de amfibiler iizerinde viral hastaliklara neden olmaktadir. Yukarida bahsedilen
viriis tlirlerinin en O6nemli 6zelligi genomunda major capsid protein (MCP) genini

igermeleridir.

Bu calismada iilkemizin endemik amfibi tiirlerinden ve International Union for
Conservation of Nature (IUCN) (Int. Kyn. 1) 6lgiitlerine gére Kirmizi Liste’de (Red
List) “Nesli tehlike altinda bulanan hayvanlar (Near Threatened, NT)” kategorisinde
olan Pelophylax caralitanus (Beysehir Kurbagasi) un Anadolu’nun o6nemli sulak
alanlarindan biri olan Isikli Go6l (Denizli) 'deki popiilasyonun Bd ve Ranavirus

patojenleri tarafindan infekte edilip edilmedigi arastirtlmistir.

Yapilan arazi caligmalarinda Isikli Goliin tim ¢evresi dolasilarak, golin 4 farkh
lokalitesindeki hayvanlar uygun kosullarda yakalanarak drnekleme islemleri yapilmigtir.
Alinan ornekler soguk zincir ile en kisa siirede laboratuvar ortamina tasmmaistir.
Miimkiin olan durumlarda 6rneklerin en kisa siirede DNA ekstraksiyon islemleri ve

giintimiizdeki en gilivenilir tespit ve miktar tayini tekniklerden biri olan Gergek Zamanl



Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time PCR, Quantification PCR, qPCR) deneysel
calismalar1 yapilmistir. Arazi c¢alismasindan uzun siire sonra calisma yapilmasi
planlanan durumlarda ise 6rnekler -20 °C lik sogutma dolabinda saklandi. Bd tespiti igin
yapilan qPCR c¢alismalarinda kullanilan standart 6rnekler ile 6rneklerimize ait miktar
tayinleri yapilarak Bd patojen fungusuna nicel veriler elde edilmistir. Ranavirus
calismalari icin ise elimizde standart egri olusturmak i¢in miktarini bilinen pozitif DNA
ornekleri olmadig1 i¢in ¢alismada yalnizca FV-3 Ranavirusunun varligi pozitif ya da

negatif olarak degerlendirmeye alindi.



2. LITERATUR BIiLGILERI

2.1 Pelophylax caralitanus (Arikan 1988)

Ranidae (Ger¢ek Su Kurbagalar1) familyasinin temel 6zelliklerine baktigimizda; arka
bacaklar uzun, diller agiz tabanina 6n bolgeden bagli, arka ucu serbest ve genellikle
catallidir. Kulak zar1 herzaman bulunur. Diinya genelinde dagilimi kozmopolit olup en
cok Afrika ve Giiney Asya da bulunurlar. Var olan disler list ¢enelerinde (Maksilla —
Premaksilla) bulunur. Devamli olarak suya bagimli olan hayvanlardir (Budak ve
Gogmen 2008). Bu familyaya ait olan Anadolu bataklik kurbagasi (Arikanin bataklik
kurbagasi) ya da Beysehir Kurbagasi olarak bilinen Pelophylax caralitanus giineybati
Anadolu daki goller bolgesine endemiktir. P. Ridibundus ve P. Bedriagae ile sakak
bolgelerinde koyu kahve serit olmamasindan dolay1 benzerlik gosterse de karin ve
boyun boélgelerinde turuncu, sar1 ve kirmiziya calan desenlerin varligi ile onlardan
farklidir. P.caralitanus ayrica da P. ridibundus ve P. Bedriagae’dan daha iri bir viicut
yapisina sahiptir. olarak karin kismi ve boyunda turuncu, kirmiziya ¢alan ve bazen
sarims1 renklenme gosteren lekeler bulunur ve digerlerine gore nispeten daha iri
boyutlara ulasir. Sistematigi ile ilgili detaylar ¢izelge 2.1 de verilmistir. Konya
Ovasindan Denizli’ye kadar olan bolgede yayilis gosterir. Beysehir Golii, Egridir Gold,
Sugla Golii, Carsamba Deresi(Konya), Golciik Golii (Isparta), Hotamis Goli, Ivriz Golii
(Eregli/Konya), Cardak ve Civrilde(Denizli) Isikli Goliinde kayitlar: bulunmaktadir (Int.
Kyn. 1). P.caralitanus’a ait yayihm bilgileri bat1 29,73 — dogu 31,95; kuzey 38,71 —
giiney 36,71 enlem ve boylamlar1 arasinda oldugu belirtilmistir (Int. Kyn. 1). Resim 2.1
da P.caralitanus’un ilkemizdeki yayillimini gorsel olarak ifade etmektedir.
P.caralitanus 'un temel besin kaynagi bocekler [Insecta (Orthoptera, Coleoptera,
hemiptera, Diptera)] ve Gastropoda lardir (Atatiir et al. 1993).



Cizelge 2.1 Pelophylax caralitanus 'un taksonomik hiyerarsisi

Bilimsel Stmiflandirma

Kingdom (Alem) Animalia Hayvanlar
Phylum (Sube) Chordata Kordalilar
Subphylum (Alt Sube) Vertebrata Vertebralilar
Class (Sinif) Amphibia Amfibiler
Order (Takim) Anura Kuyruksuz
Kurbagalar
Family (Aile) Ranidae Su Kurbagalar1
Genus (Cins) Pelophylax
Species (Tiir) Pelophylax caralitanus (Arikan 1988)  Beysehir
Kurbagasi

Kuruyan sulak alanlara bagli olarak sucul habitatlain yok olmasi tiiriin azalig
sebeplerinden en biiyiigii olarak gosterilmektedir. Igme suyu ve tarimsal sulama
faaliyetleri i¢in kurulan barajlar dogal sulak alan habitatlarin1 bozdugu igin tiirlerin
beslenme barinma ve ilireme alanlarint kisitlayarak olumsuz olarak etkilemektedir.
Bunun disinda P. Caralitanus Tiirkiyede ki en biiyiik yenilebilir kurbaga tiiriidiir, bu
sebepten dolay1 asir1 toplanarak Fransa, Italya ve Isvigre gibi iilkelere ticareti
yapilmaktadir. Bu ticari hareketlilik hem hayvan sayisinda azalisa sebebiyet vermekte
hem de iilkemizde daha Onceden var olmayan hastalik yapict mikroorganizmalarin
tilkemize de yayilmasinda biiyiik bir etken olusturmaktadir. Bu mikroorganizmalardan
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) fungusu ve Ranavirusler (Iridoviridae) amfibiler
tizerinde Oliimciil hastaliklara sebep oldugu bilinmektedir. Bu bilgiler de tiir azalis
sebepleri arasinda bu iki hastalik yapici mikrorganizmaninda yer almasi gerektigini

ortaya koymaktadir.

]

Resim 2.1 Endemik P. Caralitanus 'un yayilim haritas (Int. Kyn. 1).


http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=202423
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=158852
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=331030
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=173420
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=173423
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=173433
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=773287

Pelophylax caralitanus ile ilgili yapilan c¢alismalara baktigimizda, iilkemizin tiim
cografi boliimlerini kapsayan 31 popiilasyondan alinan P. Ridibundus ve Isparta
(Egirdir ) Goliinden alinan P. Caralitanus un kas protein bantlar1 sodyum dodesil siilfat
(SDS) poliakrilamid jel elektroforezi kullanilarak karsilastirilmigtir. P. Ridibundus
grubunda 27 homolog protein bandi, diger grup olan P. Caralitanus da ise 28 homolog
protein bandi tespit edilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda P. Caralitanus grubunun P.
Ridibundus grubundan farkli ve kendine 0zgii bir bantlasmaya sahip oldugu
goriilmiistiir. Calisma sonucu olarak, Tiirkiye de ki P. Ridibundus ve P. Caralitanus

tiirleri toplam iskelet kasi protein bantlarina gore farklidirlar (Biilbiil ve Kutrup 2011).

Bir diger caligmada ise Tiirkiyede ki 6 familyadan 17 anura (Amphibia) tiiriiniin 12 tiir
monogenean, digenean, cestode, nematode, acanthocephalan parazitleri iceren
helminthlerle infekte edildigi rapor edilmistir. Bu 17 tiir sunlardir, Bufonidae
familyasindan Bufo bufo (Linnaeus 1758), Bufo verrucosissimus (Pallas 1814), Bufo
(Pseudepidalea) viridis (Laurenti 1768); Discoglossidae familyasindan Bombina
bombina (Linnaeus 1761); Hylidae familyasindan Hyla arborea (Linnaeus 1758), Hyla
savignyi Audoin, 1827; Pelobatidaec familyasindan Pelobates fuscus (Laurenti 1768),
Pelobates syriacus (Boettger 1889); Pelodytidae familyasindan Pelodytes caucasicus
Boulenger (1896) ve Ranidae familyasindan Pelophylax bedriagae (Camerano 1882),
Pelophylax ridibundus (Pallas 1771) (6nceden Rana ridibunda), Pelophylax caralitanus
(Arikan, 1988), Rana camerani (Boulanger 1886), Rana dalmatina (Bonaparte 1838),
Rana holtzi (Werner 1898), Rana macrocnemis (Boulanger 1885), Rana tavasensis
(Baran ve Atatiir 1986). Helminthler P. caralitanus, P. bedriagae, P. fuscus, H. savignyi
ve B.verrucosissimus tiirlerinde tespit edilmemistir. En agir sekilde infekte olan konak
P.ridibundus olarak tespit edilmistir. P.ridibundus konagi saldirgan bir beslenicidir
ayrica degisik habitat ve beslenme sekillerine yiiksek adaptivite saglayabilen bir tiir
olarak bilinmesi bu parazit tiirler ile karsilasma olasiligin1 arttirmaktadir. Kisith dagilim
ve limitli yiyecek segeneklerine sahip olan konak tiirler ¢ok az infeksiyon belirtisi

gostermistir (Omar 2012).

Erismis ve Chinsamy (2010) ¢alismalarinda P. caralitanus metamorfoz safthasindan on



yasina kadar olan Orneklerinde birey gelisim siirecindeki {liglincli phalanx epifizyal
kikirdaklarindaki histolojik degisimi incelemislerdir. P. caralitanus’un uzun yasam
siiresi ile bu taksondaki epifizyal kikirdaktaki gelisim arasinda bir korelasyon oldugu
tespit edilmistir. Bu iligkinin zamana bagh olarak epifizisin kondrosit farklilasmasi ve

olgunlagmasi ile iligkili oldugunu belirtilmistir.

Akin (2011) dogu akdeniz su kurbagalarinin filocografik modelini belirlemek ve farkli
jeolojik senaryolar kullanarak farklilasma zamanlarimi tahmin etmek ig¢in yaptiklar
calismada farklilagma zamanlarini, ge¢mis jeolojik olaylar ve dogu akdeniz su
kurbagalarinin sistematigini iligskilendirmislerdir. Bu c¢alismay1 yaparken genetik
cesitlilik ve uzakligi hesaplamak icin iki protein kodlayan mitokondrial (mt) genin
(ND2 (1038 bp, 119 sequences) ve ND3 (340 bp, 612 sequences)) sekanslarini
kullanmiglardir. Farklilasma zamanlari, dogu akdeniz i¢in alternatif miimkiin olabilecek
4 jeolojik temsili senaryo sunularak bir Bayesian sistemi ile tahmin edilmis ve daha
sonra da Bayesian faktorlerini ve eklenebilir jeolojik wverileri kullanarak farklh
senaryolar1 karsilastirmiglardir. Sonug olarak farklilasma tarihi tahminleri ana kara
popiilasyonlarindan (Peloponnese, Anatolia) gelen Girit popiilasyonlari ¢ogunlukla
Messiniyen tuzluluk krizinin (MSC) ilk zamanlarina benzedigini belirtirken, jeolojik
delillere ve genetik farklilik tahminlerine bagli olarak su hipotezi ortaya ¢ikmistir;
Kibris su kurbagalart MSC nin son zamanlarindan beri Anadolu anakarasindan izole
olmustur. Gozlemlenen farklilasma en biiyiik Anadolu haplogruplarmin (P. Ridibundus
gruplar1) bir zaman penceresi oldugu anlamina gelir. mtDNA sonuglarina gére Anadolu

su kurbagalar1 ve Kibristakiler bazi tanimlanmamas tiirleri temsil ettigini gostermistir.

