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OZET
Yiksek Lisans Tezi

REAL-TIME PCR KULLANILARAK EGIRDIR GOLU VE CEVRESINDE IKI
AMFIBI PATOJENININ (BATRACHOCHYTRIUM DENDROBATIDIS VE
RANAVIRUS) YAYGINLIGININ ILK KEZ SAPTANMASI

Dilay YUMUK
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Safiye Elif KORCAN

Bu arastirmada, Tirkiyenin onemli tath su gollerinden biri olan Egirdir Goli ve
cevresinde IUCN Kkriterlerine gore Kirmizi Liste’de (Red List) “Nesli tehlike altinda
bulanan hayvanlar” kategorilerinde yer alan ve azalmakta oldugu ifade edilen
Pelophylax caralitanus tir( Uzerinde Real- Time PCR teknigi kullanilarak 6limcil
hastaliklara neden olduklari bilinen iki amfibi patojeni Batrachochytrium dendrobatidis
ile Ranaviriis genom equivalentlerine ait primeler kullanilarak ilk tespitinin yapilmasi

ve B. dendrobatidis’ in laboratuvar ortaminda ilk kez kiilture alinmasi amaglanmistir.

Arazi calismalari 2012 ve 2013 yili olmak uzere 6 lokalite Uzerinde iki tekrar halinde
yaptimistir. 2012 yilinda yapilan ¢alisma sonucglarinda %17,02 oraninda B.
dendrobatidis, % 0 Ranavirus pozitif sonuglari elde edilirken, 2013 yili calismalarinda
% 45,00 oraninda B. dendrobatidis ve % 5,00 oraninda Ranavirus pozitif sonuclarina
ulastimistir. Ayrica B. dendrobatidis kultir calismalari yapilarak mikroskop altinda
incelenerek sporangia, gen¢ ve olgun sporahif, zoosporangia ve haploid zoospor
yapilarina rastlanmistir.

Sonug olarak, tim dinyada amfibiler icin 6lumcil hastahklarla baglantili oldugu
bilenen ve popllasyon azalmalarina neden olan B. dendrobatidis’ in gerek molekiiler
gerekse mikrobiyal analiz ile diger polikilotherm hayvanlara kolaylikla bulasabilen

Ranavirus’ tin tarama ¢alismasi yapilarak tlkemizin ilk kayitlari olusturulmustur.

2014, ix + 56 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc Thesis

FIRST TIME DETERMINATION OF PREVALENCE OF THE TWO AMPHIBIAN
PATHOGEN(BATRACHOCHYTRIUM DENDROBATIDIS VE RANAVIRUS)
AROUND EGIRDIR LAKE USING REAL-TIME PCR

Dilay YUMUK
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Associate Professor Safiye Elif KORCAN

In this study, two amphibian pathogens were identified on endemic Pelophylax
caralitanus which is located in Egirdir Lake in Isparta 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, gPCR) technique. That two amphibian pahtogens are
Batrachochytrium dendrobatidis and Ranavirus (Frog viris, FV-3). In Egirdir Lake, that
pathogen organisms was determined for the first time using qPCR technique with
specific primers. And also we aimed grow B. dendrobatidis in the medium in laboratuar
conditions.

P. caralitanus samples were collected with swab technique for twice between 2012 and
2013 years from 6 localities in field. Results of experiment of 2012 yaer were %17,02
positive for Batrachochytrium dendrobatidis and totaly negative for Ranavirus. On the
other hands, results of 2013 were %45 positive for Batrachochytrium dendrobatidis and
%5 positive for Ranavirus. Furthermore, we have examined B. dendrobatidis cultures
under light microscope and we have detected sporangia, mature and immature
sporahifas, zoosporangiums and hapolid zoospores.

Consequently, that two deadly pathogens which responsible deadly disases and
decreasing on amphibian populations; determinations of Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd) and Ranavirus (Iridoviridae) have been srudied and first records of

that pathogens in Egirdir Lake have determined.

