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OZET

SAMSUN YORESINDE YETISTIRILEN GOKKUSAGI ALABALIKLARINDA
(ONCORHYNCHUS MYKISS) MIKSOZOAN PARAZIT TETRACAPSULOIDES
BRYOSALMONAE (MALACOSPOREA) VARLIGININ MOLEKULER OLARAK
ARASTIRILMASI

Onur YUKSEL
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Su Uriinleri Hastaliklar1 (Veteriner) Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, Haziran/2025
Danisman: Prof. Dr. Gokmen Zafer PEKMEZCI

Myxozoan’lar metazoan endoparazitlerin bir grubudur. Tetracapsuloides
bryosalmonae (Canning et al., 1999) tiirii Malacosporea sinifina ait bir myxozoan
parazitidir ve salmonid baliklarinda proliferatif bobrek hastaligina neden olmaktadir.
Tetracapsuloides bryosalmonae Avrupa ve Kuzey Amerika'da ciftliklerde yetistirilen
ve yabani salmonidler i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Tiirkiye’de salmonid
baliklarda bu parazit tiirliniin varligi ile ilgili olarak herhangi bir bildirim
bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda Samsun il sinirlar1 i¢inde yer alan Derbent
Baraj Gol’iinde ylizen ag kafeslerde yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliklarinda
(Oncorhynchus mykiss) T. bryosalmonae tiriinlin varligmin ilk kez molekiiler
yontemler ile arastirilmasi amaglanmastir.

Aragtirmada Temmuz 2024-Subat 2025 tarihleri arasinda 150-250 g
agirhigindaki toplam 150 adet gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) nekropsi
islemleri yapilmistir. Her bir alabaligin 6n ve arka bobreklerinden doku parcalari
alimmis ve DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Bobreklerden izole edilen DNA
orneklerinde 7. bryosalmonae DNA’sinin varligi multipleks PZR teknigi ile
taranmistir. Sonug olarak molekiiler taramasi yapilan 150 adet gokkusagi alabaliginda
T. bryosalmonae DNA’s1 tespit edilmemistir.

Bu aragtirma Samsun ili Derbent Baraj Golii'nde yetistirilen gokkusagi
alabaliklarinda 7. bryosalmonae parazit tiirlinlin bulunmadigina dair ilk
epidemiyolojik kanitlar1 sunmaktadir. Tiirkiye'nin farkli cografi bolgelerinde hem
yetistiriciligl yapilan salmonid tiirlerinde hem de dogal ortamlarinda yasayan vahsi
salmonid tiirlerinde 7. bryosalmonae’nin varligi ile ilgili olarak daha kapsamli
molekiiler tarama caligmalar1 yapilmalidir.

Anahtar Sozciikler: Multipleks PZR, Oncorhynchus mykiss, Tetracapsuloides
bryosalmonae
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ABSTRACT

MOLECULAR INVESTIGATION OF THE PRESENCE OF MYXOZOAN
PARASITE TETRACAPSULOIDES BRYOSALMONAE (MALACOSPOREA) IN
RAINBOW TROUT (ONCORHYNCHUS MYKISS) REARED IN SAMSUN
REGION

Onur YUKSEL
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Aquatic Animal Diseases
Aquatic Animal Diseases Programme
Master, June/2025
Supervisor: Prof. Dr. Gokmen Zafer PEKMEZCI

Myxozoans are a group of metazoan endoparasites. Tetracapsuloides
bryosalmonae (Canning et al., 1999) is a myxozoan parasite of the class Malacosporea
and causes proliferative kidney disease in salmonid fish. Tetracapsuloides
bryosalmonae poses a serious threat to farmed and wild salmonids in Europe and North
America. There are no reports on the presence of this parasite species in salmonids in
Tirkiye. In this thesis, it was aimed to investigate the presence of 7. bryosalmonae
species in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) farmed in floating net cages in
Derbent Dam Lake located in Samsun province for the first time by molecular
methods.

In the study, a total of 150 rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) weighing 150-
250 g were necropsied between July 2024 and February 2025. Tissue samples were
taken from the anterior and posterior kidneys of each trout and DNA isolations were
performed. The presence of 7. bryosalmonae DNA in the DNA samples isolated from
the kidneys was screened by multiplex PCR technique. As a result, 7. bryosalmonae
DNA was not detected in 150 rainbow trout that were molecularly screened.

This study provides the first epidemiological evidence that the T. bryosalmonae
parasite species is not present in rainbow trout reared in Derbent Dam Lake in Samsun
province. More comprehensive molecular screening studies should be conducted
regarding the presence of 7. bryosalmonae in both farmed and wild salmonid species
living in their natural habitats in different geographical regions of Tirkiye.

Keywords: Multiplex PCR, Oncorhynchus mykiss, Tetracapsuloides bryosalmonae
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1. GIRIS

Su triinleri yetistiriciligi global 6lcekte en hizli biiyiime gosteren sektorlerden
biri olarak dikkat c¢ekmektedir. Atlantik somonu (Salmo salar) ve gokkusagi
alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) diinya ¢apindaki iiretim hacmi siirekli artis egilimi
sergilemektedir. Tiirkiye gokkusagi alabalig1 yetistiriciliginde kayda deger bir iiretim
potansiyeline sahiptir. Tiirkiye Istatistik Kurumu'mun Haziran 2024 tarihinde
acikladigr 2023 yilina ait verilerine gore i¢ sularda toplam 154 bin ton gdkkusagi
alabalig1 tiiretimi gerceklestirilmistir. Akuakiiltirde enfeksiyoz hastaliklar balik
sagligin1 olumsuz etkileyen ve iiretimde verimlilik parametrelerini sinirlayan baslica
problemlerden biri olarak hala 6nemini korumaktadir. Tirkiye'deki gokkusagi
alabalig1 vyetistiriciliginde enfeksiyoz hastalik etkenleri igerisinde paraziter
organizmalar énemli bir yere sahiptir. Enfeksiy6z hastaliklarin gerek vahsi gerekse
kiiltiire alinmis balik popiilasyonlarinda ortaya ¢ikmasinda patojen, konak ve ¢evresel
degiskenler 6nemli rol oynamaktadir. Bu baglamda kiiltiir balik¢iliginda koruyucu
veteriner hekimlik uygulamalar1 ve balik saglig1 yonetimi perspektifinde paraziter
enfeksiyonlarin tespitine yonelik epidemiyolojik arastirma verilerin elde edilmesine

dair ihtiyag¢ her gecen giin giderek artig gostermektedir.

Myxozoan (Myxosporea ve Malacosporea) parazitler bir omurgasiz ve bir
omurgalir konag1 igeren karmasik yasam dongiilerine sahip olan endoparazitlerdir.
Morfolojik ve molekiiler kanitlar Myxozoan’larin Cnidaria (knidarya) filumunun
serbest yasayan bir iyesinden evrimlestigini desteklemektedir. Parazitik
Tetracapsuloides bryosalmonae tiirii Myxozoa alt filumunun Malacosporea sinifinin
bir liyesidir ve Oncorhynchus, Thymallus, Salmo ve Salvelinus genuslarinda yer alan
salmonidlerde (kahverengi alabalik, gokkusagi alabaligi, Atlantik salmon, kaynak
alabalig1 vs.) proliferatif bobrek hastaligina (proliferative kidney disease, PKD) neden
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle biiylik ekonomik 6dneme sahiptir. Hastalig1 atlatan
vahsi kahverengi alabaliklarin  (Salmo  trutta) rezervuar konak oldugu
diisiintilmektedir. Yiiksek mortalite ve morbidite ile karakterize olan hastaligin Avrupa
ve Kuzey Amerika'daki kiiltiire edilen ve yabani salmonid popiilasyonlarini etkiledigi
1yi bilinmektedir. Enfeksiyonun siddetine bagli olarak enfekte baliklarda bobrek ve
dalak biiytimesi, glomeriilonefrit, anemi, asites, ekzoftalmi, solungaglarda solgunluk
ve deride koyulagmalar ile sonuglanabilmektedir. PKD tek basina yliksek mortaliteye

neden olabilirken, ikincil enfeksiyonlar 6liim siirecini hizlandirarak mortaliteyi daha
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da artirabilmektedir. Tetracapsuloides bryosalmonae tiirliniin yasam dongisi
omurgasiz tatli su bryozoani (Fredericella sultana) ve omurgali salmonid balik
konaklar etrafinda donmektedir. Tatli su bryozoani 7. bryosalmonae tiirii i¢in kesin
konak, alabaliklar ise ara konak gorevi géormektedirler. Son yillarda bu parazit tiirii
daha once rapor edilmedigi Avrupa iilkelerindeki tathi sularda yasayan yabani
salmonidler arasinda rapor edilmeye baslanmistir. Bu parazitin birgok Avrupa
tilkesinin dogal su kaynaklarinda azalan yabani salmonid popiilasyonlarinin olasi bir
nedeni olduguna inanilmaktadir. Parazit baligin solunga¢ epiteli yoluyla konagina
niifuz ederek dolasim sistemi yolu ile bobreklere yerlesmektedir. Enfekte
salmonidlerde nekropside bobreklerin biiyiidiigii goriilmektedir. PKD gelisen
alabaliklarda parazit bobrege ulastiktan sonraki 1-2 ay iginde sayica hizli bir sekilde

artarak klinik enfeksiyondan birkag giin sonra tespit edilebilir seviyelere ulagmaktadir.