2.2 Isikh Gol

Sulak alanlar sahip oldugu biyolojik ¢esitlilikten dolay1 dogal zenginlik miizeleri olarak
kabul edilirler. Sulak alanlarin kullanim degerlerine bakildiginda i¢gme suyu eldesi,
tarimsal sulama, sazlik ve kerestecilik alanlarinda, tuz tretimi, su iriinleri, otlatma
alanlari, ulasim ve turizm olanaklar1 saglarlar. Bunlarin disinda yeralti sularim
besleyerek yada bosaltarak su dengesini diizenleme, firtina ve sellerin etkisiyle

olusabilecek dogal afetlerin etkisini azaltma, iklim kosullarin1 diizenlerler, bazi zehirli



maddeleri tutarak suyun kalitesini iyilestirme, sediment ve besin depolama, biyolojik
cesitliligi barindirma gibi dolaylt yollardan ekonomiye biiyiik katkilarda bulunurlar.
Sulak alanlar aslinda kiiltiirel mirasin bir parcasi olmasi itibariyle de 6zel niteliklere
sahiptir. Bir¢ok yerde Onemli yerel geleneklerin temelini olustururlar. Sosyal
aktivitelere olanak saglarlar. Yaban hayati, giizel manzarasi ve peyzaj degerleriyle

estetik esinlerin kaynagini olustururlar (int. Kyn. 2).

Bir¢ok ekolojik ve ticari degeri yliksek ¢esitli bitki ve hayvan tiiriine ev sahipligi yapan
sulak alanlar ayrica nadir ve tehdit altindaki bir¢ok bitki ve hayvan tiirii i¢in de yasam
alan1 saglamaktadir. Avrupa Birligi Habitat Direktifinde yer alan korunmasi gereken
tirlerin %80°1 Akdeniz’e aittir ve bunlarin biiylik bir kismi1 sulak alanlara bagimli ve
iligkili tlirlerdir. Tiim Akdeniz’de yasayan 50 amfibi tiirlinden 27’si endemiktir. Yani
sadece Akdeniz’e Ozgiidiir. Sulak alanlarda ¢ok fazla memeli goriilmemesine karsin,
sicak ve kurak yaz aylarinda sulak alanlar memeli hayvanlar igin ideal siginak
yerleridir. Sulak alanlarda en fazla goriilen bitki tiirleri sazlar, kamiglar, kofa otlari,
kindiralar, diigiin ¢igekleri, su naneleri, siisenler, su ayriklari, ilginlar, niliiferler, su
findiklari, semsiye otlar1 ve arpacanlardir. Sulak alanlarin en gorkemli canlis1 muhakkak
ki kuslardir. Degisik tiirlerden milyonlarca kus iireme kislama ya da go¢ esnasinda
Tirkiye’deki sulak alanlar1 kullanirlar. Bat1 Palearktik Bolge’deki dort onemli kus go¢
yolundan ikisinin Tiirkiye tizerinden gegmesi, Tiirkiye’deki sulak alanlari herhangi bir
iilkedekinden daha 6nemli kilmaktadir. Bir¢ok kus, memeli, siirlingen ve amfibi tiiriiniin
varligimm stirdiirebilmesi Tiirkiye’deki sulak alanlarin korunmasina baglidir. Sulak
alanlarin korunmasi balik, kabuklular, amfibiler ve diger su ftriinleri gibi ekonomik
acidan onemli canlilardan elde edilen verimin siirekliligi agisindan da hayati 6nem tasir.
Bu durum insanligin gelecegi i¢in 6nemli olup, sulak alan ekosistemine iligskin bilimsel,

kiiltiirel ya da eglence-dinlence degerlerinden apayri bir énem arz eder (Int. Kyn. 2).

Isikl1 Golii, Denizli’nin Civril ilgesi sinirlart icerisinde bulunan, Akdag’in giineyinde
yer alan bir goldiir. Adin1 da Civril ilgesine bagh Isikli bucagindan alir. Cevresindeki
batakliklar ile birlikte 64.53 km? olan gl alan1 kurak mevsimlerde oldukca azalir, goliin
en fazla derinligi 7 m.’dir. 821 m rakima sahiptir. G6lii Akcay, Isikli kaynaklari, gol
tabanindaki yeralti sulari, Gokgol ve Biiyiilk Menderes Nehri’nin yukar: havzasindaki



iki biiyiik kolu ile beslemektedir. Isikli G6l, 6nceden dogal bir gol iken 1968 yilinda
baraj golii haline getirilmistir. Isiklt G6liniin 3 km. batisinda ve Biiyiik Menderes
Nehri iizerinde yer alan yaklasik 300 hektarlik bir gol ile cevresindeki sazlik ve
batakliklar ile birlikte yaklasik 700 hektarlik olan Gokgol Batakligr da 6zel koruma
alan1 sinirlar igerisine dahil edilmistir. Isikli G6li’niin gegmiste Gokgol ile biitiinlesik
bir sulak alan oldugu diisliniilmekteydi. 1996’da Orman Bakanligi buranin ‘Yaban
Hayat1 Koruma Sahasi’ilan edilmesi i¢in girisimde bulunmustur (Yagc1 2009, Gokgol
ve Isikli Golleri Yonetim Plan1 2009).

2.2.1 Isikh Gol Faunasi

Isikl1 Goli, ozellikle kis aylarinda pek ¢ok sayida su kusunu barindirir. Alanda iireyen
giilen sumru, alacabalik¢il ve biyikli sumru populasyonlariyla 6zel koruma alani statiisii
kazanmigtir. Gol, kis aylarinda orada bulunan kiiciik karabatak, sakarca, Macar 6rdegi,
elmabas patka, pasbas patka ve sakarmeke gibi su kuslart i¢in ¢ok Onemlidir. Kis
aylarinda yapilan sayimlada g6l iizerinde bir seferde 190 binin iizerinde sakarmeke
gozlenmistir. Golde tlireyen diger tiirler arasinda bahri, kara boyunlu batagan, erguvani
balikeil, ¢eltikei ve karabas marti sayilabilir. Isikli Golii'nde yasayan akkuyruklu kartal
g0l yakinindaki Akdag’da tiremektedir. Isikli Goli, i¢ su baliklart i¢in de Snemlidir.
Nesli kiiresel dlgekte tehlikede olan Tiirkiye endemigi baliklardan Aphanius anatoliae
(Yosun Balig1) ve Chondrostoma meandrense (Karaburun Balig1) Isikli G6li’nde iirer.
Bunlarin disinda sazan ve turna balig1 olduk¢a yaygin olarak gdélde mevcuttur.
Cyprinidae familyasindan olan Phoxinellus zeregii meandri (Ot balig1), (Ladiges 1960)
nin da ilk gorildigi gol Isikli Goli'dir. Hemigrammocapoeta kemali (Ciice Siraz
balig1) (Hanko, 1924), Orthrias angorae angorae (Tiirk¢e: Yok) (Steindachner, 1897)
tirleri de 151kl Golii'nde yer alan balik tiirleri arasindadir (Gokgol ve Isikli Golleri
Yonetim Plant 2009). Endemik Beysehir Kurbagasi olarak bilinen Pelophylax
caralitanus da isikli goliinde bulunan ekonomik ve ekolojik degeri yiiksek bir amfibi
tiriidiir. Kerevit (Astacus leptodactylus) de 1sikli gélde bolca bulunan ve halkin 6nemli
gecim kaynaklarindan olan bir canli iken bir mantar enfeksiyonu ile goldeki

popiilasyonu ortadan kalkmis durumdadir.



2.2.2 Isikli Gol Florasi

Isikli Goli’ndeki yliksek su seviyesinden dolayi, bataklik bitki Ortiisii sadece Kufi
Cayr’nin aliivyon depoladigi kuzey doguda bulunur. Goliin ortasinda birkag saz adacigi
vardir. Isikli’'nin dogu ve bat1 kiyilarinda genis kavakliklar ve tarim alanlari, glineyinde
ise hububat ekiminin yapildig1 genis bir ova yer alir. Bataklik bitki ortiisti, Gokgol ve

cevresinde daha yaygindir.

2.2.3 Alanda aktiviteler

Goliin gliney kiyisinda kalan arazilerde tarim ve kavakeilik yapilmaktadir. Gol
cevresinde turizm amacli oteller bulunmaktadir. Balike¢ilik, Isiklt bucagi ve cevre
koylerdeki halk i¢in dnemli bir ge¢im kaynagi olusturmaktadir. Golde balik¢ilar yilda
70 ton civarinda balik tutmaktadir. Kerevit (Astacus leptodactylus) bir zamanlar goldeki
en yaygin ve en ¢ok gelir getiren tiirken, 1980°’lerde, Tiirkiye’de ilk kez bu golde ortaya

¢ikmig olan mantar hastaligi nedeniyle tiimiiyle yok olmustur.

2.2.4 Bashca tehdit ve sorunlar

Isikli Golii, gecmiste alan1 10.000 km?’ye yakindi. 1930 yillarinda gevredeki tarim
alanlarmin sulanmasima baslanmis, 1960 larda ise 2.000 km?’ye yakin bataklik tarim
arazisi elde edilmesi amaclh kurutulmustur. Goliin bir baraj goliine ¢evrilmesi islemi
1949°da  baslamis, 1968’de gilinlimiizdeki regiilator ve seddeleme sistemi
tamamlanmistir. Bugiin, gél Devlet Su Isleri tarafindan Isikli Baraji olarak
adlandirilmaktadir. Biiylik Menderes’in kuzeyden gecen kolu goéle yonlendirilmistir.
Kufi adi verilen bu kol bugiin gble giren suyun % 60’11 karsilamaktadir. Kis ve
ilkbahar aylarinda dolan g6l toplam 72.300 km? tarim arazisinin sulanmasinda
kullanilmaktadir. Su seviyesi, Haziran ayma kadar ¢ok yiiksek kalmakta, bu tarihten
sonra sulama amacl kanal kapaklar1 agildig1 icin su seviyesi azalmaya baslamaktadir.
Su seviyesinin bahar aylar1 boyunca bu kadar yiiksek kalmasi, kuslar i¢in uygun iireme

ortamlar1 olusturan sazlik ve batakliklarin olusmasini engellemektedir. Sular, Agustos
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ve Eyliil aylarinda iyice ¢ekilmekte ve ancak bu donemde alanin % 70 kadar1 sucul bitki
ortiisii ile kaplanmaktadir. Isikli GoI’de balike¢ilik etkinlikleri biiyiik 6l¢lide kontrolsiiz
yapilmaktadir. Golde kis boyunca ¢ok sayida avci gece ya da giindiiz izinsiz olarak

avlanmaktadir (Int. Kyn. 2).

2.2.5 Géliin Genel Jeomorfolojik Ozellikler

Civril ovasi ve ¢evresinde yer alan yliksek daglarin nisbi yiiksekliklerinin fazlaligindan
dolay1 daglar ile Isikl1 gdliine birlesen akarsu vadileri arasinda olusan egim farkindan
dolay1 daglarin yamaclarinda dokiintlii malzemesinin birikintileri koniler bi¢iminde
olugmustur. Konik bi¢imli bu birikintiler Bulkaz ve Akdag’in bat1 yamaglarinda yaygin
bir sekilde gézlenmektedir. Bu olusumlar IV. zamana ait olup, egimleri oldukc¢a fazladir
(20 ° - 30°). Akdag’in bat1 ve giineybati yamaglarina kurulmus olan yerlesim yerleri
(koyler), bu birikinti konilerinin 6n bolimiinde kurulmustur. Yuvakoy ve ¢evresinde
tagkin yataklarinin yogunlugu géze carpar. Akdag’in bat1 yamaclarindan kaynagini alan
derelerin  Yuvakdy c¢evresinde mevsimsel olarak tagkinlara neden oldugu
anlagilmaktadir. Bu alanlar ¢evresinde biiyiik boylu mese agaglariin Neojen
formasyonlar iizerinde birlik olusturdugu goriilmektedir (Gokgol Ve Isikli Golleri
Y6netim Plan1 2009).