2014, ix + 56 pages
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TESEKKUR

Bu arastirmanin  konusu, deneysel calismalarin  ydnlendirilmesi, sonuglarin
degerlendirilmesi ve yazimi asamasinda, tecriibesi ve bilgileriyle her turlii yardim ve
destegini benden esirgemeyen, her tirli sikinti ve sevincimi benimle paylasan cok degerli

danisman hocam Sayin Dog. Dr. Elif KORCAN’a tesekkdri bir borg bilirim.

Yaptigimiz cahsmayla Tirkiye’ de bir ilke imza atmamizi saglayan ve gerek arazi
calismalarinda gerekse laboratuvar galismalarinda yardimlarini esirgemeyen degerli hocam
Dog. Dr. Ugur Cengiz ERISMIS’ e tesekkiirii bir borg bilirim.

Cahsmalarim boyunca boélimimizin tim hizmetlerini benden esirgemeyen Biyoloji
Bolum Baskanhgina ve 13 FENED 05 numarali proje desteklerinden dolayr Afyon
Kocatepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine tesekkir

ederim.

Yine calismalarim asamasinda destedini benden hicbir zaman esirgemeyen, her tirli
sikintimda yanimda olan canim arkadasim Pinar AGYAR’ a tesekkiirlerimi sunarim.
Tezime sagladiklar1 katkilarindan dolay! diger laboratuvarda calisan arkadaslarima ve
Taner YOLDAS a tesekkur ederim.

Bana her konuda destek olan ve hicbir konuda fedakarliklarini esirgemeyen,
verdikleri egitimle bugiinlere gelmemi saglayan, yani bana her konuda gii¢ veren sevgili

aileme cok tesekkir ederim.
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Ct Cycle Treshold

SDS Sodyum Dodesil Silfat
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mMiRNA Mikro Ribonukleik Asit

DNA Deoksiribonikleik Asit

DNaz Deoksiriboniikleaz

mL Militre

cm? Santimetre kare

pL Mikrolitre

M Molar

mM Mili Molar

ng Nanogram

km Kilometre

Mg Mikrogram

Kisaltmalar

Bd Batrachochytrium dendrobatidis

rpm Dakikada donis-Rotation per minute

ITS1-3 ITS1-3 gen bolgesi

FV-3 Frog virus 3

MCP Major Capsid Protein

IE Hemen basinda-lmmediate early

NPH Yeni patojen hipotezi-new pathoge hypothesis

BIV Bohle iridovirts

ECV European catfish viris

TFV Tiger frog virus

EHNV Epizootic haematopoietic necrosis virus

ATV Ambystoma tigrinum vir(s

SCRV Santee-Cooper ranavirus

ICTV uluslar arasi viriis taksonomi toplulugu

SGIV Singapore grouper iridovirus

RNA POL II Ribontikleik asit polimeraz Il enzimi

uv Ultra Viyole Isik

STIV Soff-Shelled Turtle Iridovirus

IUCN Uluslar Arasi Doga Koruma Birligi-International Union for
Conservation of Nature

gPCR Kantitatif -Quantative Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Vi
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1. GIRIS

Anadolu, konum itibariyle Asya, Avrupa ve Afrika kitalarinin kesisme noktasidir.
Turkiye genel olarak yer sekilleri ve Jeolojik 6zellikleri bakimindan gesitlilik gosteren
ve ortalama yukseltisi de fazla olan bir Ulkedir. Ayrica yerkiire Uzerinde bulundugu
saha, bitin jeolojik devirler boyunca en hareketli sahadir. Bu konumu bakimindan
iklimsel 6zellikler, ytksek daglar, bozkirlar, sulak alanlar, ormanhk ve calilik alanlar
gibi ¢ok farkh ekosistemlere sahip olmasinin yaninda doért mevsimi de barindirmasi
biyogesitlenmenin yogun olmasina ve bu biyocesitlilije 6zgl patojen hastaliklari da
beraberinde getirmektedir.