Tetracapsuloides bryosalmonae enfeksiyonu 6zellikle bobrekler basta olmak
tizere baligin c¢esitli organlarinda ciddi enflamatuvar reaksiyonlara neden olur. Bu
enflamatuvar siiregler, baligin osmoregiilatér fonksiyonlarinin bozulmasina ve immiin
sisteminin zayiflamasina yol acarak 6zellikle su sicakliginin yiikseldigi donemlerde
yiiksek mortalite ile sonuglanabilir. Bu nedenle iklim degisikliginin getirdigi su
sicakligr artislart PKD’nin daha yaygin ve siddetli hale gelmesine neden olabilecek

onemli bir faktor olarak degerlendirilmektedir.

Tetracapsuloides bryosalmonae Avrupa ve Kuzey Amerika'da ciftliklerde
yetistirilen ve yabani salmonidler i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Parazit ABD.,
Kanada, Ingiltere, Isvigre, Norve¢, Danimarka, Estonya, Slovenya, Avusturya,
Finlandiya ve Almanya’da gibi farkl tilkelerdeki yabani ve kiiltiir salmonidlerde rapor
edilmistir. Tiirkiye’de bu parazit tiiriintin varlig ile ilgili olarak herhangi bir bildirim

ya da kayit bulunmamaktadir.

Bu tez ¢alismasinda Samsun il sinirlari iginde yer alan Derbent Baraj Gol’linde
ylizen ag kafeslerde yogun olarak yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliklarinda
(Oncorhynchus mykiss) PKD hastaliginin etkeni Tetracapsuloides bryosalmonae

tiirliniin varhi§inin ilk kez molekiiler yontemler ile arastirilmasi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Myxozoa Hakkinda Genel Bilgiler

Myxozoan’lar metazoan endoparazitlerin bir grubudur. Ilk myxozoan tiirii 1825
yilinda Jurine tarafindan bildirilmistir. Ancak su anda bu grup 64 cins ve 17 familyaya
ait 2200'den fazla nominal tlirden olusmaktadir. Tiir sayisinin artmasiyla birlikte
taksonomi de degismis ve 20. yiizyil boyunca farkli siniflandirma sistemleri ortaya
cikmistir. Bu nedenle myxozoan’larin taksonomisi uzun siiredir tartisma konusu
olmustur ve olmaya devam etmektedir. Uzun yillar protozoanlar olarak
siniflandirilmiglardir. Myxozoan’larin niikleer kiiciik alt birim ribozomal DNA
bolgesinin (SSU rDNA) yapilan DNA dizi analizleri bunlarin cnidarian (knidaryalar)
ile yakin filogenetik iliskilerini ortaya koydu. Bu nedenle bu parazitler daha sonra ¢ok
hiicreli organizmalar olarak kabul edilmis ve knidaryalar olarak siniflandirilmislardir.
Knidaryalilar deniz ve tatli su ortamlarinin tipik temsilcileri olarak yaygin olarak
taninan omurgasizlardir. Yine de yakin zamana kadar tiim knidaryalilar serbest
yasayan hayvanlar olarak kabul ediliyordu. Artik knidaryalilarin bir kladinin antik
caglarda ayrilarak giiniimiizde Myxozoa’y1 olusturan endoparazitlere doniistiigii
aciktir. Myxozoa’lar 1800'lerden beri bilinen ve baliklarin yaygin ve zaman zaman
oldukca sorunlara neden olan parazitleridir. Konaklarit hem deniz hem de tatl sulardaki
teleost baliklar ve omurgasizlardir. Bununla birlikte elasmobranchiilerde, amfibilerde,
stiriingenlerde, ahtapotlarda ve birka¢ vakada digenean ve monogeneanlar1 enfekte
eden hiperparazitler olarak da bulunmuglardir. Konak aralig: tiirler arasinda 6nemli
Olciide degisir, bazilar1 konak spesifik iken digerleri konak spesifik degildir ve farkl
konaklar1 enfekte eder. Myxozoan enfeksiyonlari ayrica su iirlinleri yetistiriciligi ve
balik¢ilikta onemli ekonomik kayba yol acabilir. Ciftliklerdeki ve kulugkahanelerdeki
baliklarin saghigini etkileyebilir ve baliklarin pazarlanabilirligini azaltabilir. insan
saglhigl, c¢ig enfekte baliklar bagisiklik sistemi zayiflamis kisiler tarafindan
tiikketildiginde myxozoan’lar tarafindan tehdit edilebilir (Kent et al., 2001; Feist and
Longshaw, 2006; Fiala et al., 2015; Okamura et al., 2015).

Myxozoan’lar spor morfolojisi, gelisim ve enfeksiyon sekilleri, doku tropizmi
ve konak 6zgilliigii agisindan muazzam bir cesitlilik sergiler. Baliklar1 enfekte eden
myxozoan’larin ¢ogu konak, doku ve organa 6zgii parazitlerdir. Cogu myxospor
tiirliniin konak 6zgiilliigli oldukga dardir ve parazitler yalnizca bir konak tiiriinde veya

yakin akraba baliklarda gelisebilir. Bununla birlikte, nispeten genis konak araliklarina
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sahip olan ve genetik olarak uzak konak tiirlerini enfekte eden myxozoan tiirler vardir.
Histozoik tiirler konak dokularinda (hiicre i¢i ya da hiicreler arasi) bulunurken,
koelozoik tiirler safra kesesi veya idrar kesesi gibi viicut bosluklarinda bulunurlar.
Doku secimi, olgun sporlar1 yalnizca bir doku tiiriinde gelistirdikleri i¢in histozoik
myxozoanlar i¢in 6nemli bir taksonomik o6zelliktir. Histozoik tiirler, epitel, kas,
kikirdak ve bag dokularinda, sinir hiicrelerinin i¢inde ve kan damarlarinda vb.
plazmodia olusturabilir. Plazmodia gelisimi genellikle bir organin iyi tanimlanmis bir
boliimiinde meydana gelir. Ornegin solungaclarda, farkls tiirler lamellerin iginde veya
arasinda, solunga¢ filamentlerinin farkli dokularinda veya kikirdakli solungag
kemerinin i¢inde gelisir. Diger tiirler ayn1 doku tiirlinden olusan farkli organlarda
plazmodia gelistirebilir. Myxozoanlar spor olusturan parazitlerdir ve balik
konakgisinin ¢ogu organini enfekte edebilirler. Konak istilasindan sonra, tipik olarak
plazmodia veya psddoplazmodia i¢inde bir gelismeyi iceren, sporogonik 6ncesi faz
olarak adlandirilan bir aseksiiel cogalma meydana gelir. Cok sayida spor igceren biiyiik
plazmodiler olusturan tiirler polisporlu olarak adlandirilirken, bir veya iki spor i¢eren
psodoplazmodiler olusturanlar mono veya disporlu olarak adlandirilir (Feist and
Longshaw, 2006). Tipik olarak, hem pre-sporogonik hem de sporogonik asamalar ayni
bolgede meydana gelir. Ancak bazi durumlarda Ornegin Tetracapsuloides
bryosalmonae gibi Malacosporea smifi tiirlerinde oldugu gibi ayr1 yerlerde de
meydana gelebilirler. Bu durumda sporogonik Oncesi agamalara ekstrasporogonik
proliferatif asamalar ad1 verilir (Lom and Dykova, 2006; Molnar and Eszterbauer,

2015; Okamura et al., 2015).

Tipik myxozoan yasam dongiisii iki sucul konak igerir; bir omurgasiz kesin
konak ve bir omurgali ara konaktir. Myxozoa’daki iireme serbest yasayan
knidaryalarda gozlemlenen kadar cesitlidir. Myxozoa’daki eseysiz ve eseyli lireme
karmasiktir ve grup i¢indeki haploid ve diploid hiicre olusumunun ayrintili yonleri
bilinmemektedir. Bugiine kadarki kanitlar, mayozun genellikle halkali solucan
(Myxosporea) veya briyozoan konakta (Malacosporea) meydana geldigini
gostermektedir. Bu da bunlarin bu taksonlar i¢in kesin konaklar oldugunu
gostermektedir. Myxosporean enfeksiyonlarinin iletimi halkali solucan konaktan
aktinosporlarin ve omurgali konaktan myxosporlarin {iretimi ve salinmasi yoluyla
gerceklesir. Malacosporean enfeksiyonlarinin iletimi bulasict  malacosporlarin

briyozoan konak tarafindan salinmasi ve balik konaktan salinan sporlarin balik



malakosporlari olarak nitelendirilmesi bakimindan benzerdir (Eszterbauer et al., 2015;

Okamura et al., 2015).