2.3. Chytridiomycosis ve Batrachochytrium dendrobatidis (Longcore, Pessier ve
Nichols 1999)

Chytridiomycosis, hizla yayilmakta olan bulasici bir amfibi hastalifidir (Daszak et al .
2000), kiiresel olarak amfibilerde kitlesel dliimlere ve azalisa neden olmaktadir (Berger
et al. 1998, Bosch et al. 2001, Rachowicz et al. 2006). Chytridiomycosis hastaligina
sebep olan ise konak spesifitesi diisiik, non-hifal zoosporik patojen bir fungus olan
Batrachochytrium dendrobatidis tiiriidiir (Daszak et al. 2003). Amfibilerin azalis kalib1
ve genetik c¢aligmalar chytrid fungusun orta Amerika ve Avustralya’da dogal
popiilasyonlara bulastigin1 desteklemistir (Daszak et al. 1999, Daszak et al. 2003;
Morehouse et al. 2003). Goka et al. (2009) calismasinda “yeni patojen hipotezi” ve

“endemik patojen hipotezi’nin bir kombinasyonu olarak hastaligin mevcut yayginligini
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aciklamistir.

Chytridiomycosis, cildin siirekli olarak B. Dendrobatidis (Bd) tarafindan infekte
edilmesine dayali bir hastaliktir. Chytridiomycosis’in yeniden olusmasiyla, var olan
Bd’lerin yasam sikluslarini devam ettirmeleriyle, su ile tasinan zoosporlar vasitasiyla,
anura larvalarinin agiz parcalarinin parazite olmasiyla ve amfibilerin post metamorfik
safhada enfeksiyona maruz kalmasiyla olusur. Larvalarda enfeksiyon sadece agiz
kisimdaki keratinlesmis dokularda tespit edilir ancak bazi durumlarda larvalarin kuyruk
kisimlarinda da olustugu bildirilmistir (Brodman ve Briggler 2008, Kriger ve Hero
2007, Berger et al. 1998, Longcore et al. 1999, Marantelli et al. 2004). Bd
enfeksiyonlar1 patofizyolojik degisimlere sebep olur ve bu degisimler ya hastalik
durumuna Onciilik eder ya da potansiyel olarak dliimle sonuglanir. Chytridiomycosis
olustugunda, amfibi epidermisi igerisinde elektrolit tasinimi %50 ye kadar engellenir,
sodyum ve potasyumun hiicre sitoplazmasindaki konsantrasyonu diiger ve asistolik kalp
durmasi 6liime sebep olabilir. Ciinkii saglam deri amfibi i¢ dengesinin korunmasinda
onemli bir faktordiir, deri fonksiyonunu bozan madde ya da maddelerin, dogrudan

Bd 'nin salg1 iiriinlerinin mekanizmasi oldugu disiiniilmektedir (Voyles et al. 2007).

Bd sulak alanlarda, nemli topraklarda ve kus tiiyleri lizerinde hayatta kalabilir ve
biiyiime gosterebilir. Bu bilgiler de bir diger yayilim sebebinin gogmen kuslar ve toprak

taginimi vasitasiyla olabilecegini gostermistir (Jhonson ve Speare 2005).

2.3.1 Batrachochytrium dendrobatidis’in Familyasi (Aile)

Batrachochytrium  dendrobatidis  (Bd)  Chytridiomycota  filumuna  (sube),
Chytridiomycetes clasisine (sinif), Chytridiales ordosuna (takim) aittir (Hyatt et al.
2007). Bilimsel siniflandirmasi ayrica gizelge 2.2 da gosterilmistir. Chytridiomycota
filumunun tiyeleri kozmopolit olarak yayilis gosteren heterotrofik funguslardir (Sparrow
1960, Karling 1977). Dogada baslica bulunma alanlan toprak ve sulardir, organizmalar
tizerinde genellikle dis ylizeyleri kullanarak (kitin, keratin ve bitki tortular1) saprofit
olarak davranirlar. Bazi cinsler fakiiltatif ya da obligat anaeroblardir ve bircogu

mantarlarin, alglerin, tohumlu bitkilerin, rotiferlerin, nematodlarin ya da bdoceklerin
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obligat  parazitleridir.  Burada  bildirilen  Batrachochytrium  dendrobatidis
Chytridiomycota filumunun omurgalilarda parazit olarak kabul edilen ilk liyesidir (Barr
1990). Sonzamanlarda tanimlanan ikinci tiir ise B. Salamandrivorans dir. Bu tiir

semenderlerde Chytridiomycosis hastaligina sebep olarak oSliimlere yol agmaktadir

(Martel et al. 2013).

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

(Digeri ise Iridoviridae familyasinin Ranavirus cinsidir) (OIE, 2006).

Cizelge 2.2 Batrachochytrium dendrobatidis Hiyerarsik Siniflandirmasi
BILIMSEL SINIFLANDIRMA
Kingdom (Alem) Fungi

Filum (Sube) Chytridiomycota

Class (Sinif) Chytridiomycetes

Order (Takim) Chytridiales, Rhizophydiales
Genus (Cins) Batrachochytrium

Species (Tiir) Batrachochytrium dendrobatidis

2.3.2 Batrachochytrium dendrobatidis’in Yasam Dongiisii

Batrachochytrium dendrobatidis (Bd)’'in yasam dongiisii 2 ana evreden olusur, ilki
hareketli safha olarak adlandirilir bu sathada zoospor su ile taginabilir ve yeni konaklara
ulasabilir zoospor bu evrede oldukga kisa Omiirliidiir, diger safha ise zoosporangium
(sporangium olarak da bilinir) iginde gogalip gelisebildigi duragan evredir. Bu evrede
monosentrik olan tallus eseysiz ¢ogalma i¢in bir zoosporangium iginde bulunur. Bd
konakta katlanmis deri epiteline gomiilerek uyum saglar ve talli epidermis hiicresi
icinde yasar, ilk olarak parazitlik etkisi birka¢ tabaka derinliktedir ve gelisme hizi
hiicrenin gelisim hiz1 ile ¢akisir ve konak canli i¢in biiyiik risk olusturmaz. Bd ilk olarak
canli hiicreler i¢inde gelisir ama talli zoosporangia olarak Bd lerin gelisimini 6li,
yiizeysel ve keratinize olmus hiicrelerde tamamlar. Zoosporangia ylizeyinde ve viicudun
distal kisminda agilan bir bosaltim kapag ile zoosporlar ¢evreye yayilirlar. Yetigkin ve
iribag formdaki amfibilerde sporangia dagilimi, Bd’nin parazitlik faaliyetlerine
basladiginda tabakalanmis ve keratinize epidermise ihtiyagc duymakta oldugunu
gostermistir (Berger et al. 1998). Ancak geng¢ sporangialar daha derinlerdeki prekeratin
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iceren hiicreler i¢inde gelisebilirler. Kiiltlir ortaminda ve derideki yasam siklusu ayni
evreleri gosterir, in vitro ortamdaki yasam siklusu 22 °C de 4 ile 5 giin stirmektedir.
Direngli dinlenme fazinda olan sporlar bulunmamistir yani Bd 'in sporlarinin dinlenme

(uyku) faz1 yoktur (Berger et al. 2005b).

25 °C tizerinde epidermal devir orani artarken Bd biiylime hiz1 yavslar (Piotrowski et al.
2004), boylelikle sicaklik artisinda enfeksiyon kaybolur (Berger et al. 2004, McDonald
et al. 2005). Bd g¢esitli sicaklik ve yagis rejimi gibi genis araliktaki ¢evre kosullarinda
yasayabildigi gosterilmistir (Ron, 2003). Bd’nin laboratuvar ortaminda ki optimum
gelisme sicakligi 17-25 °C dir, 28 °C de organizma gelisimi durur ve 29 °C de bir hafta
icinde oliir (Longcore et al. 1999, Piotrowski et al. 2004).

Substrate-independent (substrat bagimsiz faz)

Zoospores
(zoosporlar)

Encysted Sporangia
Z00spor e releasing
i 700Spores
(kapslld (zoosporlar
zoospor) sporangiadan
salinir)
Developing Spora.ngia
sporangia forming
(gelisen Zo0spores
sporangia) (sporangia
zoosporlara

Substrate-dependent (substrat bagimli faz)

Sekil 2.1 Batrachochytrium dendrobatidis’in yasam dongiistine dair bir figiir. Bd nin yasam
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dongiisiiniin substrat bagimsiz safhasinda, fagellali zoosporlar hareketli ve serbest
halde yasarlar. Substrat bagimli sathada ise zoosporlar kapsiilliidiir ve sporangia
icinde gelisirler (Rosenblum 2008).

2.3.3 Kokeni

B. dendrobatidis, yeni ve gelismekte olan bir patojen (yeni patojen hipotezine (NPH)
gore ya da yayilim gosteren patojen hipotezine gore) midir yoksa amfibilerin endemik
ortakeilart midir? Bu, patojen konak dinamiginde gevresel degisikliklerin etkisi ile daha

da oldiirticti olmustur (endemic pathogen hypothesis ~EPH-; Fisher et al. 2009).

NPH B. Dendrobatidis 'in par¢ali dagilimlar iizerindeki gozlemler ile desteklenmistir.
Bu salginin giris yonleri (cepheleri) Avustralya, Orta ve Giiney Amerika’da
tanimlanmistir (Laurance et al. 1996, Berger et al. 1998, Lips et al. 2006, 2008) ve bu
enfekte olmus vektor amfibilerin dogal ¢evresinde oldugu kadar amfibi ticaretinde de
tespit edilmistir (Fisher ve Garner 2007, Cunningham et al. 2005, Garner et al. 2006,
Walker et al. 2008). EPH, B. Dendrobatidis ’in kiiresel amfibi popiilasyonlar1 iginde
onyillar 6ncesinde azalisin baslangicin1 gosteren kanitlarla desteklenmistir (Ouellet et
al. 2005, Weldon et al. 2004). B. Dendrobatidis’in sebep oldugu chytridiomycosis’in
olugmasi ile ¢evresel farkliliklar ve kiiresel 1sinma arasinda olciilebilir baglarin oldugu

belirtilmistir (Bosch et al. 2007, Pounds et al. 2006, Reading 2007).

Yayilmanmn 2 atasal merkezi oldugu Onerilmistir: Afrika disina Xenopus cinsinin
ticareti (Weldon et al. 2004) ve Amerika disinda Kuzey Amerikan Bullfrog (Lithobates
catesbeianus / Rana catesbeiana) ticareti yapilmasi (Fisher ve Garner 2007, Garner et
al. 2006, Weldon et al. 2004). Bu fungusun en eskiye dayanan varliginin tespiti
Afrika’daki 697 Xenopus tiiriiniin incelenmesiyle Xenopus laevis'te yapilmustir.
Boyleikle de B. Dendrobatidis’in Afrika orjinli oldugu hipotezini de destekleyen
epidemiyolojik kanitlar bulunmus oldu. Ayrica bu g¢alisma ile birlikte Afrika disinda
tespit edilen ilk hastalik bulgusundan 23 yil énce B. Dendrobatidis’nin Afrika da var
oldugu da ortaya konulmustur (Weldon et al. 2004). Tiim kanitlar incelendiginde,
durum sunu goéstermekteydi B. Dendrobatidis in giincel dagilimi bilinen ve bilinmeyen
hareketi nedeniyledir, 20. yiizyilin ilk yarisinda vektdrlerin popiilasyon kaynagi heniiz

tanimlanamamustir (Fisher et al. 2009).
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Morgan ve ark. (2007) de Sierra, Nevada’'da amfibi azalislar1 tizerine yaptiklari bir
arastirmada NPH tezini destekler sonuglar buldular, bu sonuglar; diisiik ¢esitlilik, amfibi
konak 6zgiilliigli olmamasi, fungal genotip ve cografya ile diisiik korelasyon, tek bir
fungal genotip ile yerli kurbaganin yok olmast ve insan destekli fungus gogiiniin
kanitlari. Ayrica endemizm desteginde (EPH), onlar yerel dlgekte popiilasyonlarin
yeniden birlesmesinde bazi farkliliklar bulundu. Bu nedenle ne hastalik salgininin ne de
endemizmin amfibi azalislarini tek basina agiklayamayacagini belirtildi. Gokka et al.
(2009) da sunu belirttiler, Walker et al. (2010) tarafindan desteklenen “yeni patojen
hipotezi” ve “endemik patojen hipotezi” arasindaki bir kombinasyon mevcut salgin
durumunu agiklar. NPH B. Dendrobatidis’in Iberya’da ortaya ¢ikmasiyla tutarhdir.
Bununla birlikte hastalik grisinin popiilasyon diizeyindeki sonuclart EPH benzeri
siiregler ile agiklanmistir. Bulgular gostermektedir ki NPH benzeri siireglerin ifade
olmas1 (B. Dendrobatidis’in Iberya biyomlarma girisi) onun EPH benzeri cevresel
sartlarina baglidir (Chytridiomycosisin olusmasi). Oyleyse B. dendrobatidis, goriilmesi

cevresel sartlara bagli olan yeni bir patojendir.