Bu hastalik etmeni patojenlerden biri, diinya genelinde amfibilerde kitlesel 6limlere ve
azaliglara sebep olan (Berger 1998, Bosch 2001, Rachowicz 2006) ve gelismekte olan
bulasici amfibi hastaligi Chytridiomycosis’ dir (EID, Daszak 2000). Hastalhiga neden
olan ajan ise konak spesifitesi dustik olan non-hifal zoosporik fungus Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd) tiridur (Daszak 2003). Ekolojik dengenin bozulmasiyla da dagilis
alanini genisleten patojen fungus Bd’ nin amfibi tlrlerinde azalmalara neden oldugu da
bilinen bir gercektir. Ancak dinyanin bir¢ok Ulkesinde ¢alisiimis ve halen ¢alisilmaya
devam eden bu patojen fungusun varhgi ile ilgili Glkemizde yeterli kayit mevcut
degildir. Bu calismanin baz aldigi en 6nemli amaclarindan biri amfibi patojeni
Batrachochytrium dendrobatidis’in ~ EQirdir  g6linde bulunup /bulunmadiginin

arastiriimasi olmustur.

Bir diger tehlike ise Ranavirus’tur. Amfibiler disindaki ektotermik omurgali
hayvanlarda da rastalanan Ranavirus, Iridoviridae famiyasi iginde bulunan bes cinsden
biri olup Ozellikle amfibi ve reptiller de enfeksiyona neden olur ( Brunner 2007 ).
Baslica patojen turleri kurbagalar icin Frog — Virus (FV-3; Ranavirus), diger turler
Bohle virus (BIV), Epizootic haematopoietic necrosos viris (EHNV), ranaviristir ve
azalmaya neden diger bir amfibi patojenleridir (Cullen 2002, Brunner 2005). FV-3 tiim
dinya ekolojik ortamlarina yerlesebilen, yayilmasi kolay ve hizli olan bir virlstir
(Duffus 2008). Ranavirus memelilerde de enfeksiyona yol acan dnemli bir gruptur.
Bircok hastaligin gida ve su kaynakli oldugu disunildigunde Ranavirus’iin kaynaginin
saptanmasi epidemiyolojik acidan 6nem tasimaktadir. Ayrica ekolojik dengenin

korunmasi icin anur tirlerinde bulunup bulunmadiginin saptanmasi da gerekli



oldugundan calismamizin bir diger amaci da, Diinya zerinde yaygin olan FV-3’in,
calisma alanimiz olarak belirledigimiz Egirdir Goli’nde bulunup/bulunmadiginin

arastiriimasi olmustur.

Cunki jeolojik yapisi bakimindan tektonik bir gol olan E§irdir Golu iklimsel 6zellikler
acisindan da Akdeniz ve karasal iklimin etkisi altinda bulunmaktadir. Ekolojik karakteri
itibariyle Beysehir Golune benzerlik gostermekte olup, Golin derin kisimlari orta
gidal, si§ kisimlari ise bol gidali 6zelliktedir. Gol, su Urunleri yénilinden zengin bir
yapiya sahiptir. Ayrica golde ¢cok zengin olan tatlisu istakozu (Astacus leptodactylus) da
fungal oldugu distinulen ancak etkenin tam olarak belirlenmedigi bir hastalik nedeniyle
tamamen tukenmistir. Muhtemelen etken fungus, goldeki diger canlilari da tehdit
etmektedir. Ozellikle son yillarda goriilen anur sayisindaki azalis nedeninin, keratin
dokuda gelise bilen bir fungal enfeksiyon olabilecegini diistindtrmastdir.

Calismamizda, Egirdir Goli’ne endemik P. caralitanus tiiriinde ki azalista Bd ve FV-3’
un etken olup olmadigi son yillarda kullanilmaya baslanan givenilir, hizli bir teknik
olmasi nedeniyle Real time PCR (Rt- PCR) yontemi ile tespit edilmesi amaclanmistir.
Bu calisma Anadolu endemigi olan P. caralitanus’ da Bd ve FV-3’ in saptandigi ilk
calisma olmasi nedeniyle 6nem tasimaktadir.



