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OZET

REAL-TIME PCR KULLANILARAK iKi AMFiBi PATOJENININ
(BATRACHOCHYTRIUM DENDROBATIDIS ve RANAVIRUS)
ARASTIRILMASI

Bu calismada, Tiirkiye'de yasamakta olan amfibi tiirleri {izerinde IUCN (international
Union for Conservation of Nature) kriterleri dogrultusunda Nesli Tiikenmekte Olan
Tiirler kategorisinde Red Listte endemik olan Tavass Kurbagasinin( Rana tavasensis )
azaldig1 bilsinmekte, bireyleri ilizerinde Real time PCR teknigi kullanilarak 6liimciil
hastaliklarla iliskili oldugu bilinen amfibi patojenleri Batrachochytrium dendrobatidis ve
poikilotherm hayvanlara rahatlikla bulasabilmekte olan Ranavirus [ Frog virus (FV-3) ]
genom equivalentlerine ait primerler yardimiyla varlik veya yoklugu {izerinde inceleme

yapilmistir.

Arastirma sonucu olarak amfibi tiirleri iizerinde yok oluglardan sorumlu olarak kabul
edilen iki 6nemli patojen; Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) fungusu ve Ranavirus
(Iridoviridae)'in ilkemiz de endemik tiir, Tavas Kurbagasi ( Rana tavasensis )

bireylerinde tespit edilmistir.

Ulkemizin biyogesitliligin de dnemli yeri olan kuyruksuz tiirlerin nesillerinin azaldigin1

ve tiikkenme tehlikesinde olduklar ortaya konulmustir.

Anahtar Kelimeler: Chytridiomycosis, Batrachochytrium dendrobatidis, Ranaviriis,

Rana tavasensis



SUMMARY

INVESTIGATION OF TWO AMPHIBIAN PATOGENS USING REAL-TIME
PCR

In this study, the endemic derivatives Frog (Rana panasisis), which is in the Red List of
the IUCN (National Union for Conservation of Nature) on the things that are living in
Turkey and it is under construction, on what has actually been done - over time. related
amphibian tracers Batrachochytrium Batrachochytrium (Frog virus) [Frog virus [Frog

virus] images showing absence on or on primers of their equivalents on the genome.

Two main pathogens considered responsible for extinction on amphibians as a research
process; Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) fungus and endemic species of Ranavirus
(Iridoviridae), Pan-Frog (Rana Tavasensis) were detected.

It reveals itself to be unable to meet a high level of biodiversity.

Keywords: Chytridiomycosis, Batrachochytrium dendrobatidis, Ranavirus, Rana

tavasensi
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1. GIRIS

Biyogesitlilik terimi; biyolojik ¢esitlilikten gelir, genlerden ekosistemlere kadar
diinyadaki tiim diizeylerdeki yasam cesitliligini ifade eder ve yasami siirdiiren evrimsel,
ekolojik ve kiiltiirel stirecleri kapsayabilir. Biyogesitlilik; tek hiicreli yasam formlarindan
cok kompleks biiyiik yasam formlarina kadar yeryiiziindeki tiim canlilar aleminin gerek
genetik cesitliliklerini gerekse yasadiklar1 ortamlar1 (yasam birligi- ekosistem gesitliligi)

kapsayarak tanimlamakta ve degerlendirmektedir.

Biyogesitlilik, sadece ender, tehdit ya da tehlike altinda oldugunu varsaydigimiz tiirleri
degil, ayn1 zamanda da insanlardan mikroplar, mantarlar ve omurgasizlar gibi hakkinda
pek az bilgi sahibi oldugumuz organizmalara degin her canliy1 kapsamaktadir.

Ulkemizin konumu biiyiik &lgekte dnemli bir biyogesitlilige ev sahipligi yapmakta
oldugunu aciklamaktadir. Tiirkiye bulunan ¢ok sayida endemik bitki ve hayvan tiirii
sayesinde de gen havuzu bakimindan oldukga biiylik stratejik 6neme sahiptir. Tiirkiye,
Avrupa kitasindan daha fazla tiir cesitliligine ve endemizme sahip bir iilkedir. Ulkemizde
11 bine yakin bitki tiiriine ve cesitliligine sahip olmasiyla en zengin {i¢ bolgenin

kesisiminde yer almaktadir.

Biyogesitliligin bir pargast olarak biz insanlar da neslimizin devamlilig1 i¢in dogay1
korumamizi gerektiginin bilincinde olmaliyiz. 80'li yillarin baglarinda temeli atilmis olan
Koruma Biyolojisi, ¢esitli bilim dallariyla birlikte multidisipliner bir ¢alisma
perspektifiyle biyocesitliligi inceleyen, belgelenmesi ve korunmasina iligkin her tiirli
faaliyeti ele alan bir bilim dali olarak gelisme gostermistir. Koruma biyolojisi,
biyocesitliligin beseri faaliyetler sonucunda olusan ve olusmakta olan tehlikeleri belirler
ve biyogesitliligi korumak ve onarmak amaciyla yontemler gelistirir. Ender tiirlerin ve
ozellikle de bu tiirlerin yagam alanlar1 (habitat) ile beraber korunmasi i¢in programlar
gelistirilmesini ve yerli halkin uzlasmasiyla programlara katilimi saglamaya yonelik
caligmalar yiiriitmektedir. Nesli yok olma tehlikesi altinda olan ¢ok sayida tiir yasam
alanlarmin tahribati, asir1 avlanma ve gereginden fazla tiikketim sebebiyle ani yok

oluslarla kars1 karsiya kalmaktadir.



IUCN (Diinya Doga ve Dogal Kaynaklar1 Koruma Birligi), tanimlanmus tiirlerin kabaca
yiizde 3"linii degerlendirmis ve diinya ¢apinda 16 bin 928 tiirlin neslinin tiikkenme tehdidi
altinda oldugunu belirlemistir. Net olarak bildigimiz tek sey ise; onlimiizdeki yillarda,
binlerce tiiriin sonsuza dek ortadan kaybolma riskiyle kars1 karsiya olmasidir.

Ozetle bahsedilen bu etkiler ile giin gectikge Diinya ve Tiirkiye Biyogesitliligini tehlike
altina almaktadir ve diinya iizerinde pek ¢ok canlinin yok olus siireci baslamaktadir.
Ulkemizde cevre kirliligi, ticari amagl bilingsiz toplanma, yanlis zirai ilag kullanimi,
ekolojik ve ekonomik bakimdan iilkemiz i¢in 6nemli katkilari bulunan amfibi tiirlerinde
azalmaya neden olmaktadir. Diinya saglik orgiiti (WHO) tarafindan yapilan bir
aciklamada Yaban Hayat Hastaliklar1 Listesi (WLDL)'de amfibi tiirlerinin yok olmasina
sebep olan iki onemli patojen; Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) fungusu ve
Ranaviriis (Iridoviridae) hakkinda yeterli donanimda bilgi ve aciklayici arastirma verisi

bulunmamaktadir.

Amfibi  patojeni olarak bilinen  Batrachochytrium  mdedrobatidisu  (Bd),
chytridiomycosis adi verilen bulasici bir hastaliga neden olur. Birgok amfibi tiiriinii
etkileyen bu patojen, ilk olarak Giiney Yarimkiire'de ortaya ¢ikan ve kiiresel ticaret
yollariyla yayilan istilact bir mantardir. iklim degisikligi Kuzey Yarimkiire'de
yayilmasini hizlandiriyor. Diinya ¢apinda 200'den fazla amfibi, patojenlerin etkisi
altindadir ve bu tiirlin azalma riski altinda oldugu bilinmektedir.1998 yilinda Berger ve
arkadaglar tarafindan yapilan bir arastirmada diinya genelinde amfibi tiirlerinde kiitlesel
toplu 6liimlere sebep oldugu bilinen s6z konusu patojen fungusu ilk olarak Panama ve
Avusturalya'’da amfibi tiirlerindeki ani azalisin sebebi olarak gosterilmistir. Ayni
arastirmada patojenin kokeninin Giiney Afrika Cape Town Miizesi'ndeki (SAMZR) 1938

yili kayitl Xenopus leavis drnekleri incelenerek anlasiimistir (Weldon, 2014).

Cesitli arastirmalar sonucu patojenin basta iklim degisikligi olmak iizere global ticaret
yollart ile yayildigi, Afrika, Giiney Amerika, Kuzey Amerika, Avrupa, Asya ve Yeni
Zelanda'da 287 amfibi tiirtinde ve 25 familyasinda B. Dendrobatidis tespit edilmistir
(Bosch, 2007; Krigger, 2009).



Diinya Saglik Orgiitiiniin Yaban Hayat Organizasyonu (Worlds Organisation for Animal
Health) tarafindan 2008 yilinda Yaban Hayat Hastaliklar1 Listesine (WLDL) gosterilen,
yiikksek Olim riski tasiyan salgin hastaliklar grubunda anilan ranaviral hastaliklar
bulastiran, Ranaviriis tiirleri, Iridoviridae familyasina dahildir. Ranaviriisler siiriingenler
ve baliklar tizerinde de amfibilerde oldugu gibi sistemik enfeksiyonlara ve liimlere sebep
olmaktadir. Kurbaga viriis-3 [Frog viriis (FV-3)], Bohle viriis (BIV), Epizootic
haematopoietic necrosis viriis (EHNV) tiirleri de amfibiler {izerinde viral hastaliklara
sebep olmaktadir. Bahsi gegen viriis tiirlerinin en 6nemli 6zelligi genomunda major

capsid proteini (MCP) bulundurmalaridir.



2. LITERATUR BIiLGILERI

2.1. Ranavirus

Rana, 1960'larda Kuzey leopar kurbagasindan (Lithobates pipiens) bir Ranaviriisiin ilk
izolasyonunu yansitan Latince "kurbaga" kelimesinden tiiretilmistir. Ranavirus,
Iridoviridae ailesindeki bir viriis cinsidir. Cins asagidaki tiirleri igerir, bunlar; Ambystoma
tigrinum virilisli, Ortak Ebe Kurbaga Viriisii, Epizootik Hematopoietik Nekroz Viriisi,
Avrupa Kuzey Atlantik Ranaviriisii, Kurbaga Viriisii 3, Santee-Cooper Ranaviriisi,

Singapur Orfoz Iridoviriis olarak tanimlanmustir.

Iridoviridae familyasi, Chloriridovirus, Iridovirus, Lymphocystivirus, Megalocytivirus
ve Ranavirus olmak iizere yedi cinse ayrilmaktadir. Ranavirus cinsindeki amfibileri
enfekte ettigi bilinen ¢ virls icermektedir (Ambystoma tigrinum virtisii (ATV), Bohle
iridovirus (BIV) ve kurbaga viriisii 3). Iridoviridae ailesi i¢inden Ranavirus, amfibi ve
stiriingenler lizerinde bulasici etkisi olan virilislerden sadece bir tanesini olusturmaktadir.
Bu familya igerisinde, Lymphocystivirus ve Megalocytivirus ile birlikte teleost baliklar
enfekte eden ii¢ ayri cinsten bir tanesini ifade etmektedir. Iridoviridae familyasi
Ranavirtisler beraberindeki 4 genus igermektedir; Iridovirus, Chloriridovirus,

Lymphocystivirus ve Megalocytivirus (Janccouich, 2001).