Baliklarda sporlar myxospor olarak adlandirilirken omurgasizlarda aktinospor
olarak adlandirilir. Smiflandirmada 1984'ten Once myxosporlar ve aktinosporlar
genellikle sirastyla Myxosporea ve Actinosporea olmak iizere ayri siniflara ait iki
farkli organizma grubu olarak kabul edilmekteydi (Okamura et al., 2015). Bu donemde
sporlar sedimanlarda erginlesene kadar myxosporlarin baliktan baliga yatay bir gecis
gosterdigine inaniliyordu (Feist and Longshaw, 2006). Bu gruplarin tek bir tiiriin
morfolojik olarak farkli evreleri oldugunun anlasilmasi ile siniflandirmalar degistirildi
ve sonunda Actinosporea smifi 1996 yilinda Kent ve arkadaslar tarafindan
taksonomik olarak duyuruldu (Kent et al., 1996). Taksonomide 2000 yilinda Canning
ve arkadaslart Buddenbrockia ve Tetracapsuloides cinslerini barindiracak yeni bir
myxozoans sinif ve takimimi temsil eden bir makale yaymladiginda daha fazla

degisiklik yapilmistir (Canning et al., 2000).



2.2. Myxozoa Taksonomisi

Myxozoan’lar tatli su ve deniz ortamlarinda omurgasiz ve omurgali (cogunlukla
balik) konakgilar1 kullanan knidaryalilarin  endoparazitik  yayilimi  olarak
evrimlesmistir. Su anda, 64 cins ve 17 aileye smiflandirilmis yaklasik 2.200 nominal
tir bulunmaktadir. Bu gruplamalar esas olarak spor morfolojisine dayanmaktadir.
Myxozoa Cnidaria filumu i¢inde yer almaktadir ve Malacosporea ve Myxosporea

olmak tizere iki sinifa ayrilmistir (Fiala et al., 2015).
Phylum Cnidaria
Subphylum Myxozoa
Class Malacosporea
Order Malacovalvulida
Family Saccosporidae
Genus Buddenbrockia
Tetracapsuloides
Tetracapsuloides bryosalmonae
Class Myxosporea
Order Bivalvulida
Suborder Variisporina
Family Sphaeromyxidae
Genus Sphaeromyxa
Family Myxidiidae
Genus Myxidium
Zschokkella
Enteromyxum
Sigmomyxa
Soricimyxum

Cystodiscus



Family Ortholineidae
Genus Ortholinea
Neomyxobolus
Cardimyxobolus
Triangula
Kentmoseria
Family Sinuolineidae
Genus Sinuolinea
Myxodavisia
Myxoproteus
Bipteria
Paramyxoproteus
Neobipteria
Schulmania
Noblea
Latyspora
Family Fabesporidae
Genus Fabespora
Family Ceratomyxidae
Genus Ceratomyxa
Meglitschia
Ellipsomyxa
Ceratonova
Family Sphaerosporidae
Genus Sphaerospora

Wardia



Palliatus
Family Myxobilatidae
Genus Myxobilatus
Acauda
Hoferellus
Family Chloromyxidae
Genus Chloromyxum
Caudomyxum
Agarella
Family Coccomyxidae
Genus Coccomyxa
Auerbachia
Globospora
Family Alatosporidae
Genus Alatospora
Pseudalatospora
Renispora
Family Parvicapsulidae
Genus Parvicapsula
Neoparvicapsula

Gadimyxa

Suborder Platysporina

Family Myxobolidae
Genus Myxobolus
Spirosuturia

Unicauda



Dicauda
Phlogospora
Laterocaudata
Henneguya
Hennegoides
Tetrauronema
Thelohanellus
Neothelohanellus
Neohenneguya
Trigonosporus
Order Multivalvulida
Family Trilosporidae
Genus Trilospora
Unicapsula
Family Kudoidae
Genus Kudoa
Family Spinavaculidae
Genus Octospina

Trilosporoides



2.3. Myxosporea Sinifi

Myxosporea binlerce tiire sahip 16 aile ve 62 cinsten olusan bir siniftir. Bu sinifta
yer alan baz tiirler konak iizerindeki patolojik etkileri veya balik iiriinlerinin
bozulmas1 nedeniyle ekonomik olarak 6nemlidir. Baliklar arasinda dogrudan bir
bulagma bilinmesine ragmen myxosporean'lar genellikle bir omurgali konak ve bir
halkal1 solucan konak olmak tiizere iki konakli bir yasam dongiisii sergiler. Halkali
solucanlarin icinde parazit tipik olarak bagirsak epitelinde gelisirken, balik
konakgisinin ¢ogu organini enfekte edebilir. Cok hiicreli spor, 2-12 valf hiicresi ile
cevrili kutup kapsiilleri ve enfeksiydz sporoplazma ile karakterizedir. Tek bir spordaki
kutup kapsiillerinin sayist 1-13 arasinda degisir. Polar kapsiillerin iginde, spor
kapakgiklarimin agilmasma ve sonrasinda enfeksiydz sporoplazmanin salinmasina
yardimci olmak icin konak dokularina baglanan ekstriide edilebilir polar filamentler
bulunur. Bir myxozoan sporunun boyutu yaklasik 10-20 um'dir ve dolayisiyla ¢iplak
gozle tespit edilmesi imkansizdir. Bununla birlikte sporlarla dolu olan
kistler/plazmodialar baz1 durumlarda makroskobik olarak goriilebilir. Myxosporeanlar
balik konaklariin ¢cogu organini enfekte edebilirler, enfeksiyonlar uzun siirelidir ve
parazitlerin konak¢inin 6mrii boyunca hayatlarina devam etmeleri olasidir (Lom and

Dykova, 1992; Feist and Longshaw, 2006; Okamura et al., 2015) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Myxosporean sporlarin sematik ¢izimleri. a, b) Ellipsomyxa gobii, c, d) Sphaerospora
elegans, e) Sphaerospora renicola, f) Polysporoplasma sparis, g) Hoferellus cyprini, h)
Wardia ovinocua, 1) Myxobilatus gasterostei, j) Palliatus mirabilis, k, 1) Chloromyxum
leydigi, m) Chloromyxum cristatum, n) Caudomyxum nanum, o) Agarella gracilis, p)
Auerbachia anomala, q) Globospora sphaerica, 1) Alatospora samaroidea, s)
Pseudoalatospora scombri, t) Renispora simae, u) Parvicapsula asymmetrica, V)
Neoparvicapsula ovalis, w) Myxobolus muelleri, X, y) Spirosuturia carassii, z) Unicauda
clavicauda (Lom and Dykova, 2006)
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2.4. Malacosporea Sinifi

Giliniimiizde myxosporeanlarin aksine Malacosporean sinifi tiir bakimindan daha
az sayida liyeye sahiptir. Yalnizca Malacovalvulida takiminda ve Saccosporidae
ailesinde Buddenbrockia ve Tetracapsuloides olmak tizere iki genus ve bu genus’lara
bagl az sayida tiir vardir. Bu tiirler arasindan proliferatif bobrek hastaliginin etkeni
olan 7. bryosalmonae tiirii agik ara en ¢ok calisilan1 ve en 1yi bilinenidir. Dahas1 7.
bryosalmonae tiirii malacosporeanlar arasinda yasam dongiisii tanimlanan ve bilinen
tek tiyedir. Tetracapsuloides bryosalmonae tiirii 6zellikle salmonid (alabalikgiller)
baliklarin parazitidir. Bu tiir hem dogal ekosistemlerdeki yabani salmonid
popiilasyonlarinda hem de yetistiricilik kosullarina uyarlanan kiiltiir salmonidlerinde
ciddi ekonomik kayiplara neden olabilen bir tiirdiir. Smifin diger tiirleri daha az
calisilmistir ve yasam dongiileri bilinmemektedir. Sazangiller ve perciform baliklarin
diger malacosporlar icin konak¢t olduguna dair kanitlar vardir. Yasam dongiilerinde
bryozoanlardan baska diger omurgasiz konaklarin olup olmadig1 bilinememektedir.
Malacosporlarin gelisimi bryozoanlarin viicut boslugunda keselerin (7etracapsuloides
bryosalmonae ve Buddenbrockia allmani) veya solucan benzeri asamalarin
(Buddenbrockia plumatellae) olusumunu icerir. Bu keseler veya "solucanlar"
tamamen gelistiklerinde ¢evreye salinan ve daha sonra salmonid konakgilarini enfekte

eden bulasici sporlarla dolar (Okamura et al., 2015).
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2.5. Tetracapsuloides bryosalmonae ve Proliferatif Bobrek Hastalhigi
2.5.1. Tetracapsuloides bryosalmonae Tiirii Hakkinda Genel Bilgi