2. LITERATUR BILGILERI
2.1 Chytridiomycosis Hastali§i

Chytridiomycosis, bulasict bir amfibi hastahgidir (EID, Daszak 2000) ve kurbaga
populasyonlarinda yaygin global bozulmalara neden olarak diinya genelinde amfibilerde
kiitlesel 6limlere ve azalisa sebep olmaktadir (Berger 1998, Bosch 2001, Rachowicz
2006).

ilk olarak Panama ve Avustralya da yabani kurbaga populasyonlarinin hizla distise
gectiginin tespit edilmesi lzerine Giney Amerika, Merkez Amerika, Kuzey Amerika,
Avrupa ve Yeni Zelanda da tanimlanmasi yaptlmistir. Vahsi ve endemik
populasyonlarinin her ikisinde de tespit edilmis ve iki amfibi takiminin kapsadigi 14
familya ve 93 tiiriin diinya capinda teshisi yapilmistir. ilk kayitlar 1974 de toplanan
Kuzey Amerika Rana pipiens de tespit edilmis ve Chytridiomycosis eldeki kanitlarla
diinya ¢apinda amfibi hastaliklarini agikca tanimlayan gelismekte olan bulasici hastalik

olarak tanimlanmistir.

Chytridiomycosis, B. Dendrobatidis tarafindan surekli olarak cildin enfeksiyonuna
bagh bir hastaliktir. Chytrid” in bulagmasi su araciligiyla tasinan zoosporlar ve anura
larvalarinin agiz parcalarinin parazite olmasiyla, amfibilerin post metamorfik safhada
enfeksiyona maruz kalmasiyla olur. Fakat bazi durumlarda larval kaudatlarda da
Chytrid olusumu bildirilmistir (Berger 1998, Longcore 1999, Marantelli 2004, Kriger
and Hero 2007, Brodman ve Briggler 2008).

Chytridiomycosis olustugunda, amfibi epidermisi arasindaki elektrolit tasinimi % 50 ye
kadar engellenir, hicre sitoplazmasindaki sodyum ve potasyumun konsantrasyonu duser
ve asistolik kalp durmasi élimlere sebep olabilmektedir (Voyles 2009). Clinki saglam
deri amfibi i¢ dengesinin korunmasinda 6nemli faktorlerin basinda gelmektedir ve deri
fonksiyonunu bozan nedenin dogrudan B. dendrobatidis’ in metabolitlerinin
olusturdugu bir mekanizma oldugu dustnilmektedir (Voyles 2009).



2.2 Batrachochytrium dendrobatidis

Batrachochytrium dendrobatidis, Chytridiomycota filumuna (sube), Chytridiomycetes
clasisine (sinif), Chytridiales ordosuna (takim) ait (Hyatt 2007), kozmopolit ve genis
dagilima sahip olan heterotrofik bir fungus tirddur (Sparrow 1960, Karling 1977).

Chytridiomycota filumunun Gyeleri kiiciik kuresel mantarlardir ve her yerde kozmopolit
olarak yayilis gosteren heterotrofik funguslardir. Farkl hayat donguleri ve gereklilikleri
bulunmaktadir. Bagslica toprak ve suda bulunurlar, genellikle bulunduklari ortamda
yuzeyleri kullanarak (Kkitin, keratin ve bitki tortulari) indirgenerek ya da saprofit olarak
hareket ederler. Bazi cinsler fakultatif ya da obligat anaeroblardir ve birgogu
mantarlarin, alglerin, tohumlu bitkilerin, rotiferlerin, nematodlarin ya da boceklerin
obligat parazitleridir. Burada bildirilen chytrid Chytridiomycota filumunun omurgali
paraziti olarak kabul edilen ilk Uyesidir (Barr 1990).