Ranaviriislerin bilinen 6 tiirii bulunmaktadir, Ambystoma tigrinum viriis (ATV), Bohle
iridoviriis (BIV), Epizootic haematopoiteic necrosis viriis (EHNV), European catfish
viriis (ECV), Frog viriis 3 (FV-3) ve Santee-Cooper ranaviriis (SCRV) uluslararasi viriis
taksonomi toplulugu (ICTV) tarafinca izolatlar olarak bildirilmistir. Ranavirisler,
Megalocytiviriislerin de oldugu gibi, bircok cesitli vahsi ve kiiltiirlii tatli ve tuzlu su
baliklarinda sistemik enfeksiyonlara neden olan yakin iliskili dSDNA viriislerinin
gelismekte olan bir grubu olarak bilinmektedir. Megalocytiviriislerin de oldugu gibi,
Ranaviriis salginlar1 bu ylizden su irlinleri yetistiriciliginde énemli ekonomik 6neme
sahiptir, ¢linkii epizootikler orta derecede balik kaybina veya kiiltiir baliklarinda kitlesel
6lim olaylarina sebep olabilmektedir. Bunun yani sira, Megalocytiviruses'den farkli
olarak, amfibilerde tespit edilen Ranaviriis enfeksiyonlari, amfibi popiilasyonlari

tizerinde gozlenen kiiresel yok olusa sebep bulunan bi diger faktor olarak gosterilmistir.
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Ranaviriislerin bulasmasinin, kontamine toprak, dogrudan temas, su yoluyla maruz kalma
ve predasyon, nekrofaji veya yamyamlik sirasinda enfekte olmus dokularin yutulmasi
dahil olmak tizere bircok yolla gergeklestigi diisiiniilmektedir. Ranaviriisler, su
ortamlarinda nispeten stabildir ve konak¢1 organizmanin disinda birkag hafta veya daha

uzun siire devam eder.

Asya, Avrupa, Kuzey Amerika ve Giliney Amerika'da Ranaviriisiin sebep oldugu amfibi
toplu olimleri rapor edilmistir. Ranaviriisler, Avustralya'daki vahsi amfibi

popiilasyonlarindan izole edilmistir, ancak bu kitada toplu 6liimle iliskilendirilmemistir.

Ranaviriis Diger Konaklar;

Yesil pitonlar (Chondropython viridis)

Birman yildiz kaplumbagalari (Geochelone platynota)
Leopar kaplumbagasi (Geochelone pardalis)

Gopher kaplumbagalar1 (Gopherus polyphemus)

Dag kertenkelesi (Lacerta monticola)

Dogu kutu kaplumbagalari1 (Terrapene carolina carolina)
Florida kutu kaplumbagalari (Terrapene carolina bauri)
Bati siislii kutu kaplumbagalar1 (Terrapene ornata)
Mahmuzlu kaplumbaga (Testudo graeca)

Hermann'in kaplumbagalar1 (Testudo hermanni)

Misir kaplumbagalari (Testudo kleinmanni)

Rus kaplumbagalar1 (Testudo horsfieldii)

Marjinal kaplumbagalar (Testudo marginata)

Kirmiz1 kulakli siirgiiler (Trachemys scripta elegans)
Ortak kapan kaplumbagalari1 (Chelydra serpentina)

Cin yumusak kabuklu kaplumbagalar1 (Pelodiscus sinensis)
Yaygin diiz kuyruklu geko (Uroplatus fimbriatus)

Dogu Cit Kertenkelesi (Sceloporus undulatus)



2.1.1. Ranaviriis Virion Yapilar: ve Sitopatolojileri

Iridoviridae familyasina ait tyeler biyik, ¢ift iplikli DNA viriisleri olarak
tamimlanmaktadirlar. Virionlar genelde 120-200 nm g¢apinda olduklar1 bilinen
ikozohedral simetri gostermaleriyle tanimlanan tiyelerdir (Chinchar, 2002). Virionun
cekirdegi, tanimlayict kapsomerin bir kapsid bileseni ve transmembran proteinlerini
barindiran lipid zar tarafindan sarilmis olan niikloprotein flamenlerit igermektedir
(Jancovich, 2011). Virion konak hiicre zarindan tomurcuklanma yoluyla bir zar ile
cevrilmektedirler. Zarfl1 virionlar ise yiiksek seviye 6zgiil enfeksiyon potansiyeline sahip
olmalarma kragmen gerek zarfli gerek ise zarfsiz virionlarin her ikisi de enfeksiyonel

ozelliktedir (Braunwald, 1979).
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Sekil 2.1: Zarfl1 ve zarfsiz ranaviriis virion yapisi (Holopainen ve Toivonen, 2012).

Amfibi tiirlerinin yani sira ranaviriislerin in-vitro ortamda baliklar, kurbagalar ve
memelilerin hiicrelerini bulunduran omurgalilarda biiyiik 6lgekli varyasyon igerisinde
enfeksiyonodz yetenek gosterebildigi bildirilmistir (Jancovich, 2011). Viriislerin heniiz
tanimlanamayan reseptor vasitasi ile hiicrelere iki farkli yoldan birisiyle girmeyi

basardiklar1 bilinmektedir; endositoz ile zar pargaciklar1 veya yalnizca goriiniimiinii
6



hiicreler i¢ine aktarma yolu ile (zarfsiz partikiiller.) konak canliyr enfekte etmektedir
(Chinchar, 2002). Zarfsiz giris sonrasindaki sathada DNA niikleusa aktarilmakta ve
burada immediate early (IE) ve delayed early (DE) viral transkriptler hiicresel RNA polll
vasitasiyla sentezlenmektedir (Goorha vd., 1978; Goorha, 1982). Transkriplerden biri
olan viral DNA polimeraz, ¢ekirdek icinde viral DNA sentezini katalize etmektedir
(Goorha, 1982; Chinchar, 2002 ). Viral DNA replikasyonun ikinci faz ise sitoplazmada
gerceklesmektedir. Yeni sentezlenen DNA buradan taginirak, on genomdan daha biiyiik
boyuttaki konsatamerik esit parcali yapilara rekombine edilmektedir (Goorha, 1982). Geg
donem viral mRNA transkripsiyonu ya sitoplazmada gergeklesir yahut viral toplanma
bolgelerinde olur. Diger DNA viriisleriyle beraber tiim ge¢ donem gen ekspiresyonu viral
DNA sentezine ihtiya¢ duymaktadir (Chinchar, 2002). Translasyon sonrasinda tiretimi ne
genis Ol¢iide glikozilasyon ne de siilfatilizasyon ya da tespit edilmis olan Ranavirlis ve
primer proteinlerin ayrilmas: gerektirmektedir (Chinchar vd., 2005). Ranaviriis
DNA'sinda CpG gen adaciklari iizerinde yiiksek seviyede metilenmis “C” belirlenmistir
(Willis ve Granoff, 1980; Eaton vd., 2007). Viral DNA sitoplazmada viriis tarafindan
kodlanan sitozin DNA metil transferaz enzimi ile metillenmektedir (Willis vd., 1984).

Viral DNA metil transferaz enzimi FV-3 ve diger iridoviriisleriye molekiiler 6l¢ekte
karakterize olmustur (Kaur, 1995; Mao, 1996). Metilasyonun, viral DNA'y1 viriis
tarafindan kodlanmis olan endoniikleazlardan korudugu fikri 6ne siiriilmiistiir (Goorha,
1984). Ranaviriis familyasina ait olan Singapore Grouper Iridovirus (SGIV) DNA metil
transferaz enzimi igcermemektedir (Song, 2004). Bu durum viral DNA metilasyonunun
ayrt bir gorevinin oldugunu gostermektedir. Metillenmemis CpG adalar1 ihtiva eden
bakteriyel DNA, dogustan gelmis olan bagisiklik diizeyinde reseptdr 9 (TLR9) aracisi
gibi ¢alistig1 gozler oniine serilmektedir (Bauer, 2001). Bu durum gostermektektedir ki
Ranavirtisler kendi genomlarina konak bagisiklik sistemini baskilayabilmek adina
metilleyebilirler (Williams, 2005). Virionun hiicre igine girisinden sonra viral proteinlerin
giris bolgelerinde transfer olmasi ve konsametrik viral DNA'nin belirli mekanizmalar
sayesinde virionlar igerisinde paketlendigi bildirilmistir. Bu sayede ise halkasal

permute soylar ve terminal yedek genomlar olusmaktadir (Chinchar, 2002).



Virionlar hiicreden dogruca plazma zarina zarf pargalariyla yahut sitoplazma igerisinde
genis bir parakristalin dizisi formunda depolandiktan sonra tomurcuklanma suretiyle
ayrilmaktadir (Chinchar, 2002). Konak canlinin igerisinde ranaviriisler hematopoetik
doku ve organlar enfekte eder. Ornek olarak; bdbrek, karaciger, dalak, gastrointestinal
sistem gibi kanamalarin yani sira bolgesel yahut genel nekrozise neden olur (Reddacliff
ve Whittington, 1996; Williams, 2005). Semptomlar ise kanamalar, deride kararmalar,
diizensiz yiizme, istahsizlik, ilgisizlik ve diizen bozuklugu seklinde tanimlanmistir
(Langdon, 1989; Ogawa, 1990; Williams, 2005). Balik enfeksiyonlarinda viral
pargaciklarinin ise i¢ organlar1 endotelyal, epitelyal ve beyaz kan hiicrelerinin

sitoplazmasinda tespit edilebilecegi bildirilmistir (Ahne, 1997).

Iridoviridae ailesi dogrusal ¢ift sarmal iceren DNA genomu ihtiva eden biiyiik bir viriis
(~120-200 nm) oldugu bilinmektedir. Iridoviridae familyasi {iyelerinin genomik boyutu
Chilo yanardoner viriisii i¢in 211 ORF'yi kodlayan kurbaga viriisii 3 ila 212,482 bazlarin
kodlayan 97 agik okunur karesini (ORF'ler) kodlayan 105,903 baz arasinda yer

almaktadir.

Iridoviridae familyasi bes cinse boliinmiistiir: Chloriridovirus, Iridovirus, Lenfosistiviris,
Megalositiviriis ve Ranaviriis. Iridoviriislerin, omurgasizlar1 ve amfibi, siiriingenleri ve
baliklart iceren poikilothermic omurgalilarini enfekte ettigi bulunmustur. Boylesine farkli

bir dizi konukg¢uyla, farkli cinsler arasinda gen igeriginde biiyiik gesitlilik vardir.

[ridoviriislerin kdkenini daha iyi anlayabilmek igin, bireysel iridoviriisler arasindaki
filogenetik iliski arastirilmistir ve ailenin tiim iyeleri tarafindan paylasilan genlerin
cekirdek seti tanimlanmistir. Iridoviridae arasindaki evrimsel iliskiyi daha fazla
arastirmak igin aile tekrarlayan dizileriyle tanimlanmakta ve karsilastiritlmaktadir. Her bir
genomun gelecekteki viriis tanimlamasinda kullanilabilecek bir dizi benzersiz tekrar eden
dizi igerigi bulunmustur. Birden ¢ok virliste ortak tekrarlar tanimlanmis ve bu tekrarlar
arasinda kopya sayisindaki degisiklikler, yakin iligkili viriis nesilleri arasindaki ayrimi

yapabilmek adina baside indirgenmis bir yontem saglayabilecektir.



Iridoviriisler, enfekte olmus olan hiicreler icinde sitoplazmada ¢ogalmakta olan biiyiik
cift sarmalli DNA viriisleri olarak tanimlanmaktadir (-120- 200 nm). Bunlar ayrica bir
ikosahedral kapsid ile karakterize edilmektedirler (102 'den 212 kbp). iridoviriisler, ¢esitli
omurgalilara (Ranavirus, Megalocytivirus, Lenfosistiviriis) ve omurgasizlara (Iridoviriis,
Chloriridoviriis) ev sahipligi yapan bes cinse boliinmistir ve spesifik olarak,
iridovirtislerin baliklari, amfibi, siirlingenleri, kabuklulari, yumusakgalar1 ve bocekleri
enfekte ettigi bildirilmistir. Reseptor araciligiyla endositoz yolundan iridoviriislerin
baglanma ve girigini takip eden safhada, viriis partikiilleri kaplanmamig ve DNA
replikasyonunun ilk asamasinin viriis kodlu DNA polimerazi vasitasiyla gergeklesecegi
cekirdege aktarilmaktadir. Viral DNA ise sonrasinda, DNA konstemerlerinin
olusumunun gerceklecegi DNA replikasyonunun ikinci safhasi igin ¢ekirdekten
sitoplazmaya ¢ikmaktadir. iridoviriisler dkaryotik viriis genomlar1 arasinda benzersiz bir
yapiya sahiptir, ¢tinkii hem dairesel olarak gecirgen hem de terminal olarak fazlalik olarak

tanimlanmaktadirlar.