Tetracapsuloides bryosalmonae Malacosporea sinifina ait bir myxozoan
parazitidir ve salmonid baliklarinda Proliferatif Bobrek Hastaligina neden oldugu iyi
bilinmektedir (Canning et al., 1999). PKD benzeri durum ilk olarak 1920'lerin basinda
Almanya'da gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) tanimlanmis olmasina
ragmen, hastalik durumu 1970'lerin basinda proliferatif bobrek hastaligi olarak
adlandirilmis ve ana klinik 6zellikleri tanimlanmistir (Roberts et al., 1997). Kent ve
arkadaslar1 tarafindan 1985 yilinda yapilan transmisyon elektron mikroskobik
calismasinda bir myxozoan parazitin PKD'nin etkeni oldugunu ortaya koymustur
(Kent et al., 1985). 1990'larin sonlarinda bu myxozoan parazitin yasam dongiisiinde
omurgasiz bir bryozoan konagin var oldugu kesfedilmistir (Anderson et al., 1999).
Parazit taksonomik olarak Buddenbrockia sp.’den ayirt edilmis ve sonunda yeni bir
myxozoan sinifi olan malacosporea altinda Tetracapsuloides bryosalmonae olarak
adlandirilmistir (Canning et al., 1999; 2000; 2002). Molekiiler filogenetik ¢alismalar
myxozoan’larin evrimsel olarak ilkel, morfolojik olarak dejenere olmus knidaryalilar
oldugunu ve kutup kapsiillerinin knidaryali nematosistlerle karsilastirilabilir oldugunu
ileri stirmektedir (Jiménez-Guri et al., 2007). Kuzey Amerika ve Avrupa'dan
kaynaklanan iki 7. bryosalmonae kolu tanmmlanmustir. Ilging bir sekilde, parazitlerin
Kuzey Amerika kolu Giiney Avrupa'dan izole edilmistir. Bilimsel kanitlar parazitin
kitalar arasinda tasinmasi icin olas1 vektoriin su kuslari oldugunu ileri siirmektedir

(Henderson and Okamura, 2004).
2.5.2. Tetracapsuloides bryosalmonae Tiiriiniin Yasam Dongiisii

Tatli su bryozoani 7. bryosalmonae i¢in kesin konak olarak rol alirken, salmonid
baliklar ise ara konak olarak gorev yapar (Hartikainen and Okamura, 2015). Tath su
briyozoanlar1 genellikle nehirlerde, goletlerde ve gollerde bulunurlar ve su alti
kayalarin, bitkilerin, koklerin ve agac dallarinin ylizeylerinde koloniler halinde
yasarlar. Bryozoanlar asili beslenirler ve kolonileri ya yeni zooidlerin
tomurcuklanmasiyla ya da statoblast ad1 verilen eseysiz lireyen tohum benzeri yapilar
araciligiyla cogalirlar. Statoblastlar hareketsiz kalir ve uygun kosullar altinda yeni bir
koloni olusturmak i¢in ¢imlenir (Wood et al., 2005). Cristatella mucedo, Pectinatella

magnifica, Plumatella rugosa, Plumatella sp. ve Fredericella sultana gibi bryozoan
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tiirleri 7. bryosalmonae igin konak¢1 gorevi goriir (Okamura et al., 2001). Ancak F.
sultana, T. bryosalmonae i¢in en ¢ok tercih edilen konaktir. Parazitin bryozoan konaga
giris yolu bilinmemektedir ancak zooidler suda asili materyallerle beslenirken
parazitin konaga girebilecegi diisiiniilmektedir (Hartikainen and Okamura, 2015).
Giristen sonra parazit, bryozoada gizli bir enfeksiyon gelistirerek kriptik bir asamaya
gecer. Bunu takiben parazit, enfekte olmus bryozoanin viicut boslugu icinde dondiigi
gozlenen presakkualar asamaya (8-13 um) girerek acgik bir enfeksiyon gelistirir
(Morris and Adams, 2006). Son olarak parazit amoeboid bir evreye geliserek boyut ve
paketleme yogunluguna bagli olarak yaklasik 2800 ila 4000 spor igeren belirgin bir
olgun parazit spor kesesi (350 um) olusturur (Canning et al., 2000). Dort polar kapstile
sahip olgun sporlar daha sonra salmonidleri enfekte eden enfekte bryozoan kolonileri
tarafindan salmir. Tek bir spor bir baligi enfekte etmek ve PKD’nin klinik
semptomlarina neden olmak icin yeterlidir. Oncorhynchus, Thymallus, Salmo ve
Salvelinus genuslarinda yer alan salmonidler (kahverengi alabalik, gokkusagi
alabalig1, Atlantik salmon, kaynak alabaligi vs.) 7. bryosalmonae enfeksiyonu igin
baslica balik konakg¢isidir. Parazit baligin solungag epitelinden viicuduna niifuz eder
ve paraziti baslica bobrek olmak tizere gesitli i¢ organlara dagitan dolasim sistemine
girer (McGurk et al., 2006; Grabner and El-Matbouli, 2010). Parazitin ekstrasprogonik
evrelerinin ¢ogalmasi bobrek dokusunun interstisyumu arasinda gergeklesir ve
ekstrasprogonik evreler bobrek tiibiillerinin liimenine hareket eder ve burada
psédoplazmodilere farklilasirlar. Iki polar kapsiile sahip tek hiicreli amoeboid spor
psodoplazmodia i¢inde gelisir (Kent et al., 1985; Morris and Adams, 2008). Balik
konaklariin bobrek tiibiillerinde olgunlagsan sporlar (fish malacospores) idrarla
birlikte diisiik sayilarda salinir (maksimum konsantrasyon tahmini=120 spor/ml idrar).
Sporlar baliktan salindiktan sonra biiyiik 6l¢lide seyreltilir ve yumusak, ince duvarl
valfleri nedeniyle nispeten hizli bir sekilde (<24 saat i¢inde) bozulur. Sporlarin
bryozoalara iletimi pasif tagima ile saglanir ve karsilagsma oranlar1 bryozoa konaklarina
yakinlik ve konak yogunlugu ile artmaktadir. Bu durum konak-parazit dinamiklerinin
iletimde 6nemli bir rol oynama olasiliginin yiiksek oldugunu gdstermektedir. Ozellikle
bryozoalar alglerin asir1 biiylimesinden, ana akim akislarindan ve sedimantasyondan
koruma saglayan korunakli yerlerde biiyiimeyi tercih eder. Kiy1 agaclarinin (kizilagac,
s0giit) genis, lic boyutlu kok sistemleri bu tiir mikro habitatlara 6rnektir ve siklikla
yogun bryozoa biiylimesini destekler. Ayn1 kok sistemleri baliklar1 6zellikle de yavru

baliklar1 ¢eker ve barinma ve beslenme alanlari olarak kullanilir. Bu nedenle
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baliklardan idrar ile serbest birakilan sporlarin bu tarz mikro ortamlarda bryozoanlar
ile karsilasma oranlar1 biiyiik 6lgiide artmaktadir (Wood, 2001; Hartikainen and
Okamura, 2015) (Sekil 2.2., Sekil 2.3.).

=

Sekil 2.2. Malacosporean Tetracapsuloides bryosalmonae’nin balik ve bryozoan konakgilar1 arasinda
degisen yasam dongiisiiniin sematik gosterimi. Ekstra sporogonik ve pre-sporogonik
asamalar (a-b) kan ve balik dokularinda gelisir ve sporogonik asamalar bobrekte (c) iki polar
kapsiillii balik malacosporlar1 (fish malacospore) iiretir, bunlar suya salinir (d) ve
bryozoanlar1 enfekte ederek tek hiicreli asamalarin gizli enfeksiyonlarina (e) neden olur. Agik
enfeksiyonlarda (f) keseler gelisir ve son olarak baliklar i¢in enfektif olan dort polar kapsiilli
malakosporlar iiretilir (g). (Sitja-Bobadilla tarafindan ¢izilmistir) (Buchmann et al., 2020)
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Sekil 2.3. Bryozoan konakgilar ve malacosporean parazitler. (a) Bir aga¢ kokiine bagh dallanan bir
Fredericella sultana kolonisi, beyaz kare bir dal ucunu gostermektedir. (b) Tetracapsuloides
bryosalmonae keseleri ile iki F. sultana zooidi. (c) F. sultana'da hem bryozoan spermlerinin
hem de 7. bryosalmonae sporlarinin varligi. (d) Cristatella mucedo kolonileri. (e) Statoblast
iretimi geciren Lophopus crystallinus kolonisi. (f) Bagirsaga tutunmus Buddenbrockia sp.
myxoworm ve koelomik boslugundan disar1 dokiilen serbest myxoworm yapilarini igeren
disseke F. sultana zooidi. s = kese, spo = spor, spe = sperm, lo = lofofor, in = bagirsak, sb =
statoblast, t = dokunag, w = miksoworm. Olgek cubuklari: (c) 50 um ve digerleri 1 mm
(Hartikainen and Okamura, 2015)
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2.5.3. Proliferatif Bobrek Hastaliginin Klinik Bulgular1 ve Patolojisi

Gelisen parazitler daha sonra enfekte baligin idrar1 yoluyla salinir ve bu da
bryozoan konag1 enfekte eder. Enfekte baliklar anemiye, bobrek ve dalak biiyiimesine
yol agan siddetli enflamatuvar tepkiler gosterir ve bu da %100 6liimle sonuclanir (Sekil

2.4,2.5,2.6,2.7).