Batrachochytrium dendrobatidis’in Panama ve Avustralya’ da amfibi tirlerindeki ani
azahsin sebebi oldugu bildirilmistir (Berger 1998). Bu patojenin orjininin, Giney
Afrika Muzesi, Cape Town (SAMZR 18927) 1938 yili kayith Xenopus leavis 6rnegine
dayandigi anlasiimis ve iklim degisikligi, dinya Uzerinde yapilan kurbaga ticareti
nedeniyle yayildigini saptayarak Afrika, Giney Amerika, Orta Amerika, Kuzey
Amerika, Avrupa, Asya ve Yeni Zellanda’ da 287 amfibi turiinde ve 25 familyasinda B.
dendrobatidis turiinu tespit edilmistir (Garner 2005, Skerratt 2007, Bovero 2008).
B.dendrobatidis ilk olarak 1998 de mavi zehirli dart frogdan (Dendrobates auratus)
izole edilmesinden dolay! bu sekilde isimlendirilmistir. B.dendrobatidis, chytridiomycota
filumuna ait konak omurgalida hastaliga ve 6lime sebep oldugu bilinen ilk ve tek lyedir.
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Resim 2.1 Batrachochytrium dendrobatidis patojenin yillara bagh olarak global dagilim haritasi
(Krigger, 2009)

Bu amfibi chytrid fungusu toplu 6ltimlerin, nifus ¢cokmelerinin ve amfibi turlerinin yok
olusunun sebebi olan temsilciler olarak kabul edilmektedir. Ozellikle enigmatik olarak
tanimlanmis azalislarin bircogunun sebebi oldugu da bilinmektedir. Bu azaliglar *hastalik
tarihinde kaydedilen biyolojik cesitliligin olagan tstli omurgali kaybina sebep’ olarak
karakterize edilmistir. Bir amfibi topluluguna, B. dendrobatidis’in girisi ile mortaliteye
bagh olarak hizl nifus disistine ylksek oranda neden olabilir (Lips 2006, Rachowicz
2006).

Cunki, B. dendrobatidis enfeksiyonlari, patofizyolojik degisimlerle iliskilidir ve bu
degisimler hastalik durumuna (chytridiomycosis) éncililk etmesinin yaninda potansiyel
olarak dliimlere de sebebiyet vermektedir.

Hastalik nedeni olan bu ajan, non-hifal zoosporik bir fungusdur ve konak spesifitesi
dustiktir(Daszak 2003). Yapilan calismalarda farkh yikseltilerde bulunan amfibi
tirlerinde  Chytridiomycosis oldugu belirlenmis ve iklim degisikliginin (sicaklik,
rizgarlar, nem ve yagis oranlari gibi) etkisi ile hizla yayildigi tespit edilerek muhtemel
risk tasiyan bolgeleri ile ekolojik nisleri haritalandiriimistir (Berger 2005).
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Resim 2.2 B.dendrobatidis icin o6ngorilen temel ekolojik nis haritasi. Koyu bolgeler
B.dendrobatidis ekolojik nis alani icin uygun olan bdlgeler (Krigger and Hero,

2007)
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Sekil 2.1 B.dendrobatidis’in yasam dongusu

B.dendrobatidis’in yasam dongusu 2 ana evreden olusur, ilki hareketli safha, bu safhada
zoospor su ile tasinabilir ve yeni konaklara ulasabilir zoospor bu evrede kisa 6marludur.
ikinci safha ise zoosporangium (sporangium olarak da bilinir) icinde cogalp
gelisebildigi duragan evredir. Bu evrede monosentrik tallus eseysiz ¢ogalma igin bir