Iridoviriis enfeksiyonlarinin klinik bulgular: tiirler arasindaki biiyiik farkliliklar:
gostermektedir ve gozlemlenebilmekte ve semptomlar yok oluslardan oliime kadar
degisebilmektedir. Baz1 iridoviriis familya iiyelerine bagl olarak yiiksek morbidite ve
mortalite, 6zellikle suda yasayan organizmalarda yiiksek ekolojik ve ekonomik 6nemini
gostermistir. Diinyadaki c¢esitli tiirlerden yeni iridoviriis benzeri viriislerin stirekli
izolasyonu ile birlikte, iridoviriis patogenezinin daha iyi anlagilmasi sarttir. Kiiresel
Ol¢ekte amfibi popiilasyonlarinin azaligina ve balik 6liimlerinden sorumlu olan patojen
biiyiik dl¢lide rapor edilmistir ve kirmizi bacak olarak adlandirilan ‘red-leg' hastaliginin

etken patojenleri oldugu bildirilmistir. (Chinchar, 2002).



Ranaviruses (fantily Iridoviridae)

Sekil 2.2: Ranaviriislerin replikasyon dongiisii 6zeti Chinchar (2002)

Ranavirus cinsinin tyeleri, ekonomik ve ekolojik agidan ©nemli soguk kanli
omurgalilarin major patojenleri olarak kabul edilmistir. Ornegin, ranaviriisler (RV'ler)
Kuzey Amerika'daki, Asya'da, Avustralya'da ve Birlesik Krallik'ta amfibilerden izole
edilmistir. Aslinda, ranaviriisler simdi ortaya ¢ikan bulasici hastaliklarin etkenleri olarak

kabul edilir. RV'lere ilgi arttik¢a, tamamen siralanan ranaviriislerin sayisi da artmistir.
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Bu kurbaga virtistii 3 (FV3), genus tiir viriis Ranavirus ; kaplan kurbaga virtisii (TFV),
Asya'daki kurbagalardan izole edilen FV3 ile yakindan iliskili bir RV; ve Kuzey
Amerika'da semender Sliimleriyle iligkili bir RV olan Ambystoma Tigrinum Viriisii
(ATV). Ranavirus cinsinin iiyeleri olan iki gruplayici iridoviriis Gruplayici Iridoviriis
(GIV) ve Singapur Gruplayici Iridoviriisii (SGIV) yakin zamanda sekanslanmistir. Ek
olarak, el yazmasinin hazirlanmasi sirasinda, yumusak kabuklu kaplumbaga

ranavirtstiniin (STIV) genomik dizisi mevcuttur.

Ranaviriis genomik sekanslarinin karsilastirilmasiyla elde edilen bilgiler RV evrim
tarihine iliskin i¢g6ri sunar, ¢ekirdek gen gruplarini tanimlar ve viral immiin kagirma ve
patogenezden sorumlu genlere i¢gdrii saglar. Onceki ¢aligmalar RV izolatlarmin spor
balik¢iligt icin yem olarak kullanilan enfekte semenderlerde biiyiikk mesafelerde yer
degistirebilecegini gostermistir. Giiney Arizona sinirindan Kanada'ya uzanan semender
RV izolatlarindan Kanada'ya kadar olan ana kapsid protein (MCP) dizilerini diger RV
MCP dizilerine karsilastirmak i¢in filogenetik analiz kullanilmistir. Veriler, semender RV
izolatlarmin, FV3 gibi diger amfibi (kurbaga) RV izolatlarindan ziyade, Epizootik
Hematopoetik Nekroz Viriisii (EHNV) gibi balik RV izolatlar1 ile daha yakindan iliskili
oldugunu gostermektedir. ATV'nin genomik dizisini FV3 ve TFV'ninkiyle karsilastiran
nokta grafigi analizi iki ana genomik inversiyon goéstermistir, FV3 ve TFV genomlart ise
tam bir eszamanlilik gostermistir. Bu veriler, viriis evrim tarihinin bir noktasinda,
atalariin viriisi, semender viriisii ve kurbaga viriisii soylarina dagilmis oldugunu
gosterir. Sapma aninda veya sonrasinda soylardan birinde genomik bir yeniden

diizenleme meydana gelmistir.

Konakgiya ozgii evrim olusumunun gergeklesmesinin gozlemlenmesiyle, izolatlar
arasinda capraz gecisi siirlandirarak kurbaga RV'lerinin, semenderlerin laboratuvar
enfeksiyonu sirasinda hastaliga sebep olmayacagi ve ayrica ayni bicimde kurbagalar
enfekte eden bu Ranaviruslerin semenderleri de enfekte etmeyecegi anlasilmistir.
Salamander RV izolatlarmin laboratuarda enfekte olmus kurbagalardan izole
edilebilecedi veya tespit edilebildigine ve bir patojen konak kaymasinin bu patojenlerin
hareketinin bir sonucu olduguna dair bazi kanitlar bulunmaktadir. Bu yilizden , ¢evrede
hareket halinde olan RV'lerin ekolojik ve ekonomik sonuglari, yine bu patojenler ile yeni

amfibi, balik veya siiriingen popiilasyonlarini etkileme ve yok etme potansiyeli
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bulunmaktadir. RV'lerin genetik belirleyicilerinin daha eksiksiz sekilde anlasilmast i¢in

gelecekteki iletim olaylarinin tahmin edilmesine 11k tutacaktir.

Serolojik ¢alismalar ve arastirmalar sonu¢ olarak redfin levrek ve gokkusagi
alabaliklarin da EHNV'nin tasiyicilart olabilecegini gostermektedir. Viris, klinik
hastalik belirtileri gostermeyen hayvanlardan yeniden izole edilmistir ve bu, EHNV'nin
zayif konakg1 poplilasyonlarina translokasyonu ve yerlestirilmesi i¢in ihtimal dahilinde
aracilik yapmalarini saglamistir. Onveriler ve yaymlanmamis veriler Avustralya
kurbagalarinin ya da baston kurbagasi Bufo marinus'un ip asilandigini gostermistir
EHNYV ile serokonversiyona neden olmaktadir fakat klinik hastalik belirtisi olmadigin

gostermektedir.

EHNV Kuzey Amerika'da bulunan balik popiilasyonlarinda tanimlanmamasina karsin,
patojenin hayvanlarin gida, yem veya bilimsel amaglarla hareketi yoluyla yer
degistirmesi, boylece naif balik popiilasyonlarini enfekte etmesi ve potansiyel olarak yok
etmesi olasidir. EHNV'nin neden oldugu hastalik Diinya Hayvan Saghg: Orgiitii (Office
International Epizootics [OIE]) tarafindan finfish 6liimlerinin baslica nedeni olarak kabul
edilmektedir. Ek olarak hem baliklarda bir EHNV hastaligi hem de amfibiyanlarda bir
ranaviriis enfeksiyonu, OIE'ye bildirilebilir hastaliklardir. 1986'da Avustralya'da
EHNV'ye bagl hastaligin taninmasindan bu yana, ¢iftlik baliklarinda benzer sistemik
nekrotizan iridoviriis sendromlar1 bildirilmistir. EHNV bir RV olarak siniflandirilmis olsa
da bu balik patojeni ve amfibi RV'leri arasindaki iligski daha anlagilamamistir. Bu yiizden,
RV izolatlar1 arasindaki iligkileri daha iyi anlayabilmek admna, EHNV genomik
DNA'sinin tam dizisi belirlenmistir. EHNV genomunun 6zellikleri, diger iridoviriislerle

iliskisi ve RV evrimiyle ilgili goriisleri bu ¢caligmanin odak noktasini olugturmaktadir.
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Cizelge 2.1: Iridoviridae. Iridoviridae familyasinm &zellikleri.

Karakteristik | Aciklama
o Kurbaga virtisti 3 (AY548484), tiirler Kurbaga viriisii 3, cins
Tipik iiye -
Ranavirus
.. Tipik olarak 150-200 nm (zarflanmamis); kapsid'in ana bileseni, 48
Viriyon - L
kDa major kapsid proteinidir
92-211 varsayilan proteinleri kodlayan dogrusal, ¢ift sarmalli DNA,
Genom 103-220 kbp;genom dairesel olarak gegirilir ve terminal olarak
fazlalik kalir
[lk asamada DNA sentezi ve erken transkripsiyon cekirdekte
gerceklesir; daha sonra DNA  konatemer olusumu ve geg
Kopya L . . L .
transkripsiyon sitoplazmada gergeklesir; virion morfogenezi
sitoplazmik montaj bolgelerinde gerceklesir
Ceviri Dogrudan kapakli, poliadenile edilmemis mRNA'lardan
Ana Alt familya Alphairidovirinae, tiyeler amfibi, balik ve siirtingenleri
bilgisayar enfekte eder; alt familya Betairidovirinae, tliyeler ¢ogunlukla bocek
araligi ve kabuklulari enfekte eder.
Taksonomi Iki alt aile arasinda boliinmiis bes cins

Viriisler, sirayla bir i¢ sinirlayict membran, bir viral kapsid ile ¢cevrelenmis merkezi bir

DNA / protein ¢ekirdeginden ve plazma zarindan tomurcuklanan parcaciklar halinde, bir

dis viral zarftan olusmaktadir. SDS-PAGE analizi, yaklasik 30 virion iligkili proteinin

varligint gosterirken, proteomik analizler daha yiiksek rakamlar ortaya koymaktadir

(Wong ve digerleri, 2011, Ince ve digerleri, 2015). Ana kapsid proteini gibi virion ile

iligkili baz1 proteinler, partikiiliin yapisal elemanlarini icermesine ragmen,
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digerleri Katalitik veya diizenleyici rollere, 6rnegin hemen erken transkripsiyonun
virionla iligkili transaktivatoriine hizmet etmektedir. Viral kapsidler ikosahedral simetri
gosterir ve genellikle 120-200 nm ¢apindadir, ancak 350 nm'ye kadar degisiklik

gostermektedir (6rn., Lenfosistiviriis cinsi ).

Virion ¢ekirdegi elektron yogundur ve bir ikosahedral kapsid i¢ine alinmis bir DNA-
protein filamentinden olusmustur. Her virion, 12 = pentasimetron ve bir icosahedral
icinde diizenlenmis 20 trisimetrondan olusur; Her iki yap1 tipinde, dominant olarak, ana
kapsid proteininden (MCP) olusan viryon basma toplam 1.460 toplam alti degerli
kapsomer icerir. Her alt1 degerli kapsiil, dis ylizeyde kovalent olmayan bir MCP trimeri
ve i¢ yiizeydeki distilfir baglar1 ile baglanmis ikinci bir MCP trimeri tarafindan
olusturulur. Ek olarak, her bir pentasimetron, her virionda toplam 12 olmak tizere, her bir
pentasimetronun tepe noktasinda, merkezinde, 30 hekzavalent (trimerik) kapsomer ve tek
bir pentavalent kapsiil icerir. Kapsid kabugunda ve i¢ lipid membrani ile birlikte birkag
protein tanmimlanmistir (Yan vd., 2009). Bunlara zip monomerleri ve dimerleri,
parmak proteinleri ve c¢apa proteinleri denilmistir. Fermuar dimerleri, trimer
kapsomerlerini bitisik trisimetronlarin kenarlar1 boyunca baglayan bir tokanin iki yarisi
goriinimiindedir ve zip monomerlerinin  trisimetron  kapsomerlerini  komsu
pentasimetronlarinkilerle birlestirmede rol aldig goriilmektedir. Ug adet ige doniik dokuz
parmak proteini kiimesi, kapsiilleyicileri her trisimetronun kenarlar1 boyunca baglar. Son
olarak ise bir ankraj proteini, pentavalent vertex'ten iki kapsomer mesafede, her
pentasimetronu lipit membran ile birlestirir. Diger transmembran proteinleri mevcuttur,
ancak partikiil simetrisine gore degismeyen konumu nedeniyle goriintii rekonstriiksiyonu
caligmalarinda sadece ankraj proteini gorsellestirilebilir. Referans olarak MCP

kullanilarak yapilan boyut tahminleri, 11,9,19 molekiiler kiitleleri gostermektedir.