\
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Sekil 2.4. Alabaliklarda proliferatif bobrek hastaliginin klinik belirtileri. (A) Enfekte olmayan kontrol
alabalig1 normal bobrek (beyaz ok) ve dalagi (siyah ok) gostermektedir. (B) Tetracapsuloides
bryosalmonae ile enfekte olmus alabaliklarda bobrek hipertrofisi (beyaz ok) ve splenomegali
(siyah ok) gibi klinik belirtiler goriilmektedir. (C) Enfekte alabaligin bobrek tubiiliiniin
icindeki 7. bryosalmonae’nin (siyah ok) intraluminal sporogonik parazit evreleri. Parazitler
anti-7. bryosalmonae monoklonal antikoru kullanilarak immiinohistokimya ile goriintiilendi
ve hematoksilen ile boyalidir (Kumar et al., 2013)

Sekil 2.5. Klinik PKD belirtileri gosteren gokkusagi alabaligi (Fotograf: Dr. J.A. Castillo, Zaragoza
Universitesi) (Buchmann et al., 2020)
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Sekil 2.6. Bir PKD salgmi sirasinda dalak biiytimesi gosteren klinik olarak etkilenmis gokkusagi
alabalig1 (fotograf: Niccold Vendramin, Danimarka Teknik Universitesi) (Buchmann et al.,
2020)

Sekil 2.7. Bir PKD salgimi sirasinda bdbrek biiytimesi gosteren klinik olarak etkilenmis gokkusagi
alabalig1 (fotograf: Niccold Vendramin, Danimarka Teknik Universitesi) (Buchmann et al.,
2020)

Kronik enfeksiyonda siklikla graniilomatéz yanitlar goriiliir. Gokkusagi
alabalig1 ve kahverengi alabalik tiirleri 7. bryosalmonae enfeksiyonu ic¢in en ¢ok
calisilan salmonid tiirleridir (Grabner and El-Matbouli, 2009). Enfekte gokkusagi
alabalig1 bryozoan konagi enfekte edebilen olgun parazit sporlarini serbest
birakamadigindan, gokkusagi alabalig1 7. bryosalmonae'nin Avrupa susuyla birlikte
evrimlesmemistir. Ancak, baliktan bryozoana bulagsma kahverengi alabalik ve dere

alabaliginda (Salvelinus fontinalis) miimkiindir (Morris and Adams, 2006; Grabner
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and El-Matbouli, 2008; Kumar et al., 2013). Yakin zamanda yapilan bir ¢calismada,
PKD enfeksiyonundan kurtarilan kahverengi alabalik, enfeksiyondan bes yil sonra bile
canli 7. bryosalmonae sporlarimi serbest birakabilmistir. Bu durum, PKD'den
kurtarilan kahverengi alabaliklarin 7. bryosalmonae'nin dogada yayilmasi icin bir
rezervuar gorevi gorebilecegini acikga gostermektedir (Soliman et al., 2018).
Baliklarda PKD enfeksiyonunda baliklarda hastaligin ciddiyetine bagli olarak bobrek
ve dalagin biiylimesi, glomeriilonefrit, anemi, asit, ekzoftalmi, soluk solungaglar ve
koyu renkli deri ile sonuglanir. Tek basina PKD yiiksek oliim oranina neden
olabilirken, sekonder enfeksiyonlar 6liim siirecini hizlandirabilir ve 6liim oranin1 daha
da artirabilir. PKD salginlar1 genellikle su sicakliginin 15°C'nin iizerinde oldugu yaz
aylarinda veya sonbahar baglarinda mevsimsel olarak ortaya ¢ikar. Bu parazit tiirii
Avrupa ve Kuzey Amerika genelinde ciftliklerde yetistirilen ve vahsi salmonid
baliklar1 i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Tetracapsuloides bryosalmonae
Alpler'deki akarsularda endemik alabalik tiirii olan Salmo trutta popiilasyonunun
azalmasiyla iliskili en 6nemli faktorlerden biridir (Hedrick et al. 1993; Gorgoglione et

al., 2016; Lewisch et al., 2018).
2.5.4. Proliferatif Bobrek Hastaligimin Cografi Dagilimi

Tetracapsuloides bryosalmonae Avrupa ve Kuzey Amerika'nin birgok tlilkesinde
hem ¢iftlikte yetistirilen hem de yabani salmonid popiilasyonlarindan rapor edilmistir.
Turna balig1 (Esox lucius) ¢esitli arastirmacilar tarafindan PKD i¢in rapor edilmis olsa
da sonuglar hala tartismalidir ve molekiiler veya ultra striiktiirel kanitlarla
dogrulanmamistir. Daha iyi teshis tekniklerinin gelistirilmesi, salmonid akuakiiltiir
endiistrisinin hizla genislemesi, kiiresel 1sinma ve diger antropojenik faaliyetlerle
birlikte 7. bryosalmonae’nin cografi dagiliminin genislemesi muhtemeldir. Son
raporlar 7. bryosalmonae’nin Avrupa nehirlerindeki yabani kahverengi alabalik
(Salmo trutta) popiilasyonunun azalmasiyla iliskili olabilecegini 6ne stirmektedir. Bu
da arastirmacilar arasinda yabani salmonid popiilasyonlarinda bu parazitin
aragtirilmasia daha fazla ilgi duyulmasina neden olmustur. Kahverengi alabalik
Avrupa’da endemiktir ve dogada 7. bryosalmonae enfeksiyonu i¢in yaygin olarak
bildirilen balik tiiriidiir. Kahverengi alabalik disinda, 7. bryosalmonae dogadaki diger
salmonidlerden de rapor edilmistir. Bunun disinda, Fransa, Italya, Ispanya, Irlanda ve
Cek Cumhuriyeti gibi iilkelerde salmonid akuakiiltiir tesislerinde PKD bildirilmistir
(Smith et al., 1984; Hedrick et al., 1993; Peribanez et al., 1997; Henderson and
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Okamura, 2004, Wahli et al., 2007; Skovgaard and Buchmann, 2012; Gorgoglione et
al., 2016; Palikova et al., 2017; Syrova et al., 2020; Stella et al., 2025).

2.5.5. Sicakhgin Tetracapsuloides bryosalmonae ile Enfekte Bryozoan ve

Bahik Konakgcilar1 Uzerindeki Etkisi

PKD yeni ortaya ¢ikan bir hastalik olarak kabul edilmektedir ve genellikle
kiiresel 1sinma da dahil olmak tizere iklim degisikligiyle iliskilendirilmektedir. Daha
ylksek su sicakliklari, briyozoan biiylimesinin artmasina yol agmakta bu da parazitin
daha fazla sayida enfektif agsamasinin salmonid ortamina salinmasina ve ardindan
balikta makroskobik PKD belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Okamura
et al., 2011). Bilim insanlar1 iklim degisikligiyle iliskili olarak sicaklik artisi ile 7.
bryosalmonae’nin cografi dagilimimin genisletebilecegini savunmuslardir (Wahli et
al., 2008; Schmidt-Posthaus et al., 2013). Artan su sicakligi tathi su bryozoan
kolonilerinin biiylimesini artirarak 7. bryosalmonae’nin cografi dagilimini artirabilir
ve boylece parazit yasam dongiisii i¢cin daha fazla konak biyokiitlesi olusabilir. Benzer
sekilde enfekte bryozoanlar ve tasiyici baliklar daha yiiksek sicakliklarda daha fazla
parazit salarak yayilma i¢in ¢evreye daha fazla bulasici parazit saglayabilirler (Bettge
et al.,, 2009; Tops et al., 2009). Tatli su bryozoalar1 20°C gibi daha yiiksek su
sicakliginda cogalma ve belirgin koloniler kurma egilimindedirler. Bu yiiksek su
sicakliklar1 enfekte bryozoan kolonilerinden su kiitlelerine parazit sporlarinin belirgin
enfeksiyonunu ve salinmasini artirma egilimindedir (Tops et al., 2009). Baliklarda
PKD salginlar1 mevsimseldir ve dogrudan su sicakhigiyla iligkilidir. Yiiksek su
sicakligr balik konagi i¢indeki 7. bryosalmonae’nin ¢ogalmasimi artirir. PKD’nin
klinik semptomlar1 ve iligkili 6liimleri genellikle su sicakligi 15°C’nin {zerine
ciktiginda durumlarda gozlemlenmektedir (Hedrick et al., 1993; Bettge et al., 2009).
Dahas1 15°C su sicakliginda yetistirilen kahverengi alabaliklarda 12°C’de tutulan
bireylarine gore daha yliksek bir parazit yayginligi ve yogunlugu saptanmistir (Bailey
et al., 2018).
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2.6.6. Tetracapsuloides bryosalmonae’nin Vektorleri

Su kuslar1 ve sazan gibi bazi go¢men balik tiirlerinin 7. bryosalmonae’nin
cografi yayilimina yardimci olan potansiyel bir vektor olmast miimkiindiir. Su kuslar
T. bryosalmonae ile enfekte olmus statoblastlar1 yutabilir ve bunlar1 digkr yoluyla bir
yasam alanina sokabilirler. Filogenetik calismalar 7. bryosalmonae parazitinin Kuzey
Amerika kolunun su kuslar1 tarafindan Avrupa'nin belirli bolgelerine taginabilecegini
varsaymaktadir (Henderson and Okamura, 2004). Ayrica sazan baliklarinin (Cyprinus
carpio) bulasici statoblastlar1 yutarak ve daha sonra digkilayarak farkli habitatlara
dagitabilecegi bildirilmistir (Abd-Elfattah et al., 2017).