zoosporangium icinde bulunur. B.dendrobatidis konakta katlanmis deri epiteline uyum
saglar ve talli epidermis hiicresi icinde yasar, ilk olarak parazitizm birkac¢ tabaka
derinliktedir ve gelisme hizi hicrenin gelisim hizi ile ¢akisir. B.dendrobatidis ilk olarak
canh hucreler i¢inde gelisir, ama talli zoosporangia olarak bilinen B.dendrobatidislerin
gelisimini o6lt, yuzeysel ve keratinize olmus hiicrelerde tamamlanir. Zoosporangia
ylzeyinde ve vicudun distal kisminda agilan bir bosaltim kapagi ile zoosporlar ¢evreye
yayilirlar. Yetiskin ve iribaslardaki sporangia dagilimi; B.dendrobatidis, bir parazit
oldugunda tabakalanmis ve keratinize epidermise ihtiyac duymakta oldugunu
gostermistir (Berger 1998). Geng sporangialar daha derinlerdeki prekeratin igeren
hiicreler icinde gelisebilirler. Kiiltiir ortaminda ki ve deride ki yasam siklusu aynidir. in
vitro ortamdaki yasam siklusu 22 °C de 4 ile 5 giin sirmektedir. Direncli dinlenen
sporlar bulunmamistir yani B.dendrobatidis’ in sporlarinin dinlenme (uyku) fazi yoktur
(Berger 2005).

25 °C Ulzerinde epidermal devir orani artarken Bd biyiime hizi yavaslar (Piotrowski
2004), boylelikle sicakhk artisinda infeksiyon kaybolur (Berger 2004). Bd genis
arahktaki cevre kosullarinda yasayabilir; cesitli sicaklik ve yagis rejimi gibi (Ron 2003).
B.dendrobatidis’ in laboratuvar ortaminda ki optimum gelisme sicakhgi 17-25 °C dir,
28 °C de organizma gelisimi durur ve 29 °C de bir hafta icinde 6lir (Longcore 1999,
Piotrowski 2004).

2.2.2 B. dendrobatidis Tarafindan Enfekte Olan Bazi Turler

Son 40 yildir, birgok amfibi turi dinya ¢apinda dramatik bir azalis gostermektedir. Son
zamanlarda ki kiiresel degerlendirmelere gore (int. Kyn. 1) 1/3 ‘i ya da diinyadaki 6593
amfibi tlrinin %32’si biyuk tehlike altindadir. 122 amfibi tird 1980 den beri yok olma
tehlikesindedir ve populasyon biyiklikleri %43 oraninda azalmistir. Bu toplu amfibi
azalmalarinin birgok nedeni olmasina karsin yapilan ¢alismalar en 6nemli nedenin
patojenler oldugunu ortaya koymaktadir.

B. dendrobatidis Avrupa Birliginde yaygin olarak; ispanya, italya, Almanya, Belgika,
ingiltere, Fransa, lIsvicre, Awusturya, Macaristan, Danimarka ve Portekiz'de

bulunmustur.

Dinya da ki amfibi ticareti enfekte hayvanlarin saf populasyonla tanismasiyla



chytridiomycosis in ortaya ¢ikmasini kapsar. Kabul edilir ki; B. dendrobatidis,
ingiltere'de Amerikan Bullforglar ya da Afrikali Penceli Kurbagalar ile birlikte ortaya
cikmiglardir. ingiltere'deki enfekte olmus bullfroglar; Rana temporaria, Lissotriton
vulgaris, Triturus cristatus ve Bufo Bufo nun islahi i¢in kullanilan kiiglik gdletlerde
meydana gelmisdir (Cunningham 2005). Yaygin olan kara kurbagalari enfeksiyona daha
duyarli oldugundan B. Dendrobatidis’ e bagh olarak bu tirlerde azalmalar meydana

gelmistir (Bosch and Martinez-Solano 2006).

Fransada, B. Dendrobatidis Amerikan bullfroglarinda tespit edilmistir (Garner 2006).
En az 3 amfibi tirG (Alytes obstetricans, Salamandra salamandra ve Bufo bufo)
chytridiomycosis nedeiyle ispanya’da élimler yasamaktadir (Bosch 2001, Bosch ve
Martinez-Solano 2006). Daha da Otesinde, B. calamita, Hyla arborea, Rana iberica, R.
perezi, Triturus alpestris ve T. Marmoratuslerde de tespit edilmistir (int. Kyn. 2).
italya’daki ilk B. Dendrobatidis kaydi 2001 yilinda Bombina pachypus da tespit
edilmistir (Stagni 2004). Bununla birlikte, chytridiomycosis Rana latastei ve kuzeydeki
Amerikan bullfrog populasyonunda tespit edilmistir (Garner 2006).