Iridovirus, Chloriridovirus ve Lymphocystivirus cinslerinin tiyeleri arasinda, kapsidin dis
yiizeyi, esnek fibriller veya liflerle kaplanir ( Sekil 2B. Iridoviridae ). Geleneksel EM
calismalari, bu fibrillerin genellikle olduk¢a kisa oldugunu (yaklastk 2.5 nm
uzunlugunda) ve terminal digmelerine sahip olabilecegini, ancak IIV6'da 2 nm
genisliginde ve yaklagik 35 nm uzunlugunda tek bir fibrilin her trimerik kapsiiliin

ortasindan disar1 uzandigin1 gostermektedir. Fibrillerin roli bilinmemektedir. Lifler
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ranaviriisler veya megalositiriviriisler arasinda bildirilmemistir. Iridoviridler, konak
hiicre zar1 boyunca tomurcuklanarak bir zarf alabilir. Zarf, viryonlarin spesifik
enfektivitesini arttirir, ancak yalin partikiiller de enfeksiy6z oldugu i¢in enfektivite i¢in

gerekliolmadigi bilinmektedir.

2.1.2. Ranaviriislerin Genomik Ozellikleri

Ranaviriis tek-dogrusal ve ikili zincir igeren DNA genomuna sahiptir. Biitiin bir genom
sekans1 7 ranaviriis izolat1 ile tanimlanmistir. Izolatlar FV-3 (Tan, 2004), EHNV
(Janchovich, 2010), ATV (Jancovich, 2003), Tiger Frog Viriis TFV (He, 2002), Soft-
Shelled Turtle Iridovirus STIV (Huang, 2009), Grouper Iridovirus GIV (Tsai, 2005) ve
Singapore grouper Iriduvirus SGIV (Song, 2004), EHNV, SGIV ve GIV orijinal olarak
baliklardan izole edilmistir. FV3, ATV ve TFV amfibilerden, STIV ise reptil ile orjinlidir.
Bu izolatlarin genomlarinin uzunlugu 105-140 kbp arasinda farklilik gésterebilmektedir.
GC igerigi %48-55 ve potansiyel agik okuma uglarinin sayisi (ORF) 92-139 arasinda yer
aldig1 bilinmektedir. izolatlarm ORF'leri 32 ila 1300 aminoasite kadar biiyiikliigiiniin
degistigi  bilinmektedir. DNA  replikasyonu  sirasinda, DNA  tamirinde,
transkripsiyonunda niikleotit metabolizmasinda, virion yapisinda, viriis konak
etkilesimlerinde rol oynayan proteinleri kodlamaktadirlar. Genomlarin hepsi tekrarlayan
sekanslar  barindirmaktadir.  Bahsedilen  sekanslarin  gen  regiilasyonunda,
transkripsiyonunda ve viriislerin protein fonksiyonlarinda gorev aldigr diislintilmektedir
(Kashi ve King, 2006). Ayrica kodlanamayan RNA'lar 6rnek olarak mikro RNA'lar
(miRNAs) STIV genomu iginde tanimlanmistir (Huang, 2009).

Memeli viriislerinde miRNA'lar konak immiin sistemlerin cevabi, apoptozis viral yasam
dongiisiinli ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi sirasinda olusturulan enfeksiyonlarda
gorev almaktadir (Nair ve Zauolan 2006; Cullen, 2007). Ranaviriis vironunun temel
yapisal bilesimi MCP proteinidir. MCP'lerin biyiikliigi tipik olarak

50 kDa ile total virion proteinlerinin %40-45 ini olusturmaktadir (Williams, 1996). MCP
geni familya i¢inde yiiksek seviyede korunmustur ve bu aminoasit sekans kimligini diger
viral familya ile paylasirlar. Ornegin; Asfarviridae, Ascoviridae ve Phycodnaviridae

(Tidona, 1998; Chinchar 2005). MCP iridoviriuslerin en ¢ok
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caligilan genlerinden biridir ve bu gen viral gelisimi saptanmasinda en uygun hedef gen
olarak kabul edilir (Tidona, 1998). Tiim genom sekanslarin filogenetik analizlerine
bagh olarak EHNV, ATV, FV3, STIV ve TFV birbirleri ile yakin iliskilidirler ve
iridoviruslerden GIV ile SGIV'den ayr1 gruplar1 olustumaktadir (Eaton, 2007; Huang,
2009; Jancovich, 2010).

Cizelge 2.2: Ranaviriislerdeki kodlanan protein 6rnekleri ve onlarin tahmin edilen
gorevleri (He, 2002; Tsai, 2005; Huang, 2009; Jancovich, 2010).

Fonksiyon Protein

DNA replikasyonu ve tamiri  DNA polymerase
Thymidine kinase

NTPase/helicase

DNA transkripsiyonu RNA polymerase 11
Transcription elongation factor 1S

Ribonuclease 111 (RNase I11)

Nukleotid metabolizmast Ribonucleotide reductase and subunit

(RNR and Thymidylate synthase (TS) Deoxyuridine
trisphosphate nucleotidohydrolase (dUTPase)

Protein yapisi Major capsid protein (MCP)

Viriis konak etkilesimi 3-Beta-hydroxy-delta 5-C27 Steroid
oxidoreductase-like protein

Bcl-2-like protein
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2.1.3 Ranaviriislerin Fizikokimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Mol virionlar wt 1,05-2,75 x 10 9 (S sedimentasyon katsayisina sahip 20 w, 2020- 4460S
arasinda) ve 1,26-1,60 g cm bir yogunluk -3. Viriisler, uzun siire 4 © C'de suda stabildir.
Iridovirids pH <3.0 ve> 11.0 ile 10 mertebesinde UV 1sinimina maruz birakilarak etkisiz
hale 3 uWs /cm 2. Viriisler> 55 © C'de 30 dakika i¢inde inaktive edilir. Bazi ranaviriisler
kuruduktan sonra bulagici kalir, 6rnegin; Bohle iridoviriis (BIV), 42°C'ye kadar olan

sicakliklarda 6 hafta siireyle kurumaya devam ederken, digerleri kurutmaya duyarlidir.

2.1.4. Ranaviriislerin Niikleik Asit Ozellikleri

Viriisler hem benzersiz hem de terminal olarak gereksiz sekanslar iceren bir deger olan
140-303 kbp'lik tek bir dogrusal ¢ift sarmalli DNA molekiiliinii igerir. Bununla birlikte,
sadece benzersiz kismi goz Oniine alindiginda, genomlar, spesifik viral tiirlere bagh
olarak, 103 ila 220 kbp arasinda degismektedir. DNA parcacik agirliginin%12-16'sin1
olusturur ve G + C igerigi yaklasik% 27 ila% 55 arasindadir. Aile igindeki tiim virisler,
dairesel olarak izin verilen ve terminal olarak gereksiz olan genomlara sahiptir.
Omurgali iridoviriislerin  (alt familyas1 Alphairidovirinae) DNA's1, gruplayici
ranaviriisler GIV ve SGIV harig, yiiksek oranda metillenmis olup, omurgasiz
iridovirtislerin (alt familya Betairidovirinae genomlar1 iginde higbir metilasyonu
bulunamamistir). Tiim genomik dizilim, her cins i¢in mevcut olan temsili dizilim

bilgisine sahip ailenin 40'tan fazla iiyesi tarafindan bilinmektedir.
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Cizelge 2.3: Iridoviridae Iridovirus genom igerigi.

Alt aile Alphairidovirinae

Cins

Lymphocystiviru

Ranavirus

Tiirler

Lenfosist

hqsga{z%z

virusu

Kurbaga
Virtisii 3

Bohle
iridovirus

Ambystoma

tinriniim

VISt

Avrupa yayin
balig1 viriisii

Epizootik
hemapoietik

nekroz

VISt

Yaygin  ebe
kurbaga

VIristi

Santee-
Cooper

izolat1

lenfosit

hastalig1

(LCDV1)

kurbaga
viriisii 3
(FV3)

Bohle
iridovirus
(BIV)

Ambystoma
tigrinum
virlisi
(ATV)

Avrupa
yayin baligi
viriisii
(ECV)

epizootik

hemapoietik
nekroz

virisi
(EHNV)

ortak ebe

kurbaga

virasu

cipura

levrek  bas

18

Geno
m

(bp)

102653

105903

103531

106332

125549

127011

106878

ND 2

ORF'le
r

108

97

100

92

136

100

104

ND

GC
%

29

55

55

54

54

54

55

ND

Erisim
numarasi

L63545

AY54848
4

KX18515
6

AY15021
7

KT98988
5

FJ433873

JQ231222

DQ15994



(CMTV)

ranavirus virlsi 0
(LMBV)
Singapur Singapur AY52162
orfoz gruplayier 140131 139 49 5216
idoviriis iridoviriis 5
o (SGIV)
- bulasici
Enfeksiyoz dalak ve
dalak ve bbrek
Megalocytivirus ~ bobrek 111362 117 55 AF371960
nekroz
nekroz o
I"MSM virusu
& (ISKNV)

Alt aile Betairidovirinae

Geno N
Cins Tiirler izolat1 m ORF'le OGC Erisim
r Y0 numarasi
bp
omurgasizla
Omurgasizla 1
Iridovirus r yanardoner yanardoner 212482 211 29 AF303741
Viriisti 6 virtsi 6
(1ve)
Omurgasiz omurgasizla
yanardoéner N ND® ND ND  M33542
e yanardoner
virisi 1 o
viriisii 1
omurgasizla
Omurgasizla
Chloriridovirus 7 yanardner yanardéner 191132 126 48 5Q64339
Virtisti 3 virisu 3
(1v3)
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Largemouth bass viriisii, doktor balik virlisii ve lepistes viriisii 6 genom sekanslari
yayinlanmamistir, ancak 26 cekirdek protein geninin niikleotit sekanslar1 belirlenmis
veailenin diger iiyelerinin sekanslari ile hizalanmistir; Ug izolatin tamami Santee-Cooper
ranavirus tiiriine yerlestirilir. Erisim sayilar1, bu izolatlarin ana kapsid protein genleri

icindir. 11\V1 genomunun dizisi belirlenmedi. Erisim numarasi ana kapsid proteinidir.

2.1.5. Ranaviriislerin Protein Ozellikleri

Niikleotit sekans analizi, ailenin gesitli {iyeleri arasinda 100'den fazla ORF tanimlamustir;
26's1 tim iridoviridlerde ortaktir (Eaton vd., 2007). Asagida tartisildigi gibi, viral
proteinler, birbiriyle ortiisen li¢ kategoriden birine siparis edilebilir: katalitik, yapisal ve
virtilansla ilgilidir. Katalitik proteinler, korunan 26 proteinin ¢ogunu igerir ve viriis kodlu
DNA polimerazini, RNA polimeraz I (vPOL-II) viral homologunun en biiyiik iki alt
birimini ve riboniikleotit rediiktazin kiiciik alt birimini igerir. Cogu durumda, atanmig
islevleri varsayilandir ve veritabanindaki diger proteinlerle homolojiye dayanir. Ancak,
bazi durumlarda fonksiyon Ornegin ge¢ viral gen ifadesinde belirgin bir azalma bir
antisens morfolino oligoniikleotid sonuclarini kullanarak vPOL-Ha ait yikmak, deneysel
dogrulad1 ve viral transkriptaz gibi roliinii desteklemektedir edilmistir. iridovirid
partikiilleri, hem yapisal hem de virion ile iligkili proteinlerin kompleks diizenekleridir.
MCP ve yukarida bahsedilen fermuar, parmak ve capa proteinleri gibi yapisal elemanlarin
yant sira, viryonlar, kiitle halinde 5 ila 250 kDa arasinda degisen ilave 30 (veya daha

fazla) protein igerir.