2.3.4 Bd’nin Kiiresel Dagilimi

Diinya genelindeki yayilim haritas1 ve yillara bagli yapilan ¢aligmalarda tespit edilen

tilkeleri gosteren haritalar resim 2.2 ve resim 2.3 de gosterilmektedir.

>800 Pozitif
>600 Pozitif
>400 Pozitif
>200 Pozitif

<200 Pozitif
Negatif
[IiNegatif )total
6mek miktart

Resim 2.2 Batrachochytrium dendrobatidis’e ait Diinya genelindeki yayilm haritas1  (int.
Kyn. 3).
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|
Resim 2.3 Batrachochytrium dendrobatidis patojenin yillara bagli olarak global dagilim haritast
(Kriger 2009).

Haritalarda pozitif sonu¢ bulunan tilkelerin enlemleri, boylamlar1 ve iklimsel 6zellikleri
dikkate dikkate alindiginda iilkemizin de risk altinda oldugu goriilmektedir. Bd ile
yapilan c¢aligmalarda iklim degisikliginin (sicaklik, riizgarlar, nem ve yagis oranlari
gibi) etkisi ile hizla yayildig1 tespit edilmis olup, muhtemel risk tasiyan bolgeler,
ekolojik nisleri haritalandirilmigtir (Resim 2.4).
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Resim 2.4 B.dendrobatidis i¢in Ongoriilen temel ekolojik nis haritasi. Koyu bolgeler
B.dendrobatidis ekolojik nis alan1 i¢in uygun olan bolgeler (Santiago R. Ron 2005; Krigger
2009).
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2.4 Ranavirus (Iridoviridae)

Ranaviriis Iridoviridae familyasindaki 5 genustan biridir (Jancovich et al. 2011).
Ranaviriisler genis ikozohedral yapili viriislerdir ve sogukkanli hayvanlari infekte
ederler (Williams et al. 2005). Ranaviriisler balik, amfibi ve siiriingenlerin dogal ve
kiiltiirel populasyonlarin1 infekte eden patojenler olup ekonomik ve ekolojik olarak
onem tasirlar (Chinchar 2002, Chinchar et al. 2009). Bilinen verilere gore farkli
ranaviriis izolatlar1 Amerika, Avustralya, Avrupa ve Asya’da ki konak tiirlerden izole
edilmistirler (Williams et al. 2005). Ek olarak kiiresel amfibi popiilasyonlarinin
azalisgindan sorumlu olarak ve balik oliimlerine sebep olan bir patojen olarak genis
Olciide rapor edilmistir ve kirmizi bacak ‘red-leg’ hastaligindan sorumlu patojenlerdir.
(Chinchar 2002). Diinya Hayvan Sagligi Organizasyonu (OIE), ranaviriislerden biri
olan Epizootic Hemotopoiteik Nekrozis Viriisii (EHNV) bir balik patojeni olarak tanir
ve kurbagalar i¢in de tiim ranavirlis enfeksiyonlarmi listelemistir (OIE 2011).
Ranaviriisler balik ve amfibilerin genis varyetelerinde hiicre 6liimlerine sebep olur, tiim
hayvanlarda patonejite viral izolata, konagin yasina ve cografik durumuna baghdir
(Chinchar et al. 2005). Ranaviriislerin bazilar1 konaga 6zgii olsa bile bazi izolatlar hem
baliklarda hemde amfibilerde goriilebilir (Moody ve Owens 1994, Mao et al. 1999a ).
Ranaviriisler konak hayvanda sistematik nekrozitan enfeksiyona sebep olur ama
subklinik ve kalic1 enfeksiyonlar belirli kosullar altinda goriilebilir (Whinttington ve
Reddacliff 1995, Whinttigton et al. 2010). Kurbaglarda ranaviriise karsilik bazi immiin
cevaplarin var oldugu yayinlanmistir. Baliklardaki immiin cevap ise tam olarak
bilinmemektedir (Gantress et al. 2003, Maniero et al. 2006, Morales ve Robert 2007,
Morales et al. 2010).

Ranavirtislerin genomu tek ve dogrusal olup ¢ift iplikli DNA (dsDNA) yapisindadir, bu
molekiil yiiksek derecede metillenmistir ve terminal UA (urasil,adenin) fazliliklar igerir
(Chinchar 2002, Jancouich et al. 2011). Giliniimiizde 7 farkli ranaviriis tiiriiniin tim
genom sekansi tanimlanmigtir (He et al. 2002, Jancouich et al. 2003, Song et al. 2004,
Tan et al. 2004, Tsai et al. 2005, Huang et al. 2009, Jancoih et al. 2010). En cok
calisilan ranaviriis geni major capsid protein (MCP) genidir ve benzer ranaviriis

izolatlarinin gen sekanslar1 genel kullanima agiktir. MCP sekanslart PCR yontemi ile
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ranavirlslerin filogenisi, evrimi (gelisimi) ve bu viriis gruplarinin tespitinde kullanilir
(Mao et al. 1996, Mao et al. 1997, Tidona et al. 1998, Hyatt et al. 2000, Marsh et al.
2002).

Diinyanin birgok bolgesinde dagilis gosteren ranaviriislere ait kiiresel dagilim haritasi
resim 2.5 de verilmistir. (Pelophylanx sp. (Hirvatistan), Rana temporaria ve Bufo Bufo
(Ingiltere), Alytesobstetricans Ichthyosaura alpestris (Ispanya), Lithobates catesbeianus

(Fransa —Italya- Almanya- Yunanistan- Belgika))

Resim 2.5 Kiiresel Ranavirus dagilim haritasi. (Int. Kyn. 4).

2.4.1 Ranaviriis Genusu:

Iridoviridae familyas1 Ranavirisler ile birlikte su 4 genusu da barmdirir: Iridovirus,
Chloriridovirus, Lymphocystivirus ve Megalocytivirus  (Janccouich et al. 2001).
Ranaviriistin 6 resmi tiirli vardir; Ambystoma tigrinum viriis (ATV) , Bohle iridoviriis
(BIV), Epizootic haematopoiteic necrosis virtis (EHNV), European catfish viriis (ECV),
Frog viriis 3 (FV-3) ve Santee-Cooper ranaviriis (SCRV) uluslar arasi viriis taksonomi
toplulugu (ICTV) tarafindan tiirler i¢inde de izolatlar tanimlanmistir (Cizelge2.3). Ek
olarak gecici tiirler heniiz ICTV tarafindan ranaviriis taksonomisine kabul edilmemistir

(Jancovich et al 2011).
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Cizelge 2.3 Ranavirus cinsine ait tiirler ve izolatlar (Jancovich et al. 2011).

Tiirler Izolatlar

Ambystoma tigrinum virus 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)

2.4.2 Virion yapisi ve sitopatolojisi:

Iridoviridae familyasinin tdyeleri biiyiik ¢ift iplikli DNA viriisleridir. Virionlar
genellikle 120-200 nm ¢apindadir ve ikozohedral simetri gosterirler (Chinchar 2002).
Virionun c¢ekirdegi, tanimlayict 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  kullanarak
(tomurcuklandirarak) bir zara sahip olabilirler ve zarfli virionlar yiiksek seviyede
spesifik enfeksiyona sahip olmasina ragmen hem zarfli hemde zarfsiz virionlarin her

ikiside enfeksiyoneldir (Braunwald 1979).
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Sekil 2.2 Zarfl1 ve zarfs1z ranaviriis virionlariin yapist (Holopainen 2012).

Siirtingenler, baliklar ve amfibilere ek olarak ranavirlisler in vitro ortamda balik,
kurbaga ve memeli hiicrelerini iceren omurgali hiicrelerinde genis bir varyete de
infeksiyon yetenegi gosterebilir (Jancovich et al. 2011 ). Viriis bilinmeyen reseptorleri
vasitasiyla hiicre ortamina iki rotadan biriyle girer. Virlis ya endositosiz ile konak
hiicreye girer ya da sadece genomunu hiicre igerisine aktararak girer (Sekil 2.3)
(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 1981). Viral DNA polimeraz viral DNA
sentezini cekirdek icerisinde katalizler (Goorha 1982, Chanchar 2002). Viral DNA
replikasyonun 2.fazi sitoplazmada gergeklesir. Yeni sentezlenen DNA sitoplazmaya
tasinir ve on genomdan daha biiylik boyutta konkatamerik esit parcali 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). Translayon sonrasi iiretimi ne genis Ol¢iide glikozilasyon ne de

stilfatilizasyon ya da tespit edilen ranaviriis onciil proteinlerinden ayrilma gerektirir
(Chinchar et al. 2005).

Ranaviris DNA‘sinda ki CpG gen adaciklarinda yiiksek seviyede metilenmis “C”
belirlendi (Willis ve Granoff 1980, Eaton et al.1991). Viral DNA sitoplazmada viriis
tarafindan kodlanan sitozin DNA metil transferaz enzimi ile metilenir (Willis et al.

1984). Bu metilasyonun, viral DNA ‘y1 viriis tarafindan kodlanan endoniikleazlardan
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korudugu iddia edilmektedir (Goorha et al. 1984). Diger bir yandan ranaviriislerinden
biri olan Singapore grouper iridovis (SGIV) DNA metil tranferaz enziminden
yoksundur (Song et al. 2004) ve bu durum viral DNA metilasyonunun baska bir rolii
oldugunu gostermistir. Metillenmemis CpG adalar1 igeren bakteriyal DNA, dogustan
gelen bagisiklik akabininde reseptdr 9 (TLR9) araci gibi ¢alistigr goriilmiistiir (Bauer et
al. 2001). Buda sunu gostermektektedir ki ranaviriisler kendi genomlarina konak immun

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

Diger yolda ise virionun hiicreye girisi viral proteinlerin giris bolgelerine baglanmasiyla
olur ve konkatametrik viral DNA bazi mekanizmalar ile virionlar i¢inde paketlenir.
Boylelikle halkasal permute jenerasyonlar ve terminal yedek genom olusur (Chinchar
2002). Virionlar hiicreden dogruca plazma membranindan gecerler ve zarf parcalariyla
ya da sitoplazma i¢inde genis parakristalin dizileri seklinde depolanarak tomurcuklanma
seklinde ¢ikarlar (Chinchar 2002). Ranaviriislerin replikasyon dongilisii asagida

Ozetlenmistir.

©zarﬂ| virion

Ranavirusler (iridoviridae familyasmdan)
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Sekil 2.3 ranaviriislerin replikasyon dongiisiiniin 6zeti (Chinchar 2002).

FV-3 12 ile 32°C arasinda replike olur ve 55°C’den daha yiiksek sicakliklarda 30 dak.
Kaldiginda ya da UV Iridasyonuna maruz kaldiginda inaktive olur (Chinchar 2002,
Jancovich et al. 2011). Ranavirisler 1 yil boyunca +4°C ya da -70°C’de

saklandiklarinda infektivitelerini korumuslardir (Bailey 2007). Bazi ranaviriisler

22



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 i¢inde tespit edilebirlir (Goorha ve 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 septomlarina da neden oldugu
gosterilmistir. Ornegin kromatik yogunlasma ve DNA parcalanmasi ile apoptozise
sebep olmaktadir (Zhang et al. 2001, Essbaver- Ahne 2002, Chinchar et al. 2003). Viral
gen ekspresyonu apoptozis tetiklenmesinde gerekli degildir ama bunun programlanmis
hiicre oliimiinde virion proteinleri tarafindan dogrudan ya da dolayl iliskisi olup

olmadigi heniiz belirlenmemistir (Chinchar 2003).