Umbria’daki Rana Kl. esculenta/R. Lessonae populasyonunda ve Turin’de de tespit
edilmistir. Simocelli ve arkadaslari su kurbagalarinda herhangi bir 6lime
rastlamamislardir fakat tum enfekte vakalarinda yogun insan kaynakli baskiyi bir not
olarak dusmuslerdir. B. Dendrobatidis ayrica Sardinia’daki endemik populasyonlarda
da tespit edilmistir (Bovero 2008).

Almanya’da enfekte olan Rana arvalis, R. esculenta ve R. esculenta synkleptonu
bulunmus ve vyapilan calismalar Almanya’da olduk¢a yaygin oldugunu ortaya
koymaktadir.

Isvigre’de A. Obstetricans ve Portekiz’de Pleurodeles waltl enfekte omuslardir.

Scalera ve arkadaslari B. dendrobatidis’in Danimaka’da bulunan kurbagalardaki
gorilme sikhgr Gzerine bir calisma yapmislardir. Her iki tlrde de funguslar tespit
edilmis ve patojenleri tespiti icin ileri asamada calismalar gerekli oldugu ortaya
konmustur.

B. Dendrobatidis pozitif amfibiler 2009°da Hollanda cevresinde de gorulmastar.


http://www.spatialepidemiology.net/B.dendrobatidis

Amfibilerin %4’lne gelen bir oranda testler B. Dendrobatidis igin pozitif cikmistir. Alp
semenderi, yumusak semender, ebe kurbada ve havuz kurbagalari da B. dendrobatidis
icin pozitif ¢cikmis dogal turlerdir.

B. dendrobatidis Sucul Hayvan Sagligi Standartlari Komisyonu (OIE) tarafindan amfibi
hastaliklari grubundaki 6zel éneme sahip 2 patojenden biri olarak kabul edilmistir
(Digeri ise iridoviridae familyasinin Ranavirus cinsidir) (OIE 2006).

2.3 Ranavirus

1965°de ilk Ranavirusler, kuzey leopar kurbagasindan (Lithobates pipens) Allan Gronof
tarafindan izole edildi. 1980’lerin sonunda Irida viruslerin bir serisinin galisiimasiyla
birlikte ekolojik ve ekonomik agidan 6nemli olan balik, kurbagalar ve daha sonra

strlingenlerin 6lumlerinde ranaviruslerin ajan olabilecekleri distuntlmastur.

Ranavirusler gunimizde kuzey — giiney Amerika, Avrupa, Asya ve Avustralya da ki su
kilturlerinde, hayvan ve vahsi populasyonlarda identifiye edilmistir. Onlarin genis
tastyici siniflarinin olmasi ranavirusleri evcil ve vahsi populasyonlar da ki 6zellikle

amfibilerde yayilisini hizlandirmaktadir.

Dinya Hayvan Saghgi Organizasyonu (OIE), ranavirisleri epizootic, hemotopoiteik
negrozis viris (EHMV), bir balik ve amfibi patojeni olarak tanir (OIE 2011).
Ranavirusler genis varyete de balik, amfibi ve hiicre 6limine sebep olur. Tim
hayvanlarda patojenite, viral izolata, konagin yasina ve cografik durumuna baghdir
(Chinchar 2005). Ranavirslerin bazilari konaga 6zgu olsa bile bazi izolatlar hem
baliklarda hem de amfibilerde goralir (Moody 80 wens 1994).