Ana kapsid proteini (MCP, 48-55 kDa), tiim iridoviridler arasinda yiiksek oranda korunur
ve toplam viryon protein kiitlesinin% 40'in1 igerir. MCP'nin amino asit (aa) dizisi, viriis
tanimlamasinda ve filogenetik analizlerde kullanilmistir. Son olarak, kisitlayict
ortamlarda (6rn. Sakin hiicreler) viral replikasyonu gelistiren veya konakg¢i immiin

yanitlarin1 bloke eden birkag olas1 viriilans veya immiin kaginma proteini saptanmistir

(Grayfer vd., 2015).
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Bunlardan ilki, viral enfeksiyon sirasinda deoksiriboniikleotit havuzlarmi koruyan
dUTPaz, timidin kinaz ve riboniikleotit rediiktazin viral homologlari iken, ikincisi,
VCARD, VIF-2a, vRNase Il ve steroid- steroid dehidrojenaz arasinda dogustan gelen ve
edinilen immiiniteyi bloke etme islevi gorebilir (Grayfer vd., 2015). Ornegin, dkaryotik
translasyon baglatma faktorli eIF-2a'nin viral homologu vIF-2a, protein kinaz R aracili

translasyon kapanmasini bloke eder ve enfeksiyon sirasinda viral protein sentezini korur

(Rothenburg vd., 2011).
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Cizelge 2.4: Iridoviridae. Aile iiyelerinin ¢ekirdek genler Iridoviridae.

OREP Varsayilan

isley Kategori ¢ ORFP Varsayilan islev Kategori©
Varsayilan
¢ogaltma
faktori  ve / Serin / treonin
1R ve)vla DNA C SYAN protein kinaz:
baglayici /
paketleme
proteini
Mirillenmis DNA polimeraz
2L membran S 60R ailesi BC
proteini ekzontikleaz
DNAya DNA  bagmml,
8R bagimli, RNA - 62L'lik RNA polimeraz C
polimeraz Il, o 11, B alt birim
alt birimi
Riboniikleotid
oL NTPaz /sarmal C 67L rediiktaz, kiiglik
alt tinite (RRa)
1o Bilinmeyen UNK 80L  RNase Il
islev
DNA ambalaj
igin gerekli Transkripsiyon
15R olan poxvirus  C 81R uzama  faktori C
A32'ye benzer TFIS
AAA-ATPase
Serin / treonin Proliferatif hiicre
19R protein kinazi C 84R niikleer antijeni C
(PCNA)
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21L

22R

27R

37R

41R

53R

Helicase
familyasi
proteini

DNA
replikasyonuna
katilan D5

familyast
NTPaz

Varsayilan
tirosin kinaz /
LPS degistirici
enzim

NIF-NLI
etkilesim
faktori

Vaccinia virtiisi
erken
transkripsiyon
faktori

Mirillenmis
membran
proteini

OZGECMIS

85R ]l?ierrl%lésinﬁkleosid C
Erv / Alr tiyol

88R oksidorediiktaz
ailesi

90R Major kapsid S
proteini (MCP)
Acil erken

IR protein ICP-46 UNK
Uvr / REP

94L
helikaz ¢
Varsayilan

95R RAD2 tipi C
nukleaz
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Belirtilen 26 iridovirid ¢ekirdek genine ek olarak, 27 ranaviriis spesifik gen ve 13 amfibi
benzeri ranaviriis geni tanimlandi (Eaton vd., 2007; Jancovich vd., 2010). Ranaviriis
spesifik 27 geninden 24 bilinmeyen bir fonksiyona sahipken, bilinen {igii CARD iceren
bir proteini (64R), dUTPaz'1 (63R) ve norofilament ti¢liisii H1 benzeri proteini (32R)
kodlar. Benzer sekilde 13 amfibi ranaviriis benzeri genin sadece ikisi (26R, vIF-2a; 82R,
hemen erken 18 kDa proteini) varsayillan homologlara sahiptir. ORF tanimlamalari,
kurbaga viriisii 3 genomundaki pozisyonlarina dayanir (AY548484). Harfleri belirtilen

proteinlerin bilinen veya varsayilan iglevini yansitir: C, katalitik;S, yapisal, V, viriilans;

UNK, bilinmiyor. Ek olarak, viryonlarla iligkili proteinler olarak viryonlarin iginde

muhtemelen birkag katalitik protein bulunur.
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2.1.6 Ranaviriislerin Lipid Ozellikleri

Zarflanmamis parcaciklar, agirlikli olarak fosfolipid olarak % 5-17 lipid igerir. Viriisler,
DNA c¢ekirdegi ve viral kapsid arasinda uzanan bir i¢ lipid zarina sahiptir ve
tomurcuklanan viryonlarda, plazma zarindan bir dis viral zarf aliir. Dahili lipid
membraninin kokeni belirsizdir, ancak vaccinia viriisii, Afrika domuz nezlesi viriisii ve
Paramecium bursaria chlorella virtisii gibi diger niikleer sitoplazmik biiyilk DNA
viriislerinden (NCLDV) elde edilen kanitlara dayanarak, muhtemelen konukgu
endoplazmik pargalanmasindan kaynaklanmaktadir. Retikulum (Romero-Brey ve
Bartenschlager, 2016; Milrot vd., 2016). Diger NCLDV'lere benzer sekilde, i¢ zar
muhtemelen virid diizeneginde kapsid proteini birikmesinin gergeklestigi bir iskele

gorevi gorerek kilit bir rol oynar.

2.1.7. Ranaviriislerin Karbonhidrat Ozellikleri

Karbonhidrat igeren proteinler (glikoproteinler) lenfosistis hastaligi virlisli icerisinde
tespit edilmis ve muhtemelen ailenin diger tiyeleri i¢inde bulunmaktadir ( Garcia- Rosado
vd., 2004 ).

2.1.8. Ranaviriislerin Genom Organizasyonu ve Replikasyonu

[ridovirid genomlar1, benzersiz bir bilesen ve degisken miktarda terminal fazlalhig1 igerir.
Essiz bilesen 103 ila 220 kbp arasinda degisirken, gergekte genom igerigi, terminal
fazlalik varligindan dolay1 farkl tiirlerin tiyeleri i¢in % 5-50 daha biiytiktiir. LCDV1 (103
kbp) hari¢ olmak iizere, iiyelerine genomlari Lymphocystivirus, Iridovirus ve
Chloriridovirus genera iiyeleri i¢in daha (163-220 kbp) daha biiyiik olan Megalocytivirus
ve Ranavirus cins (103-140 kbp). SGIV harig, i¢indeki tiirlerin tiyeleri ile Ranaviruscins,
belirgin bir dogrusal dogrusallik gosterme egilimindedir. Bununla birlikte, bu cins i¢inde
bile, genom inversiyonlari ve silmeleri kaydedilmistir. Varsayilan agik okuma gergeveleri
(ORF'ler), viral genomun her iki seridinde bulunur, ancak kodlama bdlgelerinin {ist tiste
binmesi nadirdir Dahasi, gen yogunlugu yiiksektir, intergenik bolgeler genellikle kisadir

ve genomlar tekrarlayan diziler igerir.
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Okaryotlarin aksine, iridovirid genleri intron icermez ve viral mRNA'lar poli [A]
kuyruklarindan yoksundur. Bununla birlikte, okaryotlar gibi, biyokimyasal ve siliko
kanitlari, viral gen ekspresyonunu modiile eden viral mikroRNA'larin (miRNA) varligini
gostermektedir. Iridoviridler,Ranavirus cinsinin tiiriiniin tiirii olan FV3'iin calismasiyla
ortaya konulan hem niikleer hem de sitoplazmik asamalar1 i¢eren yeni bir replikasyon
stratejisi kullanir(Chinchar vd., 2009; Jancovich vd., 2015; Williams vd., 2005). Her ne
kadar viryon girisinin kesin mekanizmasi agiklanmaya devam etse de, zarfli partikiiller
tarafindan reseptdr aracili endositoz, ¢iplak zarlarla plazma zarinda kaplanma, pinositoz
ve kaveola bagimli endositoz gibi kapama dahil ¢oklu yollar uygulanmistir (Wang vd.,
2014). Kaplamanin ardindan viral DNA c¢ekirdegi, ilk asama DNA sentezinin ve hemen
erken (IE) ve gecikmis erken (DE) viral transkriptlerin sentezinin yapildigi ¢ekirdege

girer.

Iyi anlagilmayan bir islemde, bir veya daha fazla virionla iliskili protein, transkripsiyonel
bir islem gerceklestirici olarak islev goriir ve sablon olarak metillenmis viral genomu
kullanarak IE viral mRNA'larin1 sentezlemek i¢in konak RNA polimeraz II'yi yeniden
yonlendirmektedir. IE (ve belki de DE) viral transkriptleri tarafindan kodlanan gen

tirtinleri hem diizenleyici hem de katalitik proteinleri igermektedir.

Bu gen iirlinlerinden biri olan viral DNA polimerazi, ana viral genomun sablon olarak
gorev yaptigi viral DNA sentezinin ilk asamasini katalize eder ve genom uzunlugunun en
fazla iki kez genom uzunlugundaki progen DNA's1 sentezlenir. Yeni sentezlenmis viral
DNA, ilave DNA replikasyonu veya erken transkripsiyon turlari i¢in sablon olarak
kullanilabilir veya viral DNA, viral DNA sentezinin ikinci asamasinin ger¢eklestigi
sitoplazmaya tasiabilmektedir. Orada, viral DNA sentezi, biiyiik, dalli konatemerler
olusumuyla sonuglanir. Viral DNA metilasyonu sitoplazmada da ortaya ¢ikar ve kesin
rolii kesin olmasa da, viral DNA'nin viriis aracili endoniikleolitik saldiridan korunmasi
gerektigi diistinilmektedir. Dolayisiyla, izin verilmeyen sicaklikta viral DNA'y1
sentezleyemeyen sicakliga duyarli mutantlar ve DNA sentezi inhibitorlerin varli§inda
kulugkalanmis enfekte hiicreler, ge¢ donem viral transkripsiyon ve proteinlerin belirgin
sekilde azalmig seviyelerini gostermektedir. Virion olusumu sitoplazmada, viriis
toplanma bolgeleri olarak adlandirilan morfolojik yonden farkli bolgeler iginde
gerceklesmektedir. Yapigsma bolgeleri, vVPOL-IIa'y1 hedef alan bir antisens morfolino
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oligoniikleotidi (asMO) ile tedavi edilen hiicrelerden olusmustur, yapisma bdlgesi
olusumunun ge¢ donem viral gen tiriinlerinin sentezini gergeklesmedigini gostermektedir
(Sample vd., 2007). Konkatemerik viral DNA'nin, virgiillere, dairesel ge¢isli ve terminal
genomlarin  olugsmasiyla  sonuglanan  "bas" mekanizmast ile  paketlendigi
distiniilmektedir. Toplanmanin ardindan, virionlar, parakristal diziler igindeki
sitoplazmada birikir veya plazma zarindan tomurcuklanarak bir zarf alir (Liu vd., 2016).
Cogu omurgali enfeksiyoz iridoviriis etkisi altindayken viryonlarin ¢cogu hiicreler ile

iligkili halde bulunmaktadir.