Konak igerisinde ranaviriisler hematopoetik dokular1 ve diger organlari infekte eder.
Ornegin; bobrek, karaciger, dalak, gastrointestinal sistem gibi kanamalarin yani sira
bolgesel ya da genel nekrozise sebep olur (Reddacliff ve Whittington 1996, Williams et
al. 2005). Ek septomlar olarak kanamalar, deride kararmalar, diizensiz ylizme,
istahsizlik, ilgisizlik ve ataksi gibi rahatsizliklar goriilebilir (Langdon 1989, Ogawa et
al. 1990, Williams et al. 2005). Balik infeksiyonunda viral pargaciklar i¢ organlarin
endotelyal, epitelyal ve beyaz kan hiicrlerinin sitoplazmasinda tespit edilebilir (Ahne et
al. 1997).

2.4.3 Ranaviriislerin genomik 6zellikleri

Ranaviriis genomu tek, dogrusal, ¢ift zincirli bir DNA molekiiliidiir. Tim geneom
sekans1 7 ranaviriis izolatiyla neredeyse tamamlanmistir. Bu izolatlar FV-3 (Tan et al.
2004), EHNV (Janchovich et al. 2010), ATV (Jancovich et al. 2003), Tiger Frog Viriis
TFV (He et al. 2002), Soff-Shelled Turtle Iridovirus STIV (Huang et al. 2009), Grouper
Iridovirus GIV (Tsai et al. 2005 ) ve Singapore grouper Iriduvirus SGIV (Song et al.
2004), EHNV, SGIV ve GIV orijinal olarak baliktan izole edilmistir. FV3, ATV ve
TFV amfibilerden, STIV ise reptille orjinlidir.

23



Bu izolatlarin genom uzunlugu 105-140 kbp arasinda degisim gostermektedir. GC
icerigi %48-55 ve potansiyel acik okuma uclarinin sayis1 (ORF) 92-139 arasindadir.
Izolatlarmn ORF’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 c¢izelge 2.4 de gosterilmektedir.
Genomlarin tiimii tekrarlayan sekanslar icerir. Bu sekanslarin gen regiilasyonunda,
transkripsiyonunda ve viriislerin protein fonksiyonlarinda rol aldigi diisiiniilmektedir
(Kashi ve King 2006). Ek olarak kodlanmayan RNA’lar 6rnegin mikro RNA’lar
(miRNAs) STIV genomunda tanimlanmistir (Huang et al. 2009). Memeli virtislerinde
mMIiRNA ’lar konak immiiyon sistemi cevabi, appoptozis viral yasam dongiisiinii ve gen
ekspresyonu dilizenlenmesi tarafindan olusturulan infeksyonda rol oynar (Nair ve
Zauolan 2006, Cullen 2007).

Cizelge 2.4. Ranaviriislerdeki kodlanan protein 6rnekleri ve onlarin tahmin edilen gorevleri (He
et al. 2002, Tsai et al. 2005, Huang et al. 2009 ve Jancovich et al. 2010)

Protein Fonksiyon

DNA polymerase DNA replikasyonu ve tamiri
Thymidine kinase
NTPase/helicase

RNA polymerase I1 DNA transkripsiyonu
Transcription elongation factor 11S
Ribonuclease 111 (RNase I11)

Ribonucleotide reductase ve subunit Niikleotid metabolizmasi
(RNR and ) Thymidylate synthase (TS)

Deoxyuridine trisphosphate nucleotido-

hydrolase (dUTPase)

Major capsid protein (MCP) Protein yapisi

3-Beta-hydroxy-delta  5-C27  steroid Virus — konak etkilesimi
oxidoreductase-like protein, Bcl-2-like

protein, LPS-induced tumor necrosis

factor-alpha Eukaryotic initiation factor 2

(elF-2) like protein
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Ranaviriis vironun temel yapisal bilesimi MCP dir. MCP nin boyutu tipik olarak 50 kDa
ve total virion proteinlerinin %40-45 olusturur (Williams 1996). MCP geni familya
icinde 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 ¢alisilan genlerinden biridir ve
bu gen viral gelisimi belirlenmesinde en uygun hedef gen olarak kabul edilir (Tidona et
al. 1998). Tim genom sekanslarinin filogenetik analizlerine bagh olarak EHNV, ATV,
FV3, STIV ve TFV birbirleriyle yakin iliskilidirler ve iridoviruslerden GIV ve
SGIV’den ayr1 grupturlar (Eaton et al. 2007, Huang et al. 2009, Jancovich et al. 2010).

2.4.4 Epidomiyolojisi ve Konak Ozgiilliigii

Ranaviriise bagli 6liimler ve hastaliklar diinyanin ¢esitli iilkelerinde ki hem dogal hem
de ciftlik balik populasyonlarinda rapor edilmistir. Baliklar1 infekte eden virlislerden
EHNV, Diinya Hayvan Saglig1 Organizasyonu tarafindan (OIE 2011) tehlikeli bir tiir
olarak kabul edigsmistir. Ranavirusler Su kiiltiirlerinde ve dogal sucul hayvanlarda
zararl etki gosterdikleri i¢in Avrupa Birligi (AB) epizootic kanamali nekrozis (EHN)
listesine alinmistir. (Anonymous 2006). EHNV ilk kez kirmizi yiizgegli levrek (Perca
fuliviatalis) izole edilmistir. Avustralya’da hastaligin salgin1 sirasinda gokkusagi
alabaligina da bulasmigtir (Langdon et al. 1986, Langdon et al. 1988). Daha sonra bir
diger yakin iligkili ranaviriis izolat1 olan ESV Almanya’da ki yavru yayin baligi (Silurus
glanis) yetistirme ciftliginden izole edilmistir (Ahne et al. 1989). Fransa ve Italyada
Avrupa Kedibalig1 viriisii (ECV) hastalikli bodur yaym (Ictalurus Melas) baligindan
izole edildi (Pozet et al. 1992, Bovo et al. 1993). Bir diger ranaviriis olan genis agizli
levrek iridoviriisii (LBMV) Giiney Carolina, USA daki dogal genis agizli levreklerin
(Micropterus Salmoides) kiitlesel Sliimiinii takiben izole edildi (Plumb et al. 1996).
Giliney Dogu Asya’da iki ranaviriis izolati GIV ve SGIV izolatlar1 sar1 arfoz
(Epinephelus awoara) baligindan izole edildi (Lai et al. 2000) ve kahverengi benekli
orfozda da (Epinephelus tawina) (Chua et al. 1994) izole edilmistir. Ranavirtisler siis
baliklarindan da izole edilmistir (Hedrick ve Mc Dawell 1995, Paperna et al. 2001,
Gibson ve Kueh 2003). Ek olarak ranaviriisler goriiniiste saglikli konaklar olan Sander

lucioperca ve Stizostedion lucioperca’dan (Tapiovaara et al. 1998) ve kisa kanatli yilan
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baligindan da (Aguilla australis) izole edilmistir (Bang Jensen et al. 2009).

Diinya genelinde, amfibiler arasinda ranaviriis infeksiyonuna bagli bir¢ok hastalik
ortaya cikti ve OIE kaydma gore tiim ranaviriisler, amfibiler i¢in patojen olarak
bildirilmistir (OIE 2011). Patojenik deri fungusu B.dendrobatidise ek olarak
ranavirlisler diinya genelinde amfibi hastaliklarina sebep olan ajanlar olarak kabul
edilmistir (Chinchar 2002). Izole edilen ilk ranaviriis FV-3 olup tiimér tasiyan bir kuzey
kurbagasi (Lithobates pipiens eski adiyla Rana pipiens)’nin bobreginden izole edilmistir
(Granoff et al. 1966). 1992°de, BIV Avustralya’da siislii kazict kurbaga (Limnodynastes
ornatus)’dan izole edilmistir. irodoviriis gibi ajanlar can cekisen yesil kurbaga (Rana
esculenta)’dan izole edilmistir (Fijan 1991) ve 1990’lar da Avrupada ki gayir kurbagasi
(Rana temporaria)’nin siradis1 6liimlerinde de ranaviruslere rastlanmistir (Drury et al.
1995, Cunningliam et al. 1996). ATV Kanada’da ki hastalikli kaplan semenderlerden
(Ambystoma tigrunum diaboli) izole edilmistir (Bollinger et al. 1999). FV3 benzeri bir
ranaviriis hastalikli domuz kurbagalarindan (Rana grylio), aga¢ kurbagalarindan (Rana

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

Gliney Amerika’da, tespit edilen bir ranaviriis izolatinin FV3 ve ATV ile yakindan
iliskili oldugu ve kurbagalarda 6liimlii hastaliklarin sebebi oldugu belirtilmistir (Fox et
al. 2006). Venezziiella’da 7 farkli ranaviriis izolat1 kara kurbagalarindan (Bufo marinus)
ve kurbagalardan (Leptodactylus) bulundu (Zupanovic et al. 1998). Son zamanlarda
Belgika ve Hollanda’da ki kirmizi kuyruklu pirtiiklii semenderde (Tylotatritan
kweichowensis) ranaviriis infeksiyonunun salgin oldugunu belirten raporlar yaymlandi
(Pasmans et al. 2008), ortak bir sekilde Ispanyada ki ebe kurbagalar (Alytes
obstetracians) ve alp semenderlerinde (Mesotrian alphestris) (Balseiro et al. 2009a,
Balseiro et al. 2009b) ve Danimarka’da ki yenilebilir kurbagalarda da (Peolophylax K.
(klepton) Esculentus) bulundu (Ariel et al. 2009a).

Reptillerde ranaviriisler, birgok tiirden izole edilmistir. Ornegin hastalikli yesil
pitonlarda (Chondapython viridis) (Hyatt et al. 2002), yaprak kuyruklu kertenkeleler
(Uropltus fimbriatus) (Marschang et al. 2005) ve ¢ok ¢esitli kaplumbagalarda izole
edilmistir (Chen et al. 1999, Marchang et al.1999, De Voe et al. 2004, Allender et al.
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2006, Johnson et al. 2007, Johnson et al. 2008).

Ranaviriisler baliklar1 kurbagalar1 ve siirlingenleri infekte edebilir. Ama izolatlar tiir, yas
ve cografik orjinine gore konak hayvana belirlenmis ozgiilliikk gosterirler (Chinchar
2002, Chinchar et al. 2005). Ek olarak bulasma yolu, viral dozaj ve gevresel faktorler
hastaligin baslangicinda rol oynarlar (Brunner et al. 2005, Brunner et al. 2007).
Simdiye kadar EHNV sadece Avustralya’da izole edilmistir ve Avustralya’da gokkusagi
alabaligi, tathisu 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 tatlisu baliklarinin ve gokkusagi
alabalig1 tiirlerindeki ranavirus kaynakli 6nemli 6liimler ranavirusun ticaret yoluylada
bulagsmasi sonucu olabilir (Ariel ve Bang Jensen 2009). Bu olay ¢ayir kurbagasinda
(Rana temporaria) da goriildii, ranaviris ile infekte olan dogal hayvanlardan ortak su
kaynaklartyla tasinmis olabilir (Bailey ve Feist 2011). Ayrica bazi deneysel kosullarda
EHNV turna baliginda (Esox lucius), sudak baligi ve siyah yaym baliginda patojenik
olarak goriildii (Bang Jensen et al. 2009, Gobbo et al. 2010, Bang Jensen et al. 2011a).
ECV ve ESV’nin her ikiside geng ve yetigkin baliklarda 6liime sebep olur (Ahne et al.
1990, Pozet et al. 1992, Bovo et al. 1993, Gobbo et al. 2010).

2.4.5 Ranaviruslerin Diinii, Bugiinii, Gelecegi

Virtslerin dogal yasam tizerinde ki etkisi uzun bir tarihe sahiptir ve Ranaviruslerde de

fark yoktur. Son 20 yilda Ranaviruslerle ilgili olduk¢a yogun ¢alismalar yapilmustir.