2.5.7. Tetracapsuloides bryosalmonae’nin Teshisi

Parazitin tespiti i¢in yaygin olarak farkli boyama, molekiiler ve immiinolojik
teknikler kullanilmaktadir. Hematoksilen eozin ya da lektin bazli boyamalar ile rutin
histopatoloji yontemi kullanilarak parazitin bobrek icindeki sporogonik ve
ekstrasporogonik asamalarini tespit edilebilir (Klontz and Chacko, 1983; Castagnaro
et al., 1991; Hedrick et al., 1992). Bununla birlikte parazitin teshisinde monoklonal
antikor kullanan immiinohistokimya ile PZR yontemi gelistirilmistir. PZR test
yontemleri gelistirilmis olsa da bazen kullanilan primerlerin ¢ogu spesifik olmayan
dizileri cogaltmakta ve/veya tutarsiz amplifikasyon etkinligi elde edilmektedir (Morris
et al., 2002). Giinitimiize kadar yapilan konu hakkindaki ¢ogu aragtirma incelendiginde
parazitin teshisinde 7. bryosalmonae’nin SSU rRNA geninden 298 ve/veya 435 baz
uzunlugunda bir segmentin amplifikasyonu i¢in 3F/4R ve/veya 5F/6R primerlerinin
(Kent ve ark., 1998) yaygin olarak kullanildig1 goériilmektedir. Salmonidlerin bébrek
dokularinda Tetracapsuloides bryosalmonae DNA’sii tespiti i¢in hassas molekiiler
yaklagimlar mevcuttur. Bunlar konvansiyonel ve multipleks PCR, ger¢cek zamanli PCR
(qPCR) ve dongii aracili izotermal amplifikasyon yontemleridir. Multipleks PCR
yontemi tek bir gen parcasimin amplifikasyonuna dayanan yaklasimlarla
karsilastirildiginda daha giivenilir sonuglar vermektedir. Ciinkii parazite ait 3 farklh
gen parcasinin belirli boyutlarda (166, 298 ve 756 bp) amplifikasyonu yapilmaktadir.
Multipleks PCR yonteminde bu nedenle sahte amplifikasyonlar ¢ok olas1 degildir. Bu
yontemde salmonid DNA’s1 (500 bp) ile parazit DNA’siin birlikte amplifikasyonu
yapilmaktadir. Burada bir 6rnege ait PCR reaksiyonlarinda salmonid DNA’sinin
amplifikasyonu PZR reaksiyonu i¢in i¢ kontrol gorevi goérmektedir (Dash and

Vasemaigi, 2014; Lauringson et al., 2022) (Sekil 2.8.). Son yillarda parazitin teshisinde
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dogadan balik 6rneklemesi yapmadan non-invazif teknikler olarak sucul ekosistemden
toplanan su orneklerinde parazitin DNA’n1 tespit etmek i¢in ¢evresel DNA analiz

yontemi de kullanilmaktadir (Oredalen et al., 2022).

(@) ‘

il

6b 7a 7b 8

Sekil 2.8. Salmo trutta’dan alinan bobrek parcalari (a) ile Tetracapsuloides bryosalmonae (166, 298 ve
756 bp) ve Salmo trutta (500 bp) amplikonlari (b) igeren %2 agaroz jel goriintiisii. 1: 100-
1000 baz DNA Merdiveni, 2a-7b: Alt1 deniz alabalig1 (Salmo trutta) bobregine ait multipleks
PCR iiriinlerini (her iki ardisik serit i¢in bir balik, 6n (a) ve arka bobrek (b)). 8 ve 9 sirasiyla
T. bryosalmonae DNA’s1 igeren ve igermeyen kahverengi alabalik 6rnekleri. Bir numunede
166 ve 298 baz parazit parcalari agikca goriilebiliyorsa 7. bryosalmonae pozitif olarak kabul
edilmistir (2b, 4b ve 7b) (Lauringson et al., 2023)

2.5.8. Proliferatif Bobrek Hastaligimin Risk Faktorleri ile Koruma ve

Tedavi

Parazitin dogal konaklar1 kahverengi alabalik (Salmo trutta) ve dere alabaligi
(Salvelinus fontinalis)’dir. Ancak gokkusagi alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) kor bir
konaktir. Yani 7. bryosalmonae’nin agik fazi alabaligi enfekte edebilir, ancak
alabaliktaki enfeksiyon enfektif sporlarin iiretimine veya salinmasina yol agmaz.
Bununla birlikte gokkusagi alabalik tiiriinde parazit en siddetli hastalik salginlarina
neden olmaktadir. Gokkusagi alabaliginin yam sira diinya capinda klinik olarak
hastalik Atlantik salmon (Salmo salar), kahverengi alabalik (Salmo trutta), chinook
salmon (Oncorhynchus tshawytscha) ve coho salmon (Oncorhynchus kisutch)
baliklarinda da rapor edilmistir. Ayrica grayling (Thymallus thymallus) ve Arctic charr
(Salvelinus alpinus) gibi salmonidler ve turna baliginin (Esox lucius) hastaliga duyarh
oldugu ancak dere alabaliginin (Salvelinus fontinalis) ise klinik belirti gostermedigi
bildirilmistir. Hastalik genellikle mevsimsel bir seyir izlemektedir. Yaz aylarinda su

sicakliginin 15°C'nin iizerine ¢ikmasi ile ortaya ¢ikmakta ve soguk mevsimde ise daha
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az goriilmektedir. Enfeksiyon i¢in ana risk faktorii su kaynaginda enfeksiyon
evrelerinin varligiyla ilgilidir. Su tirtinleri yetistiriciligi tesisleri kahverengi alabalik ve
briyozoanlarin yabani popiilasyonlarin1 barindiran nehirlerden su temin eden ve PKD
salginlarinin bildirildigi yerler yiiksek riskli olarak kabul edilir (Buchmann et al.,

2020).

Gokkusag alabaliklarinin hastaliga karsi 6zellikle hassas oldugu ve salginlar
sirasinda yavrularin daha ciddi Oliimlere maruz kaldigr bilinmektedir. PKD
salgimindan kurtulan gokkusagi alabaliklar1 sonraki sezonda hastaliga karsi bagisiklik
kazanirlar. Hastaligin onlenmesi ve kontrolii 6zel bir ¢iftlik yonetim stratejisinin
benimsenmesi ve uygun bir iiretim planinin gelistirilmesi yoluyla saglanabilir. Ilk
gereklilik, bir ¢iftligin enfeksiyon agisindan yiiksek risk altinda m1 yoksa diisiik risk

altinda m1 oldugunu tanimlamaktir. Dikkate alinmas1 gereken faktorler sunlardir:
- Su kaynag (aritilmamis nehir suyu yiiksek risk, yeralti suyu diisiik risk)
- Y1l boyunca suyun sicaklik profili

- Ciftligi besleyen su kiitlesinde dogal konakgilarin varligi (kahverengi

alabalik/dere alabalig1 ve bryozoanlar)
- Ayni1 havza alanindaki diger ¢iftliklerin epidemiyolojik durumu
- Bagska balik ¢iftlikleri de ayni nehirden su temin ediyor mu?
- Bu c¢iftliklerde PKD salginlar1 yasandi mi1?

Epidemiyolojik durum netlestiginde ve bir ¢iftligin PKD salginlarina maruz
kalma riskinin yiiksek oldugu diisiliniildiigiinde, hastaligin temel ozellikleri PKD

salgiminin etkisini ve sonuglarini hafifletmek i¢in kullanilabilir.