NAKED VIRION

 FIRSTSTAGEVIRAL  IMMEDIATE-EARLY (IE) <
= DNASYNTHESIS:  AND DELAYED-EARLY
\ SYNTHESISOF  VIRAL mRNA SYNTHE!
\ GENOME-SIZE

SECOND STAGE VIRAL DNA SYNTHESIS: NJMOLECULES f 7

FORMATION OF CONCATEMERIC DNA; IE AND DE
ON \
DNAMETHYLATIO NUCLEUS VIRALPROTEINS . VIRAL PROTEIN SYNTHESIS
\

,M:“"’* e LATE VIRAL MANA SYNTHESIS = sl %:8;8—
VIRAL STRUCTURAL

PROTEINS  pARACRYSTALLINE ARRAY
v

VIRAL ENVELOPMENT
(BUDDING)

ENTRY VIA
RECEPTOR-MEDIATED
ENDOCYTOSIS

/| UNCOATING AT THE
/ PLASMA MEMBRANE

&

Sekil 2.3: iridoviridae. Kurbaga viriisii 3'iin (FV3) cogaltma stratejisi.
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Cogalma, ¢ekirdekte erken viral transkriptlerin sentezi ve birim biiyiikligiiniin sentezi ile
baslar, iki kez birim biiyiikliigiine, daha sonra ikinci bir DNA replikasyonu turunun biiyiik
konsatemerler olusmasina neden oldugu sitoplazmaya tasinan DNA genleri ile baslar.

Gec mesajlar, ¢cok alt iiniteli, viriis kodlu bir transkriptaz kullanilarak sitoplazmada
sentezlenir. Virion olusumu morfolojik olarak farkli montaj bolgelerinde gerceklesir ve
montaj bolgelerinde viral pargaciklar, parakristal diziler ve plazma zarindan

tomurcuklanma gortiliir.

Sekil 2.4: Iridoviridae. FV3 ile enfekte olmus bir yag kafasinin transmisyon elektron
mikrografisi.

Nucleus, N, kromatin yogunlasma belirtileri (CC); sayisiz olgunlagsmamis, bos viryonlar,
az sayida olgun viryon igeren ve hiicresel organellerden yoksun olan biiyiik bir elektron

berrakli montaj bolgesi (*); parakristal bir viriis pargaciklar: dizisi (biyiik
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ok); tomurcuklanan viryonlar (kiigtik ok); olgek ¢ubugu = 1 um (VG Chinchar ve RC

Sample tarafindan saglanir.

2.1.9 Ranaviriislerin Antijenlik Ozellikleri

Aile i¢indeki farkli cinslerin tiyeleri serolojik olarak birbirlerinden farklidir, oysa belirli
bir cins i¢indeki farkl: tiirlerin iiyeleri arasinda ¢apraz reaktivite MCP'nin ve diger viral
proteinlerin sekans korunmasidan dolay1 olusabilir (Ariel vd., 2010). Ug ranaviriisii
(EHNV, ECV ve Avrupa sheatfish viriisti (ESV)), birbirleriyle ve FV3 ile serolojik ¢apraz
reaktivite gosterir (Hedrick vd., 1992). FV3 ile enfekte edilmis Xenopus laevis'in
caligmalari, sekonder enfeksiyon ve koruyucu nétrlestirici antikorlarin {iretilmesinden
sonra belirgin bir antikor tepkisi gostermektedir (Grayfer vd., 2015). Ayrica, koruyucu
bir antikor tepkisi ile tutarl olarak, etkisizlestirilmis virilis asilari, RSIV'in aracilik ettigi
hastaliklara kars1 korur. Ek olarak, FV3 Xenopus laevis modelinde, T hiicreleri viral
hastaliga kars1 korunma ile ilgili olmustur (Grayfer vd., 2015; Morales ve Robert 2007).
Bununla birlikte, bir T hiicre yanitini tetikleyen kesin FV3 proteinleri bilinmemektedir.

2.1.10. Ranaviriislerin Epidemiyolojisi

Toplamda, alti kitada 32 iilkeden en az 175 ektotermik omurgali tiiriinde (52 aile)
enfeksiyona veya acik hastaliga neden olan altt Ranaviriis tanimlanmaktadir.
Iridoviridler, yalnizca deniz ve tatl su habitatlar1 dahil olmak {izere nemli ya da sucul
ortamlarla ilgili olan ektotermik omurgalilardan ve omurgasizlardan izole edilmistir.
[ridovirid tiirleri, {iyelerinin dogal konak araliklari ve viriilanslar1 bakimindan genis
Olglide degisir. Omurgasiz iridoviriisler, Ornegin yamyamlik, ayrica endoparazitik
esekaris1 veya parazitik nematodlar gibi peroral olarak bulasabilir. Omurgasiz
iridovirtislii enfeksiyonlar iki kategoriye ayrilir: patent ve gizli. Birincisinde, viriis
replikasyonu genistir ve enfekte olmus hayvanlar, enfekte olmus dokularda ¢ok sayida
virion bulunmasi nedeniyle mavi veya yesil yanardonerlik gosterir. Daha yaygin olan
ikinci durumda, daha diistik viriis seviyeleri mevcuttur ve yanma yoktur. Bununla birlikte,
diisiik viral yilike ragmen, gizli olarak enfekte olan hayvanlar genellikle diistik zindelik

gostermektedir (Williams vd., 2005). Megalocytivirus ve Lymphocystivirus
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cinslerinin tiyeleri sadece baliklar1 enfekte ederken Ranavirus cinsinin iiyeleri balik, amfibi
ve striingenleri enfekte eder. Virilisler deneysel olarak enjeksiyon veya banyoya daldirma
yoluyla ve dogal olarak yamyamlik veya enfekte olmus karkaslarin atilmasi1 dahil olmak
iizere birlikte yasama ve beslenme yoluyla bulasabilir. Hem megalositiviriisler hem de
ranaviriisler i¢ organlarda ¢ogalir ve FV3 durumunda bobrek ana hedeflerden biridir. Buna
karsilik, lenfistiviriislerle enfekte olmus baliklar, biiyiik 6l¢iide biiyiitiilmiis bireysel viriis
bulagmis hiicrelerin sonucu olan dis ylizeylerde (ve bazen i¢ organlarda) sigile benzer
biiyiimeler gosterir. Yaklasik %100'liik 6liim oranlarina neden olabilen megalositiviriis veya
ranavirlis enfeksiyonlarinin aksine, lenfosistiviriislii enfeksiyonlar kendiliginden diizelir ve

Oliim oranlar genellikle diistiktiir.

Baliklarda Ranaviriis epidemiyolojisi;

Ranavirtislerin pek ¢ogu kiiltiir baliklarinda goriilen 6liim olaylariyla iliskilendirilmistir
(6rnegin, Ahne vd., 1997; Chua vd., 1994; Deng vd., 2011; Langdon vd., 1988; Prasankok
vd., 2005; Qin vd., 2003), fakat bu su kiiltiiriinde bulunan sistemlerinin epidemiyolojisi

ve ekolojisi ender olarak iyi belgelenebilmistir.

Baliklarda ranaviriis ekolojisi ve epidemiyolojisi kapsaminda bilinenlerin pek ¢ogu,
Avustralya'da bulunan Epizootik hematopoietik nekroz viriisii (EHNV) ve Glineydogu
ABD'de goriilen biiyilik agizli bas viriisii (LMBV; Santee Cooper ranaviriisiin bir tiirii )
caligmalar1 kaynaklidir (Whittington vd., 2010). EHNV salgini, yaz baslarinda onlarca
hatta binlerce geng redfin levrekini (Perca fluviatilis) etkilemis ve hizli bir sekilde (2-3
hafta) oliimlere sebebiyet vermistir (Langdon vd., 1986; Langdon ve Humphrey,
1987).Daha 6nce EHNV ge¢misine sahip olmayan izole havuzlarda, yetiskin bireylerde
(> 1 yasinda) kitlesel 6liimler olmustur ve bu 6nceki maruz kalmayi veya ontogeninin
roliinii diisiindiirmeye sevk etmektedir. Oliimler dramatik olsa ve son 30 yildir devam
ediyor olsa da, derin sularda ve uzak yerlerde belirsiz tespitler g6z oniinde
bulunduruldugunda, EHNV salginlarin meydana gelme sikligiyla degerlendirmek zor bir
istir (Whittington vd., 2010). LMBV oliimleri ¢ogunlukla yaz aylarinda meydana
gelmelmektedir. LMBV bazi zamanlarda binlerce biiyiik baligin = oliimiiyle
iliskilendirilmistir (Plumb vd., 1996; Hanson vd., 2001) ve 1990'larda baz1 ¢alisma
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gerceklestirilen gollerde (Maceina ve Grizzle, 2003) kaydedilen daha biiyiik ve daha yash
bliyiik agizli levregin azalmasiyla iliskilendirilmistir. Hastalikli ve/veya 6lmekte olan
baliklarin goriilme sikligi genellikle fark edilemeyecek kadar disiiktiir (Grizzle ve
Brunner, 2003). Ayrica, LMBV genellikle klinik olarak normal goriiniislii hayvanlarda
ve 6lme o6ykiisii (gozlemlenen) mevcuttur. (Hanson vd., 2001; Grizzle vd., 2002; Grizzle
ve Brunner, 2003). Bu iki balik ranaviriisiiniin epidemiyolojisi ortak bir tema icermekteir
ve epidemilerin esasen stresli altinda bulunduklar1 yasam kosullar1 (6rnegin sicak
donemler) sirasinda belirli duyarli yasam 6ykiisii basamaklarin1 (genclerde EHNV ve
yetiskinlerde LMBYV) barindirmaktadir. Ranavirus cins igerisinde ayri bir filogenetik soy
temsil ederler (Qin ve ark.2003; Huang vd.2011), Grouper iridovirus (GIV) ve Singapore
grouper iridovirus (SGIV) 'den bahsetmek gerekir. Bu bahise konu olan viriisler,
Gilineydogu Asya'da 1990'larin ortalarindan beri deniz driinleri yetistiriciliginde
orfozlarda ( Epinephelus spp.) ve diger fin baliklarinda 6nemli 6liim ve kayiplara neden
olmustur (Chua vd., 1994; Qin vd., 2003; Harikrishnan vd., 2010). Bu viriisiin
epidemiyolojisi hakkinda ¢ok az ayrint1 bildirilmistir, ancak birkac hafta i¢cinde salginlar
ortaya ¢cikmaktadir (Nagasawa ve Cruz-Lacierda, 2004), %90'a varan 6lim oranlarina
neden olur ve stres (0rnegin, stresle basa ¢ikma, su kalitesi) klinik belirtilerin ve 6liim

oraninin biiytitiillmesinde rol oynayabilir (Chua vd., 1994).

Amfibilerde Ranaviriis epidemiyolojisi;

Amfibilerde Ranaviriis enfeksiyonlar1 sebebiyle 6liim olaylari, Kuzey-Giiney Amerika,
Avrupa, Afrika ve Asya'daki tiirler lizerinde bildirilmistir. Kuzey Amerika'da amfibi
olim olaylarinin% 43-57'si viral enfeksiyonlara, yiiksek ihtimalle de ranaviriislere
baglanmistir. Bu salginlarin genel olarak yaz ortasindan yaz sonuna kadar ortaya ¢iktigi
ve gec evre kurbaga yavrularini ve yeni bagkalasimlarini tamamlamig kurbagalar
etkiledigi bilinmektedir. Oliimler genellikle anidir, bir giinde yiizlerce veya binlerce
gorliniis olarak normal sayilabilecek larvalar birkag giin icinde >% 90 oraninda bir
ihtimalle 6liir. Yakin tarihte yaymlanmisg bir raporda, en az 200.000 larva sadece 24 saat
icinde Olmiistiir (Wheelwright vd., 2014). Avrupa'da bulunan vahsi amfibi tiirlerindeki
hizli, mevsime bagl salginlara iligkin de benzer raporlar mevcuttur ( Ariel vd., 2009; Kik
vd., 2011), Gliney ve Orta Amerika (Fox
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vd., 2006; Stark, 2014) ve Asya (Une vd., 2009) ve benzer kaliplar izleyen endemik
popiilasyonlardan yaygin raporlar (Duffus vd., 2015).