Ranavirusler ilk kez 1965’de kuzey leopar kurbagasindan (Lithobates pipens) Allan
Gronof tarafindan izole edildi. Juke-Herpes viriislerinin kiiltiir ortaminda biiylimesi
incelerken izole ettigi birkag viriis sitopotik etki gosterdi. Onlardan birisi ( timor
tasiyan bir kurbagadan elde edilen ) Frog Virus 3 (FV-3) olarak adlandirildi ve
Ranaviriisiin bir tiirii olarak kaydedildi. A.Granof un 6nciil ¢aligsmast ve bunun iizerine
yapilan diger ¢aligmalar, virlis replikasyonunun giiciiniin agiklanmasinda model olarak
ranaviriislerin kullanilmasin1 gostermesine ragmen hastalik ajani olarak ranaviriislere

pek 6nem verilmemistir. 1980’lerin sonunda iridoviruslerin bir serisinin ¢alisilmasiyla

27



birlikte ekolojik ve ekonomik agidan 6nemli olan balik, kurbagalar ve siiriingenlerin
Olimlerinde ranaviruslerin ajan olmalariyla ilgili goriis degismistir. Ranavirusler
giinimiizde Kuzey ve Giiney Amerika, Avrupa, Asya ve Avustralya da ki su
kiiltiirlerinde, hayvan ve vahsi popiilasyonlarda tespit edilmistir (Lesbarreres et al.
2012).

Ranavirusler diinya genelindeki ektodermler i¢in Oliim olaylarina sebebiyet veren
ajanlar olarak tanmimlanmiglardir. FV-3 tayin edilmesi neredeyse sadece MCP geni
temeline dayanarak yapilmistir. Bununla birlikte ranaviriislerin cogu onlarin MCP’leri
icinde % 90’dan fazla benzerlik gosterir. Bir 6rnekte ki Ranaviriislerin tanimlanmasinda
ki tan1 testleri MCP genine bagli olmasina ragmen yalmiz MCP genlerinin bir kismu
sekanslarin Ranaviriisler arasinda ki farkliligin tespiti icin yetersizdir. Bu nedenle
tanimlamada FV-3 benzerligi siklikla kullanilir ve dikkatle yorumlanmalidir (Jancovich
2003).

Tam karakterize olan izolatlar iizerinde ki ¢alismalar FV-3, benzeri suslarin USA’da ki
Scaphirhynchus albus, Avustralya, Avrupa ve Amerikada ki Chelion (kaplumbaga)
tiirleri, Kanadada ki Lithobatessyluaticus ve Ingilterede ki Rana temporaria da genetik
cesitlilik ve cografik dagilima bagl olarak konaklarda 6liim olaylarinin sebebi oldugunu
gosterir (Lesbarreres et al. 2012). Ranaviriislerin bir diger farkli tipi ATV simdiye kadar
sadece Kaplan semenderinde (Ambystoma mavortium) tespit edilmistir. Filogenetik
kanitlar gostermistir ki kaplumbagalarda ki ranaviriisler ile kurbagalarda ki ranaviriisler
yakin iligkilidir. Balik konagini infekte eden atasal ranaviriisler kurbaga ve siiriingen
konaklara atlayabilir (Jancovich 2003). Ranaviriislerin karaktarizasyonu, dogada ki
cografik dagilimi1 ve onlarin konak araliklar1 ne kadar acil bir sekilde tanimlandirilirsa
uluslararast omurgali konaklar1 anlasilabilir. Deneysel calismlar Ranaviriislerin sinif
icinde hizlica yayilldigini gostermistir. Her bir smnif ig¢inde, konaklar infeksiyon,

lezyonlar ve davranis degisikligi gostermeden de ani oliimlerle karsi karsiya kalabilir
(Chinchar 2002).

Ranavirusler sogukkanli omurgalilar1 infekte ettigi i¢in g¢evredeki ranavirus - konak

iligkilerinin degisken olmas1 gerekir diye diisiinen Lesbarreres et al. (2012) potansiyel
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biyotik ve abiyotik mekanizmalarin bu konuda ki roliinii tanmimlamislardir. Ornegin
sicaklik, larval gelisim safhalari, yogunluk ve besin rekabetini ve virlisiin yaygimliginin
potansiyel rolii. Ek olarak dogal stres faktorleri (6rnegin yirtictya maruz kalmak)
antropojenik stres faktorleriyle birlikte (6rnegin pestisitler) ranaviriisiin duyarliligini
arttirabilir. Boylelikle salgin  hastalik  beklentileri ve ranaviral hastaliklarin

epidemiyolojisi daha iyi anlagilmaktadir (Lesbarreres et al. 2012).
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3. MATERYAL METOD

3.1 Arazi Cahsmalari ve Ornekleme

Denizli Civril ilgesine bagli bulunan Isikli bucagindan ismini alan Isiklt G6li’ne yapilan
arazi ¢aligmasinda goliin tiim ¢evresi dolasilmis ve hayvan yakalamak i¢in uygun olan
bolgelerden oOrnekleme islemleri yapilmistir. Goliin dogu, kuzey, bati ve giiney
boliimlerinden yapilan 6rneklem islemleri sirasiyla lokalite I, lokalite 11, lokalite 111 ve
lokalite IV olarak gruplandirilmistir (Cizelge 3.1). Arazi ¢alismasi yapilan bolgede
izlenen rota ve gruplandirilan lokaliteler resim 3.1 de belirtilmistir. 4 lokaliteden toplam
67 hayvan yakalanmistir. Yakalanan kurbagalar tek kullanimlik ve daha Once
kullanilmamus steril plastik kaplara alindi. Kurbaga orneklerinin dogal nem dengelerini
kaybetmemeleri i¢in kaplara bir miktar dogal ortamlarinin suyundan eklendi. Orneklem

islemleri tamamlandiktan sonra hayvanlar alindigi dogal ortamlarina geri saliverildi.

Chytridiomycosis tanist i¢in Ornekleme pamuk uclu swaplar (Medical Wire &
equipment, MW 100-100; Biomerieux) ile 10 kez kurbaganin dorsal yiizeyine, 10 kez
her bir kurbaganin kasiktan koltuk altina dogru, 10 kez ventral yiizeyine, 10 kez her bir
kalganin alt ylizeyine ve 5 kez ayaklarinin alt yiizeyine stirtiilerek yapildi. Bu teknik
yiizey alanindan en fazla miktarda 6rneklem yapilabilmesi icin secilmistir ve yanlis
negatif sonu¢ ¢ikma riskini en aza indirmektedir. Alinan swaplar 2,0 ml’lik steril
ependorf tiiplere alindi ve 10 saat iginde -20 °C’ye tasinarak laboratuvar analizleri

yapilincaya kadar burada sakland1 (Kriger et al. 2006Db).
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Resim 3.1 “kirmuzi renkli ¢izgi: arazi boyunca izlenilen rota” ve lokaliteler. (haritalar Google
Earth programindan alinarak iizerinde diizenleme yapilmustir.)
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Cizelge 3.1 Isikli Goliinde yapilan arazi ¢alismasi koordinat bilgileri.

Lokalite | Lokalite 11 Lokalite 111 Lokalite IV

Kuzey Dogu Kuzey Dogu Kuzey Dogu Kuzey Dogu
38°1228.93"  29°56'59.72"  38°15'46.36"  29°55'34.48"  38°1422.60" 29°51'51.77"  38°12'17.43"  29°50'35.21"
38°13'17.63"  29°56'51.76"  38°15'58.96"  29°54'34.48"  38°14'8.45"  29°51'6.44"  38°12'3.84"  29°51'45.85"
38°14'13.14"  29°56'55.79"  38°1543.24"  29°53'19.78"  38°13'42.77"  29°5027.13"  38°11'58.63"  29°5321.13"
38°15'16.48"  29°56'17.76"  38°15'1.87"  29°52729.12"  38°12'57.72"  29°49'46.53"  38°124.37"  29°54'31.76"

Resim 3.2 Isikli Golii ve arazi galigmalarina ait bazi fotograflar.
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Ranavirus tanist i¢in Orneklerin konuldugu kaplarin igerisinde bulunan epitel deri
dokiintiileri alinarak 2,0 ml’lik ependorf tliplere konuldu ayrica arazide bulunan 6l
orneklerinde 0.5 cm? lik deri ve kas parcalar1 da almarak 2,0 ml’lik ependorflara alind.

Her iki tip 6rneklerin {lizerlerine %70 lik etanol eklendi ve laboratuvar analiz islemlerine

kadar -20 °C de sakland1 (Galli et al. 2006).

3.2 Laboratuvar Analizleri

Laboratuvar caligmalarinda orneklerden DNA izolasyonu, DNA larin izolasyon
kontrolii i¢in elektroforez ve Qbit cihaz Olglimleri, qPCR islemleri ve sonuglarin

degerlendirilmesi yapilmastir.

3.2.1 Swaplardan DNA izolasyonu

Oncelikle calisilacak drnek sayisi kadar 2,0 ml’lik vidali kapakli tiipler hazirland1 ve
etiketlendi. Tiplerin igerisine 30-40 mg 0,5 mm ¢apindaki zirkonyum/silika boncuklar
konuldu daha sonra 50 ul PrepMan Ultra (Applied Biosystems #4318930) eklenir ve
son olarak swaplar saplar1 kesilerek tiiplere eklendi. Tiiplerdeki 6rnekler BeadBug
(Benchmark) cihazi ile 45-60 sn boyunca 4000 rpm de homojenize edilirek mevcut
zoosporlarin pargalanmasi saglandi, kisa bir siire buz kiivetinde bekletilip 13,000 x g de
30 sn santrifiij yapildiktan sonra homojenizasyon ve santrifiij islemleri tekrarlandi.
Tiiplerin kapaklar1 22 yada 23 numara steril igneler kullanilarak delindi ve tiipler 10
boyunca kaynayan su banyosunda bekletildiler. Su banyosundan alinan 6rnekler 2 dk.
oda sicakliginda sogumaya birakilmasinin ardindan en yiiksek hizda (~ 13,000 g.) 3 dk.
+4 °C de santrifiij edildi ve olusan siipernatant toplanarak qPCR islemlerinde
kullanilmak tiizere 1/10 oraninda sulandirilmistir (~ 5 ng/ul), qPCR ¢alismast DNA
izolasyonu isleminden daha ileri bir tarihte yapildigi durumlarda DNA 6rnekleri

etiketlenmis steril 0,5 ml lik tiiplerde -20 °C de saklandi (Kriger et al. 2006).

3.2.2 Ranavirus icin DNA Izolasyonu

Lezyonlu deri pargast % 95 ethanol bulunan eppendorf tiip igerisinde fikse edilir. 50mg
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deri pargasi alinir ve 400 pl lizis buffer (NaCl 0,1 M, Siikroz 0,5 M, Tris 0,1 M, EDTA
50 mM, SDS 9%0,5) icine aktarilarak mikrotiip igersine konur ve mikrotiip
homojenizatér yardimiyla 60-70 sn boyunca 4000 rpm’de homojenize edilir. Olusan
homejanat 30 dk, 65°C de inkiibe edilir. Daha sonra 57 ul 8M potasyum asetat eklenir
ve 30 dk buz banyosunda inkiibe edilir. Bu islemden sonra 10,000 g de 15 dk santrifiij
yapilip siipernatant yeni bir tiipe almnir. Uzerine 1ml buz soguklugunda %100 etanol
eklenir, 10,000 g de 15dk santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriiliir ve 50ul TNE (Tris 6mM,
NaCl 6mM, EDTA 0.2mM) tamponu igerisinde ¢ozdiiriilerek +4 °C ve -20 °C’de
saklanir (Galli et al. 2006).

3.2.3 Elektroforez Islemi

Bd ve Ranavirus tespiti amactyla 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 islemlerinden sonra elde edilen DNA miktarin1 6lgmek i¢in Qbit 2.0
flourometer (invitrogen) ile yiiksek hassasiyetli DNA Olgtim kiti kullanilarak (Kit
protokolii uygulanmistir) 6lgtimler yapilmistir.

3.3 Bd Tespiti I¢in Real Time PCR (qPCR) islemi

3.3.1 Standart Orneklerin, Pozitif ve Negatif Kontrollerin Hazirlanmas:

Real time PCR islemi sirasinda ¢alisilan 6rneklerdeki DNA yogunlugunu belirlemek

amactyla olusturulacak standart egri icin (PrimerDesign, Genesig, Ingiltere) firmasindan

temin edilen Bd DNA 6rnegi 10 ar kat sulandirilarak kullanildi (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2 Standart egrisinin olusturulabilmesi ve miktar tayini yapilmasi i¢in standart pozitif
kontrollerin hazirlanmasi

Diliisyon DNA Kopya Yogunlugu
Tiipleri

Tiip 1 2x10°/ ul

Tiip 2 2 x10*/ ul

Tiip 3 2x 103/ pl

Tiip 4 2x10%/ pul

Tip 5 20/ ul

Tiip 6 2/ ul

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

yerine DNaz - RNaz igermeyen steril su kullanildu.