Porsiyonluk balik {ireten bir gokkusagi alabaligi c¢iftligi i¢in PKD
mevsimselliginden yararlanmak miimkiindiir. Bu nedenle, ¢iftlikteki stoklama donemi
uygun sekilde planlanmalidir. Amag, daha biiyiik baliklar1 (kii¢iik yavrulardan daha
direngli) bryozoanlardan dokiilme doneminin sonuna (tipik olarak yaz sonu) maruz
birakmaya calismak ve klinik hastalik salginindan kaginmaktir. Bu sekilde, iiretim
dongiisiiniin  ilkbahardaki yiiksek riskli parazit {iretim doneminden Once
tamamlanmas1 miimkiindiir. PKD nedeniyle 6liim oraninin arttig1 klinik bir salgin
ortaya ¢iktiginda, en iyi yonetim uygulamalar1 arasinda stres faktorlerinin azaltilmasi

(yemlemenin azaltilmast dahil), yiiksek su kalitesi parametrelerinin korunmasi
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(oksijen mevcudiyeti, 61l baliklarin uzaklastirilmasi) yer alir. Su anda PKD’ye kars1
kullanilmak iizere lisansli bir ilag bulunmamaktadir. Yemde kullanildiginda
Aspergillus fumigatus tarafindan iretilen bir antibiyotik olan fumagillin’in erken
enfeksiyonlarin  gelisimini  Onleyebilecegi bilinmektedir. As1 prototiplerinin
gelistirilme asamasinda oldugu ve gelecekte hastaliklarin Onlenmesinde veya
sonuclarinda iyilesmeye katki saglayabilecegi diistiniilmektedir (Buchmann et al.,

2020).
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Arastirma Bolgesi ve Arastirma Materyali

Tiirkiye’nin Orta Karadeniz Bolgesi Samsun ili Baftra ilge sinirlar icinde yer
alan Kizilirmak iizerine kurulu olan Derbent Baraj Goliinde yiizen ag kafeslerde
yetistiriciligl yapilan 150-250 g agirligindaki toplam 150 adet gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792) arastirma materyali olarak kullanilmstir.
Gokkusag alabaliklar1 farkli ticari isletmelerden taze o6li olarak temin edilmis ve

soguk zincir altinda laboratuvara getirilmistir.
3.2. Metot
3.2.1. Gokkusagi Alabaliklarinin Nekropsi Islemleri

Temmuz 2024—Subat 2025 tarihleri arasinda 150-250 g agirligindaki toplam
150 adet taze olii gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792)
nekropsi islemleri yapilmistir. Gokkusagi alabaliklarinin nekropsileri plastik kesim
tahtas1 {izerinde yapilmistir. ilk olarak ince uclu diseksiyon makasi ve pensler
kullanilarak karin bolgesi acilmistir. Bu islem sirasinda i¢ organlarin zarar
gdrmemesine dzen gosterilmistir. Nekropside ii¢ asamali kesi yapilmustir. Ilk kesi
aniisiin Onilinden baslatilmis, ikinci kesi karin orta ¢izgisi boyunca ilerletilmis ve
ticlincii kesi ise yay formunda aniisiin 6niinden baslayarak sirt kaslarina dogru kavisli
sekilde yapilarak solungag¢ kapagina ulastirilmistir. Bu kesiler sayesinde alabaliklarin
viicudunun yan duvari agilmistir. Islemin son asamasinda sindirim kanali 6n tarafta
yutagin arka boliimiinden kesilmis iken arka tarafta ise bagirsagin son kismindan
kesilerek biitiin halde disar1 ¢ikarilmistir. Sindirim sistemi organlari, testis/ovaryum
ve hava kesesi gibi i¢ organlar viicut disina ¢ikarilmistir. I¢ organlar ¢ikarildiktan sonra
alabaliklarin karin boslugunun iist kisminda kalan bobrekten steril pens ve makaslar
yardimi ile 6n ve arka kisimlarindan kiigiik doku parcalari alinmistir. Ayni alabaliga
ait olan O6n ve arka bobrek parcalar1 icinde %70’lik etanol bulunan 2 ml’lik steril
mikrosantrifiij tiiplerinin i¢ine alimmistir. Bobrek dokularindan DNA izolasyonu

yapilincaya kadar 6rnekler +4°C’de saklanmistir.
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3.2.2. Gokkusag Alabaliklarinin Bobrek Dokularindan DNA Izolasyonu

Ayn1 mikrosantrifiij tiiplerinde %70’lik etanol i¢inde saklanan her bir alabaliga
ait olan 6n ve arka bobrek parcalarinin doku homojenizatorii ile kiiglik parcalara
ayrilmasi saglanmistir. Bu islem her bir alabaliga ait olan bobrek pargalart i¢in ayri
ayr1 olacak sekilde yapilmistir. Ornekler arasinda DNA  kontaminasyonunu
engellemek i¢in her seferinde doku homojenizatoriiniin ucu %3 hidrojen peroksit
solisyonu ile temizlenmis ve saf etanol ile silindikten sonra alev ile yakilmistir.
Homojenize edilen 6n ve arka bobrek pargalarindan gDNA izolasyon iglemleri i¢in
ticari DNA izolasyon kitleri (PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen)
kullanilmistir. Ticari kitler ile yapilan DNA izolasyon islemleri i¢in kit i¢inde yazili
olan ilgili protokoller takip edilmistir. izole edilen gDNA’lar daha sonra molekiiler

analizlerde kullanilmak iizere -20°C’de saklanmistir.

3.2.3. Tetracapsuloides bryosalmonae Varh@inin Multipleks PZR Yontemi

ile Arastirilmasi

Gokkusag1 alabaliklarinin bobreklerinden izole edilen gDNA’lar igerisinde
Tetracapsuloides bryosalmonae DNA’sinin varligt multipleks PZR metodu
kullanilarak taranmistir. Parazitin 18S rRNA gen bolgesini hedef olan farkli primer
ciftleri kullanilarak iki farkli multipleks PZR metodu ile parazit DNA’simin varlig
aragtirilmistir. Her iki multipleks PZR y6nteminde internal (i¢) pozitif kontrol olarak
500 baz biiyiikliigiinde salmonid baliklarin max-binding protein MNT genini ¢ogaltan
primerler (Salmo F/Salmo R) kullanilmistir (Kent et al., 1998; Grabner and El-
Matbouli, 2009; Dash and Vasemigi, 2014; Lauringson et al., 2022) (Tablo 1, 2).

Tablo 3.1. Birinci multipleks PZR metodu

Primer ad1 Primer Dizilimi Cogaltilan gen uzunlugu
PKX3F CTAAGTACATACTTCGGTAGA
298 baz
PKX4R CCGTTACAACCTTGTTAGGAA
PKD-real F TGTCGATTGGACACTGCATG
166 baz
PKD-real R ACGTCCGCAAACTTACAGCT
Salmo F GCCCAAAATGTACAGGCAAT
500 baz
Salmo R GATTCTCATGTTAGCCGTCCA
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Tablo 3.2. ikinci multipleks PZR metodu

Primer ad1 Primer Dizilimi Cogaltilan gen uzunlugu
PKXSF CCTATTCAATTGAGTAGGAGA
435 baz
PKX6R GGACCTTACTCGTTTCCGACC
PKD-real F TGTCGATTGGACACTGCATG
166 baz
PKD-real R ACGTCCGCAAACTTACAGCT
Salmo F GCCCAAAATGTACAGGCAAT
500 baz
Salmo R GATTCTCATGTTAGCCGTCCA

Multipleks PZR reaksiyonlari i¢in toplam hacim 50 pl olacak sekilde PZR
karisimlart hazirlanmistir. Her bir protokol i¢in ayr1 ayr1 PZR karisimi buz bloklar
iizerinde steril DNA ve RNA icermeyen mikrosantrifiij tiipleri i¢inde hazirlanmistir.
PZR karisimi iginde 10 pul gDNA, 0,5 pl 10 pmol konsantrasyonda ileri ve geri yonlii
primer ciftleri, 25 pl EcoTaq 2x PCR Master Mix (Ecotech) ve/veya 2x Platinum
Multiplex PCR Master Mix (Invitrogen) ve 12 pl niikleaz icermeyen ultra saf su iceren
PZR karigimi hazirlanmistir. PZR karisimlart PZR cihazinda (T100, Biorad)
amplifikasyona tabii tutulmustur. Amplifikasyonda spesifik primerlerin tm degerleri
ile ticari hazir PZR master mikslerin protokolleri dikkate alinmistir. Amplifikasyon
sonrasi elde edilen PZR iirtinleri etidyum bromid ile boyanmis %2 agaroz jel’de 120V
akimda 80 dakika elektroforez yapilmistir. Sonrasinda elektroforeze tabii tutulan
agaroz jel goriintiileme cihazina konularak UV 15181 altinda hedef DNA bantlarin

varlig1 acisindan incelenmistir.
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4. BULGULAR

Aragtirmada her iki multipleks PZR yontemi ile toplam 150 adet gokkusagi
alabalig1 bobregine ait olan gDNA oOrneklerinde Tetracapsuloides bryosalmonae
DNA’s1 tespit edilmemistir. Her iki multipleks PZR yonteminde tiim gDNA
orneklerinde internal (i¢) pozitif kontrol olarak 500 baz biiyiikliigiinde gokkusagi
alabaliklarinin max-binding proteini kodlayan MNT geni bagarili bir sekilde
cogaltilmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Gokkusagi alabaligi bobreklerinde Tetracapsuloides bryosalmonae DNA’s1 ve salmonid
DNA (i¢ kontrol) taramasini gdsteren %2 agaroz jel goriintiisi. M: DNA merdiveni, 1-11:
Birinci multipleks PZR sonucu, 12-21: Ikinci multipleks PZR sonucu
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5. TARTISMA

Bu tez arastirmasinda iilkemizde yogun olarak kafeslerde yetistiriciligi yapilan
gokkusag1 alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) PKD hastaliginin  etkeni
malacosporean parazit olan Tetracapsuloides bryosalmonae tiiriiniin varlig1 ilk kez
molekiiler yontemler ile arastirllmistir. Arastirmada multipleks PZR yontemi ile
incelenen 150 adet gokkusagi alabaligi bobregine ait olan gDNA o6rneklerinde 7.

bryosalmonae DNA’s1 tespit edilmemistir.