Price vd. (2014), gectigimiz giinlerde, yeni bir ranaviriisiin bariz sekilde ortaya ¢ikisiyla
Ispanya'da birden fazla bolgeyi kapsayan arastirmalara konu olan amfibi
topluluklarindaki diisiisler bildirilmistir. Bunun yani sira, ranaviriisiin, ciddi hastalik
ve/veya mortalite olmaksizin larva ve metamorfik amfibilerde mevcut olduguna dair
birkag rapor vardir (Duffus vd., 2015), ancak ¢ogu ¢alismada boylamsal veri toplanamaz
ve Olim olaylar1 gozden kacgirilma egilimi gostermektedir (Gray vd., 2015). Ranaviriis
sebebiyle mortal olmayan enfeksiyonlarin sporla yayilma, biiyiime ve gelisme ile ilgili

ozellikleri etkileyebilecegini belirtmek gerekir (Echaubard vd., 2010).

Siiriingenlerde Ranaviriis epidemiyolojisi;

Siirtingenlerde, ranaviriis enfeksiyonlari, 6zellikle rehabilitasyon tesislerinde ve diger
iireme ortamlarinda ara sira tespit edilmistir (Ariel, 2011; Allender vd., 2013; Chinchar
ve Waltzek, 2014). Serbest dolasan chelonyanlarda birka¢ salgin gézlemlenirken
(Allender vd., 2006; Johnson vd., 2008; Belzer ve Seibert, 2011; Farnsworth ve Seigel,
2013), diger siirlingen taksonlarinin serbest halde yasayan popiilasyonlarinda benzer
ranavirlis raporu yoktur. Baliklarin ve amfibilerin aksine, Kuzey Amerika'da kelonlarda
goriilmekte olan ranaviriis salginlar1 daha yaygmdir. Oliimler, aktif yasam sezonlarmin
tamaminda (yani kaplumbagalar kisin kis uykusunda olmadiklarinda), genellikle birkag
yila yayilmistir (Belzer ve Seibert, 2011; Farnsworth ve Seigel, 2013). Ancak ¢cogu vaka
yaz aylarinda goriilmektedir. Mevcut kanitlar, ranaviriislerin kelonlarda akut, hizli mortal
bir enfeksiyona sebep oldugunu ortaya koymaktadir (Johnson vd., 2007). Enfekte
olmus bireylerin ¢cogu birka¢ hafta icinde 6lmektedir, bu sebeple herhangi bir zamanda
enfeksiyon prevalans1 diigiiktiir. Ornegin, serbest dolasan 71 dogu kutu
kaplumbagasindan (Terrapene carolina carolina) 15'1 (% 21) Pennsylvania, ABD'deki
0zel bir doga koruma alaninda bir ranaviriis 6liimii sirasinda 6ldi (Johnson vd., 2008;
Belzer ve Seibert, 2011). Ertesi yil hayatta kalan 55 kaplumbagadan sadece biri
seropozitifti, bu da enfekte bireylerin biiyik cogunlugunun oldiigini kuvvetle
diistindiiriiyor (Johnson vd., 2010).

32



Benzer sekilde, Allender vd. (2013), ABD'nin Tennessee eyaletindeki serbest dolagan
dogu kaplumbagalarinda ranaviriis enfeksiyonu prevalansinin 3 yil i¢inde c¢ok diisiik
oldugunu (1/309;% 0.3) gozlemlemislerdir. ABD'nin giineydogusundaki bes eyalette
serbest dolasan gopher kaplumbagalarinin (Gopherus polyphemus) seroprevalansi da
diisiiktii (% 1.5; Johnson vd., 2010), bu oldukga viriilan, akut enfeksiyon ile uyumludur.
Daha fazla su kaplumbagasinda ranaviriis enfeksiyonlarinin daha az patojenik
olabilecegine dair bazi kanitlar bulunmaktadir. Bu hipotez ile tutarli olarak, ranaviriis
prevalansi, Virginia, ABD'de yiiksek oranda suda yasayan dogu boyali kaplumbagalarda
( Chrysemys picta picta ) daha yiiksekti (11/63;% 17) (Goodman vd., 2013).

Mevcut bilgiler 15181nda, chelonianlardaki sporadik mortalite olaylarinin kendi kendine
devam eden ranaviris salginlarindan dogma olasihigr diisik goriinmektedir.
Kelonyanlardaki Ranaviriis enfeksiyonlar1 akut ve genellikle 6ldiirtictidiir, bu da enfekte
olmus kaplumbagalarin zayif kaplumbagalarla temas etmesi i¢in ¢ok az zaman saglar.
Dahasi, ¢ogu karpuz popiilasyonu diisiik yogunluklarda bulunur ve bu da bulasma
firsatlarin1 daha da sinirlar. Bu nedenle bu 6liimler muhtemelen diger tiirlerden ranaviriis

enfeksiyonlarinin yayilmasindan kaynaklanmaktadir.

Ranavirtis epidemiyolojisinin 6zeti;

Dogal popiilasyonlar ¢ergevesinde bakildiginda ranaviriis epidemiyolojisini kapsayan

hala biiyiik bir belirsizlik olsa da, iki model agiktir.

Birincisi, en azindan baliklarda ve amfibilerde, ranaviriis salginlar1 veya 6liim olaylar
i¢in ortak bir zamansal modelin var oldugunu gostermektedir . Oliimler, genellikle yaz
aylarinda hizli bir baslangic gosterir ve bu modelin 6nemli istisnalar1 olmasina ragmen
(6r. Boga kurbagasi [ Lithobates catesbeianus (eski adiyla Rana catesbeiana )] Japonya
ve Amerika'nin Giineydogusundaki 6liimler Ekim ayinda not edilmistir; (Hoverman vd.,

2012; Une vd., 2009).

33



Ikincisi, ranaviriis salgmlarinin sonucunda, popiilasyonlar ve yerler arasinda (gériiniirde)
0liim olmamasindan hayatta kalanlarin az oldugu 6liimlere kadar biiylik bir degiskenlik

vardir.

2.1.11. Ranaviriis Salginlarinin Gériinen Mevsimselligine liskin Aciklamalar

Ranaviriis salgilar1 genel olarak ilkbaharin sonlarinda veya yazin ortalarina dogru ortaya
cikar ve haftalar icerisinde de baslayip bitebilir (Langdon ve Humphrey, 1987,
Green vd., 2002; Grizzle ve Brunner, 2003). Ranaviriis oliimlerinde gozle goriilen
mevsimselligi ve hizlilhigi agiklayabilecek, birbirini dislamayan dort hipotez vardir.
Bunlardan ilki, bu model sahte olabilir ve bir algilama 6nyargisindan kaynaklanabilir.
Ikincisi, 6liimler, ranaviriisiin popiilasyonlara yilin baslarinda girmesinin ardindan yatan
salgin dinamikleri basitce yansitabilir. Ugiinciisii, yaz aylarma denk gelen belirli gelisim
asamalarinda konakgilar ranaviriis enfeksiyonlarina kars1 daha duyarli hale gelebilir. Son

olarak, bu olaylar yaz aylarinda sicakliklar yiikseldiginde meydana gelebilmektedir.

2.1.12. Tespit Yanhhklari

Ranaviriis 6liimlerinin metamorfoz amfibi tiyeleri ve ge¢ donem larvalari i¢erdigine dair
stk gozlemler (Green vd., 2002) daha kolay gozlenebildikleri metamorfozu tamamlamak
icin s1g suya hareket eden metamorflarin bir artefakti olabilir. Benzer bir sekilde, ¢ok
sayida genc¢ balik, insanlarin ugrak yerleri olan kiyilarin yakininda kiimelenme egilimi
gostermektedir, bu sayede kirmizi yiizgecli levrekte EHNV'nin ilk tespiti kolaylagmistir
(Whittington, 2010). Insanlarin aktif olarak bulunmadig yerlerde vee zamanlarda ve
tespit edilemeyen tiirlerdeki 6liim olaylar1 fark edilmeyebilir. Ornek olarak, ranaviriis
kaynakli kaplumbagalarin morbidite ve mortalitesi, bu hayvanlarin gizli yapisi goz
onilinde bulunduruldugunda genellikle gozden kacabilir (Farnsworth ve Seigel, 2013).
Bununla beraber, yaz aylarmin ortalarinda hizli 6lim baglangict genel modeline uyan
birgok ranaviris salgini, iyi c¢alisilmig, sik ziyaret edilen popiilasyonlarda

gozlemlenmistir.
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2.1.13. Mevsimsel Girisler ve Ranaviriis Enfeksiyonunun Sikhgi

Ranavirlis 6ltimlerindeki hizli baglangic ve mevsimsellik, virlisiin yilin ilk aylarinda
ortaya ¢ikmasinin ardindan enfeksiyon insidansindaki hizli artist yansitiyor olabilir. Bir
hipotezde ise amfibilerde go6zlemlenen ranaviriis salgmlarinin, subletal enfekte
yetiskinlerin, {ireme alanlarina  dondiigiinde baslamasidir  (Brunner, 2004).
Yetiskinler, yer ve zamanda ortlisiiyorlarsa, enfeksiyonlar1 dogrudan aym tiire ait
larvalara veya baska tiirlerin larvalarina bulastirabilir veya tekrarlayan bir enfeksiyondan
Olurler ve larvalarn besleyerek tiiketirlerse dolayli olarak bulastirabilirler. Brunner vd.
(2004). Giineybat1 ABD'de iireme alanlarina dénen bazi yetiskin kaplan
semenderlerinin (Ambystoma mavortium) Ambystoma tigrinum viriisii
(ATV) ile enfekte oldugu bulundu. Ayn1 sekilde, yakin tarihte yapilan bir aragtirmada,
erkek aga¢ kurbagalarinin (Lithobates ranasylvaticus ABD'nin dogusunda subklinik
enfeksiyonlarmn bulundugu iireme alanlarma geri donen (JLB, EJ Crespi ve S. Hall,
Washington Eyalet Universitesi; S. Duncan, NM Mattheus ve L. Rissler, Alabama
Universitesi, yaymlanmamus veriler) yetiskinlerden veya karkaslardan bulasma yoluyla
yayilma, sonraki larva donemi salginlarini tetikleyebilir. Bu sebeplele, ranaviriis
enfeksiyonunun dinamikleri, diger birgok bulagici hastalikta oldugu gibi benzer olabilir
(Keeling ve Rohani, 2008), enfeksiyon ender oldugu ve salgin arttik¢a hizlandigr igin
yayilma alanma giristen itibaren yavasca yayiliyor. Amfibilerdeki ranaviriis
enfeksiyonlart genellikle mortal oldugu icin ve genel olarak laboratuvar ortaminda
yasanan zorluklara maruz kalindigindan giinler hatta haftalar iginde (Gray vd., 2009;
Hoverman vd., 2011), 6liim oraninin, enfeksiyonu diger ¢aligmalara nispeten kisa bir

gecikmeyle takip etmesi beklenir.

Vahsi dogada olim olaylariin gergek zaman akisi daha hizli goriilebilir ¢iinkii bir
salginda daha 6nce 6len bu birkac bireyi tespit etmek zordur cilinkii bunlar kiigiiktiir,
cabuk bozulur veya atilir. Olay, ancak ¢ok sayida 6lii hayvan oldugunda (ve belki de
¢opgiilerin doyuruldugu zaman) belirgin hale gelir. Dahasi, bulasici karkaslarin
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birikmesi bulasmay1 kolaylastirabilir (Pearman vd., 2004; Arp ve Petranka, 2006;
Brunner vd., 2007) ve dahi salginin hizin1 artirtyor olabilir. Amfibilerde bu hipotezin bir

miktar destegi vardir.