3.3.2 Real Time PCR Uygulamasi

Bd varliginin tespiti icin izole edilen DNA oOrnekleri Bd ye 6zgii ITS1-3 Chytr (5°-
CCTTGATATAATACAGTGTGCCATATGTC-3") ve 5.8S Chytr (5-
AGCCAAGAGATCCGTTGTCAAA-3’) primerleri ve ChytrMGB2 (5-6FAM
CGAGTCGAACAAAAT MGBNFQ-3") TagMan MGB (minér grove binding) probu
kullanilarak gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu uygulamasina tabi tutuldu
(Boyle et al. 2004). Real time PCR isleminde reaksiyonlarin son hacimleri 20 pl (15 ul
rt-PCR + 5 15 ul DNA 6rnegi) olarak ayarlandi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 Bd tespiti icin yapilan gPCR’da kullanilan malzemelerin miktarlari.

Kullmilan Malzeme Kullanilan Miktar

2 X PrecisionTM MasterMix (PrimerDesign, Genesig, 10 ul x drnek sayisi
Ingiltere)

B.dendrobatidis e 6zel Primer/Probe (10 pikomol) mix 1 pl x ornek sayist
DNAz ve RNAz igermeyen steril su 4 ul x ornek sayisi
Toplam 15 pl x 6rnek sayisi
DNA 06rnegi (5 ng/ pul) 5 ul

Reaksiyon Toplami Son Hacmi 20 pl

Real PCR ig¢in hazirlanan 6rnekler 8°li 0,2 'ml strip PCR tiiplerine konularak {izerleri

seffaf seal bandi ile kapatilarak karigtmin homojenize olmasi ve tiiplerin duvarinda
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kalmis olabilecek damlalarin dibe inmesi amaciyla biitiin tiipler vorteks — spin cihazi
(Bioneer, Kore) ile 2500 rpm de 5 s., “hard” seviyede calkalama ayarinda 20 s. ve 20
tekrar seklinde vorteks — spin edildi. Daha sonra hazir olan tiipler real time PCR
cihazinin (Bioneer Exicycler96, Kore) termal blogu {iizerindeki kuyucuklara

yerlestirildikten sonra asagidaki protokole gore (Cizelge 3.4) cihaz ¢alistirildi.

Cizelge 3.4 Bd tespiti icin qPCR amplifikasyon protokolii

Dongii Sayisi Islem Basamag 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

Tiim 6rneklerin qPCR islemleri 3 kez tekrarlanarak yanlis negatif ve hatali pozitif sonug
verme ihtimalleri en aza indirilmistir PCR igleminin ardindan Ct (cycle treshold) degeri
alman Ornekler %]1,5 lik agaroz jel elektroforezinde DNA marker kullanilarak
yiriitiilerek hedeflenen DNA 06rnegi boyutunun goriintiilenmesiyle sonuglarin

dogrulugu kontrol edildi (Annis, 2004).

3.4 Ranavirus (FV-3) Tespiti icin Real Time PCR islemi

Ranavirusin varliginin tespiti i¢in real time, quantification PCR (qPCR) uygulama
islemi, Cizelge 3.5 de verilen MCP (Major Capsid Protein) ve IE (immediately early)
primerleri kullanilarak Cizelge 3.4.2 de belirtilen protokol kosullari altinda reaksiyon
son hacmi 25 pl (10 pl Applied master mix, 10 pikomol 1 pl ileri primer, 10 pikomol 1
pl geri primer, 8 pl DNAz — RNAz icermeyen steril su ve 5 ul (25 ng) DNA)
kullanilarak gergeklestirildi. Tiim 6rneklerin 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 yiiriitilerek hedeflenen DNA 06rnegi boyutunun
goriintiilenmesiyle sonuglarin dogrulugu kontrol edildi (Galli et al. 2006).
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Cizelge 3.5 Ranavirus (FV-3) tespitinde kullanilan pimer dizileri (Galli et al. 2006).

Primer Ad1 Genom  Uzerindeki Nucleotide sequence

Yeri
MCP ileri 61-81° 5-TACTTT GTC AAG GAG CATTAC -3’
MCP geri 398-418a 5-TCATGT TAT AGT AGCCTATGC -3’
IE ileri 104-22b 5-ATG ATC CAAGCC TACCTG TGC - 3’
IE geri 563-583b 5-AAATGT CCT AATCTATACACC -3

Cizelge 3.4.2 Ranavirus (FV3) tespiti i¢cin qPCR amplifikasyon protokolii.

Dongii Sayisi Islem Basamag Siire (saat.dakika.saniye) Sicakhik
1 Tekrar Enzim Aktivasyonu  00.10.00 95°C
Denatiirasyon 00.00.15 95°C
50 Baglanma ve Uzama  00.00.60 60 °C
Tekrar Verilerin Okunup - -
Bilgisayara
aktarilmast
1 Tekrar Melting - 55°C—-94°C
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4. BULGULAR

Isikli Golii'ne yapilan arazi calismalarinda Chytridiomycosis hastaligina sebep olan
patojen Batrachochytrium dendrobatidis fungusun tespit ¢alismalar1 i¢in, 4 lokaliteden
toplamda 67 Pelophylax caralitanus’dan siiriintli yontemiye swap ornekleri alinmustir.
Bu orneklerden uygun metot ile DNA izolasyonu yapilmis ve Batrachochytrium
dendrobatidis’e 6zgii primer dizileri kullanilarak qPCR ¢alismalar1 yapilmistir. Tim
orneklerin qPCR islemleri 3 kez tekrarlanarak yanlis negatif ve hatali pozitif sonug
verme ihtimalleri en aza indirilmistir. Bu 3 tekrarli ¢alismalarin {iclinde de pozitif sonug
veren Ornekler Bd pozitif olarak tanimlanmistir. qPCR cihazinin bilgisayara aktarmig
oldugu Ct (cycle treshold) degerlerine bakilarak pozitif ya da negatif olarak
degerlendirilmistir. Ayrica qPCR deneylerinde herbir ¢aligmada kullanilan standart
pozitif drnekler ile de Bioneer Exicycler 96 analiz programinda olusturulan standart egri

yardimiyla da zoospor sayilar1 genomik ekiivalent olarak tespit edilmistir.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda Batrachochytrium dendrobatidis fungusunun
tespit caligmalarinda kullanilan 67 6rnekten 21 tanesi pozitif, 46 tanesi de negatif sonug
vermistir. Yiizdesel olarak hesaplandiginda 67 o6rnegin % 31,34 G Bd pozitif olarak

belirlenmistir.

Bd tespiti i¢in yakalanan hayvanlarin tutulduklar1 kaplarda biraktiklar: epitel deri
dokiintiiler1 Ranavirus tespit caligmalarinda kullanilmistir. Bu ¢alismalar i¢in toplamda
49 ornek toplanarak igerisinde alkol bulunan 2,0 ml lik ependorf tiiplere aktarilmistir.
Laboratuvar analizleri sirasinda Ranavirus deneylerinde iki farkli gen bdlgesine ait
primerler kullanilacagi i¢in bu 49 Ornekten izole edilen DNA 0&rnekleri gerekli
miktarlarda ikiye boliinerek qPCR deneylerinde kullanilmistir. Bu durumda MCP ve 1IE
primerlerinin kullanildig1 Ranavirus caligmalarinda toplam 98 6rnek calisilmistir. Tiim
orneklerin qPCR islemleri 3 kez tekrarlanarak yanlis negatif ve hatali pozitif sonug
verme ihtimalleri en aza indirilmistir. Bu 3 tekrarli calismalarin {iclinde de pozitif sonug
veren Ornekler Ranavirus pozitif olarak tanimlanmistir. qPCR cihazinin bilgisayara
aktarmis oldugu Ct (cycle treshold) degerlerine bakilarak orneklerin pozitif ya da

negatif olduklar1 tespit edilmistir. Ranavirus ¢alismalarimizda mevcut miktart bilinen
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pozitif 6rnekler olmadig1 i¢in miktar tayini ¢aligmalart yapilamamugtir.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda MCP primeri ile qPCR calismalar1 yapilan 49
ornekten 8 tanesi Ranavirus pozitif, 41 tanesi de Ranavirus negatif olarak belirlenmistir.
Buda MCP primerleri ile ¢alisilan 49 6rnegin % 16,32 sinin pozitif sonu¢ verdigini
gostermektedir. IE primerleri ile yapilan caligmalar degerlendirildiginde ise 49 6rnekten
9 tanesi Ranavirus pozitif 40 tanesi de Ranavirus negatif sonug ortaya ¢ikmistir. Buda

49 6rnekten % 18,36 sinin pozitif oldugunu gostermistir.

MCP ve IE primerleri ile yapilan caligmalarda ki pozitif sonu¢ alinan ornek
incelendiginde ise MCP primeri ile pozitif sonu¢ alinan 8 drneginde IE primerleri ile
yapilan ¢alismada da pozitif sonu¢ verdigi goriilmiistiir. Bu da sonuclarin dogrulugunu
destekler niteliktedir.

Hem MCP hem de IE primerleri ile yapilan toplam c¢alisma g6z Oniinde
bulunduruldugunda her iki primerle de calisilan 98 6rnekten 17 tanesi Ranavirus pozitif
olarak degerlendirilmis, kalan 81 tanesi de Ranavirus negatif olarak degerlendirilmistir.
Her iki primer sonc¢larmin toplam degerleri ele alindiginda % 17,34 oraninda pozitif

sonug ortaya ¢ikmistir. Tiim degerler ¢izelge 4.1 da gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Bd ve Ranavirus qPCR deneyleri sonucu elde edilen pozitif sonuglar, negatif
sonuglar ve pozitiflik % degerleri.

Bd, Caligilan Ornek Bd, Pozitif Ornek Bd, Negatif Ornek Bd, Pozitiflik % Degeri
Sayisi Sayist Sayisi
67 21 46 31.34

Ranavirus MCP
Primeri, Calisilan
Ornek Sayist

Ranavirus MCP
Primeri, Pozitif Ornek
Sayisi

Ranavirus MCP
Primeri, Negatif Ornek
Sayis1

Ranavirus MCP
Primeri, Pozitiflik %
Degeri

49

8

41

16,32

Ranavirus IE Primeri
Calisilan Ornek Sayisi

Ranavirus IE Primeri
Pozitif Ornek Sayisi

Ranavirus IE Primeri
Negatif Ornek Sayisi

Ranavirus IE Primeri
Pozitiflik % Degeri

49

9

40

18,36

Ranavirus MCP ve IE
Primerleri, Calisilan
Ornek Sayisi

Ranavirus MCP ve IE
Primerleri, Pozitif
Ornek Sayisi

Ranavirus MCP ve IE
Primerleri, Negatif
Ornek Sayisi

Ranavirus MCP ve |IE
Primerleri, Pozitiflik %
Degeri

98

17

81

17,34
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Resim 4.1. qPCR sonras1 Bd zoospor miktar tayininde kullanilan standart egriye bir rnek.
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Resim 4.2 qPCR islemi sirasinda anlik olarak bilgisayar monitoriine yansiyan goriintii 6rnegi.
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qPCR cihazinda yapilan Bd caligmalarinda her deneyde kullanilan standart ornekler
vasitasi ile cihaz tarafindan hazirlanan standart egri ile otomatik olarak hesaplanan
genomik ekiivalent (zoospor sayilarina ait sayisal bilgiler) miktarlarinin ortalama

degerleri ¢izelge 4.2 de belirtilmistir.

Cizelge 4.2 Lokalitelere gére genomik ekiivalent ortalamalari.