2.3.1 Virion Yapisi ve Sitopatolojisi

Iridoviridae familyasinin tyeleri biyuk cift iplikli DNA virusleridir ve genellikle 120-
200 nm capinda olup ikozohedral simetri gosterirler (Chinchar 2002). Virionun
cekirdegi tanimlayici kapsomerin bir kapsid bilesigi ve transmemran proteinler iceren
lipit bir zar tarafindan sarilan niikloprotein flament icerir (Jancovich 2011). Virionlar

konak hiicre membranini tomurcuklandirarak bir zara sahip olabilirler ve zarfli virionlar



olarak adlandirihrlar. Bunlar ylksek seviyede spesifik enfeksiyona sahip olmasina

ragmen zarfli ve zarfsiz virionlar her ikiside enfeksiyoneldir (Braunwald 1979).

surface
_~~ profem

Non-enveloped Enveloped

virion virion

Figure 1.  Structure of non-enveloped and enveloped ranavirus virions.

Sekil 2.2 Zarfh ve zarfsiz ranavirs virion yapisi

RanavirUsler, surtingenler, baliklar ve amfibilere ek olarak balik, kurbaga ve memeli
hicrelerini iceren omurgali hiicrelerinde de enfeksiyon yetenegi gosterebilir (Jancovich
2011). VirGs bilinmeyen bir reseptor vasitasiyla hiicre ortamina iki sekilde
saglayabilirler. Bu giris yolu ya endositosiz ile konak hiicreye girmeleri ( zar
parcaciklari ) ya da sadece gorinimunt hiicre igerisine aktararmak (zarfsiz partikuller)
yoluyla olur (Chinchar 2002). Zarfsiz giristen sonra DNA ¢ekirdegdi niklusa aktarihr ve
burada immediate early (IE) ve delayed early (DE) viral transkripleri hiicresel RNA pol
Il tarafindan sentezlenir (Goorha 1978, Goorha 1981). Transkriplerden birisi; viral
DNA polimeraz, cekirdekde viral DNA sentezini katalizlemektedir (Goorha 1982,
Chanchar 2002). Viral DNA replikasyonun 2.fazi sitoplazmada gercgeklesir. Yeni
sentezlenen DNA tasinir ve 10 genomdan daha bulytk boyutta konsatamerik esit parcali
yapilara rekombine edilir (Goorha 1982 ). Ge¢ viral mRNA transkripsiyonu da ya
sitoplazmada olur ya da viral toplanma bdlgelerinde olur ve diger DNA virusleri ile
birlikte tim ge¢ gen ekspiresyonu viral DNA sentezine ihtiya¢ duyar ( Chinchar 2002).

Translasyon sonrasi dretimi ne genis Olctude ne de glikozilasyon, silfatilizasyon ya da
tespit edilen ranavirus 6ncul proteinlerinden ayrilma gerektirir (Chinchar 2005).

Ranaviris DNA‘sinda ki CpG geni adaciklarinda yuksek seviyede metilenmis “C”
belirlenmistir (Willis and Granoff 1980, Eaton 1991) ve viral DNA sitoplazmada viris
tarafindan kodlanan sitozin DNA metil transferaz enzimi ile metilenir (Willis 1984).
Viral DNA metil tarnferanz enzimi FV-3 ve diger irido viruslerinden molekuler olarak
karakterize olmustur (Kaur 1995, Tidona 1996, Mao 1996). Bu metilasyonun viral
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DNA’y1 virlis tarafindan kodlanan endonikleazlardan korudugu disinilmektedir
(Goorha 1984). Diger bir yandan ranavirtslerin en az 1 tanesi Singapore grouper
iridovis (SGIV) DNA metil tranferaz enziminden yoksundur (Song 2004) ve bu durum
viral DNA metilasyonunun baska bir roli de oldugunu gostermistir. Soyle Kki;
metillenmemis CpG adalari iceren bakteriyal DNA, dogustan gelen bagisiklik
akabininde reseptor 9 (TLR9) araci gibi calistigi tesbid edilmistir (Baver 2001). Buda
sunu gostermektedir ki ranavirisler kendi genomlarina konak immun sistemini

indirgemek icin metilleyebilirler (Williams 2005).

Virionun hiicreye girisi viral proteinlerin giris bolgelerine tasinmasiyla olur ve
konsametrik viral DNA bazi mekanizmalar ile virionla