Son yillarda Tetracapsuloides bryosalmonae tiirii daha 6nce rapor edilmedigi
Avrupa iilkelerindeki tatl sularda yasayan yabani salmonidler arasinda rapor edilmeye
baslanmistir. Bu parazitin birgok Avrupa iilkesinin dogal su kaynaklarinda azalan
yabani salmonid popiilasyonlarinin olasi bir nedeni olduguna inanilmaktadir. Yiiksek
mortalite ve morbidite ile karakterize olan hastaligin Avrupa ve Kuzey Amerika'daki
kiiltiire edilen ve yabani salmonid popiilasyonlarini etkiledigi iyi bilinmektedir.
Salmonidlerde PKD benzeri durum ilk olarak 1920'lerin basinda Almanya'da
gokkusag1 alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) tanimlanmis olmasmma ragmen,
1970’lerin basinda hastaligin ana klinik 6zellikleri tanimlanarak “Proliferatif Bobrek
Hastali§1” olarak adlandirilmustir. Tetracapsuloides bryosalmonae Avrupa ve Kuzey
Amerika'da ciftliklerde yetistirilen ve yabani salmonidler i¢in ciddi bir tehdit
olusturmaktadir. Parazit A.B.D., Kanada, Ingiltere, Isvigre, Norve¢, Danimarka,
Estonya, Slovenya, Avusturya, Finlandiya ve Almanya’da gibi farkli iilkelerdeki
salmonidlerde rapor edilmistir (Smith et al., 1984; Hedrick et al., 1993; Peribafiez et
al., 1997; Henderson and Okamura, 2004, Wahli et al., 2007; Skovgaard and
Buchmann, 2012; Gorgoglione et al., 2016; Palikova et al., 2017; Syrova et al., 2020;
Stella et al., 2025). Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan salmonid baliklar (Gokkusagi
alabaligi, Karadeniz alabaligi, Kaynak alabalig1) ile dogal ortamda yasayan vahsi
salmonid baliklarda (Salmo tigridis, S. chilo, S. labecula, S. opimus, S. okumusi, S.
euphrataeus, S. kottelati, S. munzuricus, S. fahrettini, S. duhani) PKD ile ilgili
herhangi bir saglik sorununu bildiren ya da 7. bryosalmonae tiiriinlin varligina dair
rapor yoktur. Tiirkiye’de gerek kafes ve havuzlarda yetistirilen gerekse dogal
ortamlarindaki vahsi salmonidlerde parazitin varligina iliskin olarak bugiine kadar
herhangi bir molekiiler tarama yapildigina dair bir veri yoktur. Bu tez caligmasinda ilk
kez iilkemizde kafeslerde yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliklarinda

malacosporean parazit 7. bryosalmonae tiiriinlin varligi/yoklugu molekiiler yontemler
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ile arastirilmistir. Bu aragtirma ile iilkemizde Samsun ili Derbent Baraj Goliinde
yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliklarinda bu parazit tiiriiniin olmadigina dair ilk
epidemiyolojik veriler elde edilmistir. Sadece bu tez calismasinin sonuglarina
bakilarak Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliklarinda 7. bryosalmonae
parazit tlirii yok denilemez. Konu hakkinda Tirkiye nin farkli cografi bolgelerinde
gerek yetistiriciligi yapilan salmonid tiirler ile gerek dogada hali hazirda var olan vahsi

salmonid tiirlerde daha kapsamli molekiiler tarama arastirmalar1 yapilmalidir.

Tetracapsuloides bryosalmonae parazitinin tespitinde ¢esitli boyama teknikleri,
molekiiler ve immiinolojik yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir (Klontz and
Chacko, 1983; Castagnaro et al., 1991; Hedrick et al., 1992; Kent et al., 1998; Dash
and Vasemadgi, 2014; Lauringson et al.,, 2022). Salmonid baliklarinin bobrek
dokularinda 7. bryosalmonae DNA’simin tespitinde konvansiyonel PZR, multipleks
PZR ve kantitatif gercek zamanli PZR gibi yiiksek duyarlilifa sahip molekiiler
yaklagimlar mevcuttur (Kent et al., 1998; Grabner and EI-Matbouli, 2008, 2009; Dash
and Vasemigi, 2014; Lauringson et al., 2022). Ancak PZR protokollerinde kullanilan
bazi primer c¢iftlerinin spesifik olmayan dizileri amplifiye ettigi ve/veya tutarsiz
amplifikasyon etkinligi gosterdigi bildirilmistir (Morris et al.,, 2002). Literatiir
incelendiginde 7. bryosalmonae’nin tanisinda parazitin kii¢iik alt birim ribozomal
DNA (SSU rRNA) gen bolgesinin bir segmenti amplifiye eden 3F/4R ve/veya SF/6R
primer setlerinin (Kent et al., 1998) yaygimn kullanim alam1 buldugu goriilmektedir
(Grabner and El-Matbouli, 2008, 2009; Bettge et al., 2009; Dash and Vasemaigi, 2014;
Lauringson et al., 2022; Philpott et al., 2025). Ayrica parazitin tarama caligmalarinda
multipleks PZR prosediiriinde salmonid DNA’s1 ile parazit DNA’smin birlikte
amplifikasyonu gerceklestirilmekte ve konak¢i DNA’smin amplifikasyonu PZR
reaksiyonunun internal kontrolii olarak islev gormektedir (Dash and Vasemagi, 2014;
Lauringson et al., 2022; Philpott et al., 2025). Bu tez ¢alismasinda da gokkusagi
alabaliklarinin bobreklerinde 7. bryosalmonae DNA’sinin taranmasinda mevcut
literatiire gore giivenilir sonuglar sunan multipleks PCR yontemi kullanilmistir. Ayrica
multipleks PZR protokollerinde bu parazit tiiriine spesifik 3F/4R ve SF/6R primer
setleri ile internal kontrol olarak salmonid spesifik primerleri kullanilarak hastaligin

arastirilmasinda giivenilir sonuglar elde edilmistir.
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Bazi tatli su bryozoanlar1 7. bryosalmonae tiiriiniin hayat dongiisiinde kesin
konak olarak rol almaktadir. Tatl1 su briyozoanlar1 genellikle nehirlerde, goletlerde ve
gobllerde bulunurlar. Bu canlilar su alt1 kayalarin, bitkilerin, koklerin ve aga¢ dallarinin
ylizeylerinde koloniler halinde yasarlar. Cristatella mucedo, Pectinatella magnifica,
Plumatella rugosa, Plumatella sp. ve Fredericella sultana gibi tath su bryozoan tiirleri
T. bryosalmonae igin konak¢1 gorevi gérmektedir. Bu bryozoan tiirler arasinda 7.
bryosalmonae en ¢ok F. sultana’y1 tercih etmektedir (Okamura et al., 2001; McGurk
et al., 2006; Morris and Adams, 2006; Hartikainen and Okamura, 2015). Arastirmanin
yapildig1 Kizilirmak tizerine kurulu olan Derbent Baraj Goliinde tatli su bryozoanlarin
varligt ile ilgili bir rapora rastlanmamistir. Bu baraj goliinde yetistiriciligi yapilan
gokkusagi alabaliklarinda 7. bryosalmonae tiirii ile karsilasilmamasinin nedeni gerekli
bryozoan konak/konaklarin Kizilirmak ve/veya Derbent Baraj Goliinde bulunmamasi

ile agiklanabilir.
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6. SONUC

Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’de Samsun ili Derbent Baraj Golii’nde ylizen ag
kafeslerde yetistirilen gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) Proliferatif
Bobrek  Hastaligina yol agan malacosporean parazit Tetracapsuloides

bryosalmonae’nin varlhigi ilk kez molekiiler yontemlerle incelenmistir.

Multipleks PCR teknigi ile analiz edilen 150 adet gokkusagi alabaligi bobrek

gDNA orneklerinde 7. bryosalmonae DNA’sina rastlanmamustir.

Derbent Baraj Golii’'nde yetistirilen gokkusagi alabaliklarinda 7. bryosalmonae
tiriinilin tespit edilmemesi Kizilirmak ve/veya Derbent Baraj Goélii'nde bu parazitin

yasam dongiisii i¢in gerekli bryozoan konaklariin bulunmamasiyla agiklanabilir.

Bu aragtirma Samsun ili Derbent Baraj Golii'nde yetistirilen gokkusagi
alabaliklarinda bu parazit tiiriiniin bulunmadigina dair ilk epidemiyolojik kanitlari
sunmaktadir. Ancak yalnizca bu tez sonuglarina dayanarak Tiirkiye'deki gokkusagi

alabalig1 yetistiriciliginde 7. bryosalmonae’nin olmadig1 sdylenemez.

Tirkiye'nin farkli cografi bolgelerinde hem yetistiriciligi yapilan hem de dogal
ortamlarda bulunan vahsi salmonid tiirlerinde 7. bryosalmonae’nin varlig ile ilgili

olarak daha kapsamli molekiiler tarama calismalar1 yapilmasi gerekmektedir.
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