Lokalite | Lokalite 11 Lokalite 111 Lokalite IV

91,7562 94,8489 1132,1647 91,4961

Yapilan arazi ¢alismalar1 sirasinda bolgedeki yore halkinin sivrisineklerin artmasiyla
ilgili sikayetleri oldugu gozlemlenmistir. Bu durum bolgedeki amfibi popiilasyonunda
azalma oldugunu gdstermektedir. Arazide 6rneklem yapilirken yakalanan bazi
hayvanlarin dis goriiniisiinde lezyonlar, kasik bolgeleri agirlikli olarak arka bacaklar
boyunca kizariklik, hareketlerinde yavaslik, 1s18a ve harekete verilen reflekslerde gozle

goriliir yavaglik oldugu tespir gozlemlenmistir (Resim4.3).
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Resim 4.3 Arazide yakalanan ve bazi bolgelerinde lezyon gozlemlenen 6rnekler.
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5. TARTISMA ve SONUC

Iklimlerdeki degisiklikler ne yazik ki diinyamiz ve atmosfer iizerinde yasayan tiim
canlilar1 olumsuz yonde etkilemektedir. Ancak, bu degisim tiim diinyada esit siddette
olmadig1 gibi her bireyde de farkli tepkiler vermektedir. Tklim degisikligi cagimizin en
onemli ¢evresel ve ekonomik sorunlari arasinda On siralarda yer alan, Ozellikle
bulundugumuz cografyada sagliktan tarima yasamin her alaninda olumsuz etkiler

olusturan son derece 6nemli bir sorundur.

Iklim degisikliginin canlilarm sagh@na etkileri iizerine yapilan ¢alismalar sonucu
ortaya ¢ikan bulgulardan biride bazi bulasici hastaliklarin vektorlerinin ve dagiliminin
degismesidir. Bu durum hastaligin olusma olasilig1 olan bolgelerin artmasina, yayilma
hizinin degismesine, goglerin artmasina ve hastaliklarin goriilme sikliginin artmasina
yol agmaktadir. Dolayisiyla dogal ve antropojenik etkiler iklimsel degismelere neden

olmakta bunun sonucunda ekosistemler degismektir.

Patojen tiirlerin infeksiyon hizi ve etkileri giin gectikge artmaktadir. Bunun nedeni
cevresel, biyotik ve abiyotik etkiler sonucunda konak organizmanin immiin sisteminin
zayiflamasi, patojenin diren¢ kazanarak patojenitesinin artmasi ve genis alanlara

yayilimudir.

1980 yilindan beri yaklasik 122 amfibi tiirii yok olma tehlikesindedir. Ulkemizde de 30
kurbaga (14 Urodel, 16 Anur) ve 127 (10 kaplumbaga, 62 kertenkele ve 55 yilan)
stirlingen tiirli yasamaktadir. Kurbaga tiirlerinin ve siiriingen tiirlerinin bir¢ogu Diinya
Tabiat1 Koruma Birligi (IUCN) kirmiz1 listesinde yer almaktadir. Kirmiz1 listeye gore,
tilkemizdeki kurbagalarin % 43’ i diisiik oncelikli, %17 ‘si tehlike altina girmeye aday,
%17 ‘si tehlike altinda, % 13 1 hassas ve % 7’ si kritik olarak tehlike altinda
kategorisinde yer almaktadir. %3’ ii hakkinda ise yeterli bilgi bulunmamaktadir. Tiim
Diinya da amfibilerdeki azalisin en Onemli nedenleri olarak Chytridiomycosis

hastaliginin etkeni B. dendrobatidis ve Ranavirusler gosterilmektedir.
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Berger ve ark.(1998) tarafindan diinya genelinde amfibilerde kiitlesel toplu oliimlere
neden oldugu bilinen Chytridiomycosis hastaliginin sebebi olan patojen fungus
Batrachochytrium dendrobatidis’ 1 ilk olarak Panama ve Avustralya’ da amfibi
tiirlerindeki ani azalisin sebebi olarak belirlemislerdir. Ayni arastirma kapsaminda
Giiney Afrika Miizesi, Cape Town (SAMZR 18927) kayitli Xenopus leavis 6rneklerinde
yapilan ge¢mise yonelik incelemeler sonucunda patojenle ilgili en eski kanitlar bu 6rnek
tizerinde bulunmustur. Bir¢ok arastiric1 bu patojenin basta iklim degisikligi olmak iizere
diinya capinda yapilan kurbaga ticaretinin etkisiyle yayildigini 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, Krigger 2009). Bazi iilkelerde yapilan ¢alismalar incelendiginde;
Rusya da calisilan 2 ornekten O pozitif, Cin de 446 &rnekten 42 pozitif, iran da 1
ornekten 0 pozitif, Pakistan da 8 ornekten 0 pozitif, Giliney Kore de 18 ornekten 5
pozitif, Japonya da 1722 ornekten 243 pozitif, Macaristan da 147 ornekten 22 pozitif,
Italya da 1181 &rnekten 46 pozitif, Ispanya da 3012 drnekten 787 pozitif, Fransa da 903
ornekten 401 pozitif, Avusturya da 277 ornekte 43 pozitif, Cek Cumhuriyetinde 1
ornekten 0 pozitif, Almanya da 489 ornekten 56 pozitif, Hollanda da 901 6rnekten24
pozitif,Belgika da 1830 15 pozitif, Amerika da 11593 6rnekten 2259 pozitif 6rnek tespit
edildigi ortaya ¢ikmustir (Int. Kay 3). Yiizdesel degerleri géz oniine alindiginda %44,4
oran ile fransa en yliksek enfeksiyon oranina sahiptir, 11593 6rnek calismasi ile de
Amerika en fazla ¢alisma yapilan iilke oldugu goriilmektedir. Bu ¢aligmada ki sonuglar
ele alindiginda ise yaklasik % 31 lik pozitif sonu¢ orani lilkemiz kurbagalarinin biiytik
bir tehlike altinda oldugunu gostermektedir, enfeksiyon yaygimligiin tam anlamiyla
belirlenebilmesi i¢in iilke genelinde bulunan 30 anur tiiriiniinyayilis gosterdikleri

lokalitelere gore detayli arastirilmasi gerekmektedir.

B.dendrobatidis zoosporlari suyoluyla bir hayvandan digerine bulasarak amfibilerin
derisini infekte eder ve bu zoosporlar sadece epitelyumun keratinlesmis bdliimiinde
biiyiime gosterirler (Berger et al. 1998, Longcore et al. 1999, Pessier et al. 1999,
Nichols et al. 2001). Bu zoosporlar etrafa sacildiktan sonra 24 saat i¢inde hareketli

forma doniistirler (Berger 2001). Zoosporlar hem yetiskin hem de iribas sathasinda olan
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(bu sathada sadece agiz parcalarinda tespit edilmistir) kurbagalari infekte eder (Berger
et al. 1999; Nichols et al. 2001). Enfeksiyondan sonra 6liim genellikle 18-45 giin i¢inde
gergeklesir.

Ulkemizde yapilan bir calismada 12 lokaliteden toplanan 330 Lyciasalamandra tiirii, 2
Pelophylax bedriagae ve 1 Pseudepidalea variabilis ile yapilan Bd tespit ¢aligmasinda
Lyciasalamandra tiirlerinde ve Pseudepidalea variabilis tiiriinden Bd negatif sonug
alinirken Pelophylax bedriagae nin 2 6rneginden 1 tanesi Bd pozitif olarak tespit
edilmistir (Gogmen 2013). Bunun yapilan bir diger ¢alismada goller bdlgesi ve 26
Agustos Milli Parkindan toplanan 7 tiire ait 228 amfibi 6rneginde Bd tespit ¢alismalari
yapilmustir. 26 Agustos milli parkindan toplanan orneklerde tiirlere gore %8 ile % 29
oranlarinda pozitif sonu¢ elde edilmistir. Gollere bolgesi ¢alismalarinda ise Beysehir
golii %32 positiflik ile en yiiksek infeksiyon oranina sahip oldugu belirlenmigtir

(Erigmis, 2014).

Bizim ¢alismamizda ise 67 swap Orneginin 21’i Bd pozitif olarak belirlenmistir. Bd
pozitif olarak saptana Orneklerin bir kisminda deride lekelenmeler, deri kayiplari ve
kizarikliklar saptanmisken, diger kisminda ise higbir fizyolojik bulguya rastlanmamustir.
Bu nedenle hastaligin belirli bir fizyolojik bulgusu olmasa da sonu¢ pozitif
olabilmektedir dolayisiyla morfolojik olarak hastaligin tespiti saglikli sonuglar
vermeyecektir. Giiniimiizde Bd’nin belirlenmesinde en etkin teknik gPCR yontemi

olarak kabul edilmistir.

Calisilan dort lokaliteden elde edilen Bd genomik ekiivalent sonuglarinin ortalama
degerlerine baktigimizda ise Lokalite I 91,75, Lokalite II 94,84, Lokalite IIT 1132,16 ve
Lokalite IV 91,49 genomik ekiivalent degerlerine sahiptir. Bu degerlerden en yiiksegine
sahip olan Lokalite III tiir ve bu sonug bu boélgede patojenitenin daha yaygin oldugunu
gostermektedir. Bunun bir¢ok sebebi olabilecegi gibi Lokalite III tarimsal faaliyetlerin
yiiksek oldugu bolge oldugu icin bilingsiz kullanilan zirai ilaglarin hayvanlarin immiin

sistemini zayiflatmis olmasindan dolay: enfeksiyona daha duyarl oldugu diisiiniilebilir.
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2008 yilinda, Diinya saglik orgiitiiniin Yaban hayat organizasyonu (World Organisation
for Animal Health, 2008) tarafindan Yaban hayat Hastaliklar Listesi yerlestirilen ve
yiiksek oliimciil salgin hastaliklar sinifina dahil edilen ranaviral hastaliklarin sebebi olan
Ranavirus tiirleri, Iridoviridae familyasina dahildir. Ranaviriis tiirleri amfibiler de
oldugu gibi poikilotherm hayvanlarada da sistemik enfeksiyonla 6liimlere neden olur.
Ranaviruslerden Frog viriis 3 olarak adlandirilan ve amfibilerde sikca rastlanan FV-3’

iin en 6nemli 6zelligi genomunda major capsid protein (MCP) genini icermesidir.

1990 lar dan ranavirus ve chytrid fungus Batrachochytrium dendrobatidis yeni
patojenler olarak bildirilmis ve diinya saglik orgiitii tarafindan dikkat edilmesi gereken

hastaliklar listesine alinmistir (Wiliam ve ark.2010).

FV3 tepiti i¢in yaptigimiz ¢alismamizda, 49 6rnek hem MCP primer ¢iftiyle hem de IE
primer ciftiyle qPCR islemine kullanilmistir. MCP primerleriyle yapilan calismalar
sonucu 8 pozitif drnege bagl olarak %16,32 oraninda FV-3 pozitif sonu¢ alinmistir. IE
primerleri ile yapilan calismalar sonucunda da MCP primerleri ile yapilan ¢caligmadaki 8
ornek tekrar pozitif sonu¢ vermis ve bu 8 6rnegin disinda da 1 6rnekten daha pozitif
sonu¢ alinmistir. Yiizdesel orani hesaplandiginda %18,36 sonucu elde edilmistir. Bu iki
primer ile c¢alisilan 6rneklerden 8 6rnegin de ayni sonucu vermesi yapilan ¢alismadaki

pozitif sonuglarin dogrulugunu destekler niteliktedir.

Konya ile Denizli illeri arasinda yayilis gosteren iilkemize endemik P.caralitanus
Ekonomik ve ekolojik oneminin yani sira iilkemizin gen havuzunu zenginlestiren
Oonemli bir tiirdlir. Arazi ¢aligmalar1 siirecinde de tiiriin azalis1 belirgin sekilde
gdzlemlenmistir. illegal yollar ile ticari amaglh toplanmasi, kiiresel iklim degisiklikleri,
sucul habitatlarin kurumasi, zirai ilaglarin bilingsiz sekilde kullanilmasi sayilarindaki
azaligin baslica nedeni olarak sayilmaktadir. Ancak bu tiire ait daha 6nce Bd ve FV-3 ile
yapilmis higbir ¢alisma bulunmamaktadir. Sonug¢ olarak ¢aligmamizda patojen
hastaliklarin yayilmasi (Bd ve FV3) bu tiirin azalisinin nedenleri arasinda oldugu

gorilmektedir.
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Bundan sonraki caligmalar patojenlerin dagilimini etkileyen faktdrlerin saptanmasi ve
hastaliklarin ¢éziim yollariin tespiti piizerine olmalidir. Ayrica elde edilen sonuglar
Turkiye’ de ki diger tiir azalislarinda da patojenlerin etkin olup olmadiginin

arastirilmasini zorunlu kilmaktadir.
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