Todd-Thompson (2010) ABD'nin giiney Appalachian Daglari'nda bir sulak alanda
yasayan amfibi toplulugunda ranaviriisler i¢in yaptig1 uzunca arastirmasinda tipik bir
salgin egrisi gozlemledi. Ranavirlis, larvalarin %20'sinin enfekte olduktan yirmi giin
sonra ambystomatid larvalarinin 6liimiiyle ayn1 zamana denk gelen %80'lik ytiksek bir
seviyeye yiikseldigi Nisan ay1 sonuna kadar tespit edilememistir. Torrence ve arkadaslari
tarafindan toplanan benekli koro kurbagasi ( Pseudacris clarkii ) kurbaga
yavrularinda enfeksiyon belirtilerinin  prevalansindaki hizli artis (2010) bu modelle
de tutarlidir. Oliim olaylar1 genellikle yiiksek enfeksiyon prevalansi ile ¢akismaktadir
(Bollinger vd., 1999; Greer vd., 2005; Fox vd., 2006; Kik vd., 2011; Hoverman vd., 2012;
Homan vd., 2013; Titus ve Yesil, 2013). Baz1 ranaviriis- konak sistemlerinde, enfeksiyon
prevalansi, hastaligin olusumuyla baglantisiz olabilir. Greer vd. (2009), 6rnegin, kaplan
semenderlerinde (A. m. nebulosum ) ATV enfeksiyonunun Kuzey Arizona'daki ii¢
havuzda ~% 50 prevalansta zirveye yiikseldigini, ancak herhangi bir hastalik veya 6liim
gozlenmedigini bulmuslardir. Yine benzer bir sekilde, Duffus vd. (2008), agag¢ kurbagasi
kurbaga yavrularmin% 20- 32'sinin yazin ilk aylarinda enfekte oldugunu, fakat higbirinin
de klinik hastalik belirtisi gdstermedigini ortaya koymuslardir. LMBV ayrica genellikle
morbidite veya mortalitenin yoklugunda bulunur (Hanson vd., 2001; Grizzle ve Brunner,
2003; Groocock vd., 2008; Southard vd., 2009). Bu sebeple, ranaviriislerin konake1
popiilasyonlari tizerindeki etkilerini anlamak i¢in birden ¢ok zaman noktasinda konakgi
popiilasyonlar hakkinda hem epidemiyolojik hem de demografik verilerin toplanmasi

onemlidir (Gray vd., 2015).

2.1.14. Gelistirme Boyunca Duyarhhik

Genglerin ranaviriis enfeksiyonlarina yetiskinlere gére daha duyarli olduguna dair sik
gozlemlere ek olarak (Cullen vd., 1995; Ariel, 1997; Cullen ve Owens, 2002; Bang Jensen

vd., 2011), yaz aylarina denk gelen belirli gelistirme asamalarinda konakg¢ilar ranaviriis

enfeksiyonlarina kars1 savunmasiz hale gelebilir. Amfibilerde,
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ranaviriislerden kaynaklanan 6liim olaylari, metamorfoza yakin veya metamorfoz gegiren
Kisilerde siklikla bildirilmistir (Speare ve Smith, 1992; Yesil ve Converse, 2005; Greer
vd., 2005). Amfibi metamorfozu enerji agisindan maliyetlidir ve bir dogal bagisiklik
bastirma donemi gerektirir (Rollins-Smith, 1998; Carey vd., 1999). Metamorfoz
anuranlar, ranaviris enfeksiyonuna karsi  Ozellikle savunmasiz  olduklari
varsayllmaktadir. Bu, hem yaz aylarinda amfibilerde ranaviriis 6liimlerinin meydana
gelmesini hem de hizlarini agiklayabilir (6rnegin Gahl ve Calhoun, 2010). Warne vd.,
2011) ranaviriise maruz kalan aga¢ kurbagasi iribaslarinda 6liim olasiliginin Gosner'daki
her artigla 1.7 kat arttigini buldu (1960). Gelistirme asamasi. Tahta kurbagasi larvalarinin
daha sonra gelistirilmekte olan ranaviriise kars1 daha yiiksek duyarliligi, asamaya 6zgii
duyarliligr kullanarak yaz aylarinda 6liim olaylarinin zamanlamasini dogru bir sekilde
tahmin eden epidemiyolojik bir modelle desteklenmistir (Warne vd., 2011). Tim
asamalar esit derecede duyarli olsalardi, agag¢ kurbagasi popiilasyonlarinda goriilen 6liim,
ilkbaharda meydana gelirdi. Ayrica ranaviriise duyarliligin amfibi gelisim asamalari
arasinda farklilik gosterdigini, ancak metamorfozun her zaman en duyarli asama
olmadigint buldu. Bu nedenle, metamorfoz olusumu, amfibi topluluklarinda ranaviriis

salginlarinin zamanlamasi i¢in evrensel bir agiklama degildir.

2115 Ranaviriislerde Alt Aile Simir Kriterleri

Iridoviridae familyas: igindeki iki alt aile ,birincil konaklari tarafindan ayirt edilir.
Alphairidovirinae tiyeleri esas olarak ektotermik omurgalilari (kemikli baliklar, amfibiler
ve siirlingenler) enfekte ederken, Betairidovirina'nin tiyeleri ¢cogunlukla omurgasizlari
(bocekler ve kabuklular) enfekte eder. Ayrica, ikinci alt ailenin tiyeleri daha diisiik G + C
icerigine sahip daha biiyiik genomlara sahip olma egilimindedir.

2116 Ranaviriislerde Cins Simir Kriterleri

Aile i¢indeki bes cinsin iiyeleri, niikleotit / amino asit sekans kimligi, konak aralig1, G +

C igerigi, filogenetik iligski, genom es dogrusalligi, hastalik belirtileri ve antijenite ile
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ayirt edilir. Ayni cins icerisindeki tiirlerin iiyeleri genel olarak ortak bir ¢ekirdek genler

dizisinde % 50'den fazla dizi kimligi gosterir.

2.1.17 Ranaviriislerde Aile i¢i Filogenetik Tliskiler

Bireysel genlere veya ailenin tiim iiyeleri i¢in ortak bir birlestirilmis 26 gen grubuna
dayanan filogenetik analizler (Sekil 6. Iridoviridae), ailenin iki alt familya ve bes cinse
boliinmesini destekler ( Chinchar vd., 2011; Jancovich. vd., 2015). Bir cins i¢indeki
viriisler genellikle niikleotit ve amino asit seviyelerinde %50'den fazla 6zdesligi paylasir.
Ayrica %90'dan fazla dizi kimligi sergileyen viriisler, ayni tiire ait olabilir veya ayni tiire
ait izolatlar / suslar olabilir.

Ornegin, ranaviriisler FV3, ATV ve EHNV, %90 sekans 6zdesligi gosterir, ancak konak
aralig1 ve genomik organizasyonda farklidir ve bu nedenle ayni tiiriin farkli izolatlarindan
ziyade ayr tiirler olarak goriiliir. Ayrica, Ranavirus cinsi iginde hali hazirda taninan sekiz
tir ti¢ ayr1 filogenetik kiimeye ayrilir Iridoviridae megalositirivirtisler iki kiimeye
diiserken lenfosititiviriisler iki veya ii¢ kiimeye diismektedir. Sonug olarak, bu cins
icindeki halihazirda taninan viral tiirlerin durumu, konakg¢i aralifi, gen sirasi, spesifik
genlerin varligi veya yoklugu, niikleotit ve amino asit dizisi kimligi ve antijenisite gibi

kriterler dikkate alinarak yeniden degerlendirilmektedir.
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0 KXG43370 lymphooystis disease vrus - Sperus suralus
© KR139659 scaie drop disease veus
Q AF3T1980 infectious spleen and kidney necrosis virus

© 80143114 red seabream indovirus

@ AYB34343 orange sootied grouper indommns
@ KTB04738  giant seaperch indovirus

@ AY532606 rock beeam indovirus

© GOZIM52 turbot recaish body ndovius

© AY775001 large yelow croaker ridoveus
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2.2.  Chytridiomycosis ve Batrachochytrium Dendrobatidis

Yunan dilinde batrachos (kurbaga) ve chytra (toprak ¢omlek) kelimelerinden

tiiretilirken, spesifik epitet patojenikligin orijinal teyidinin yapildigi kurbaga cinsinden
tiretilmistir (Dendrobates). Dendrobatidis Yunan dendronundandir, "aga¢" ve yarasalar,
"tirmanan biri", zehirli dart kurbagasi cinsine atifta bulunur. Bd veya amfibi chytrid
mantar1 olarak da bilinir, amfibilerde chytridiomycosis hastaligina neden olan bir
mantardir. Lee Berger tarafindan 1998'de kesfedilmesinden berihastalik, Holosenyok
olusunun bir pargasi olan ¢oklu yok oluslara dogru kiiresel bir diistisle diinyadaki amfibi
popiilasyonlarmi harap etti. Yakin zamanda tanimlanmig ikinci bir tir olan B.

salamandrivorans semenderlerdechytridiomycosis ve 6liime de neden olur.

Nature dergisinin bir haberine gore, chytridiomycosis hastaligina neden olan mantar
patojenleri kurbagalarin, kurbagalarin ve diger amfibilerin derisini tahrip ederek su ve tuz

dengelerini bozar ve sonunda kalp yetmezligine neden olur.

Bazi1 amfibi tiirlerinin Janthinobacterium lividumile simbiyoz nedeniyle chytridiomycosis
enfeksiyonuna dayanmak i¢in dogustan gelen bir kapasiteye sahip oldugu goriilmektedir.
Genellikle yenik diisen tiirler i¢inde bile, baz1 popiilasyonlar hayatta kalir, muhtemelen
tirlerin bu 6zelliklerinin veya alellerinin evrimsel seleksiyonamaruz kaldigini gosterir.
Chytridiomycosis, diinya ¢apinda> 200 amfibi tiiriiniin ciddi bir sekilde azalmasi ve
tiikenmesiyle sonuglanmustir ve bilinen herhangi bir hastaligin biyolojik ¢esitliligi i¢in en
biiyiik tehdidi olusturmaktadir. Bu mantar hastaliginin su anda Batrachochytrium
dendrobatidis'in, omurgali konakgilarin1 parazitlestirdigi bilinen Chytridiomycota'nin

tiim filumlarindaki tek tiiriin neden oldugu bilinmektedir.

Biz ikinci olduk¢a uzak, chytrid patojen kesfini agiklamak Batrachochytrium
salamandrivorans sp. nov. semenderlerin 6liimciil cilt enfeksiyonlarina neden olur ve bu
durum Kuzeybati Avrupa'daki semender popiilasyonlarinda dik diistislere neden olur.
Bulgumuz, mevcut kiiresel biyolojik ¢esitlilik krizinin simgesi olan amfibi biyogesitlilik

kayb1 olgusu icin baska bir agiklama sunacaktir.
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Patojenler arasinda Batrachochytrium dendrobatidis global diizeyde amfibi oliimleri
ile yakindan iligkili oldugu bilinen Chytridiomycosis etkeni olarak bilinmektedir
(Berger vd., 1998; Bosch vd., 2001; Rachowicz vd., 2006). Chytridiomycosis gelismekte

olan bulasic1 amfibi hastaligi baghigi altinda tanimlanmistir (Daszak vd.,
2000). Hastalik ajani olarak nonhifal zoosporik patojenite etmeni fungus olan ve
konak oOzgilligi disik Batrachochytrium dendrobatidis tiirii olarak bildirilmistir (
Daszak vd., 2003 ). Amfibilerin azalis sablonu ve genetik calismalar  chytrid
fungusunun Orta Amerika ve Avustralya’da dogal populasyonlara bulastigi
goriistinii  desteklemistir ( Daszak vd., 1999; Morehouse vd., 2003). Fungusla iliskili
calismalarda yeni patojen hipotezi ve endemik patojen hipotezinin
sonucu olarak hastaligin bilinen yaygmligin1 agiklanmigtir (Goka vd., 2009).
Chytridiomycosis, diinyadaki amfibi tiirlerinin azalmasina ve yok olmasina sebep olan
oliimciil mantar hastaligidir. Heniiz yapilan ¢alismalarda, chitridiomycosis i¢in kullanilan
molekiiler tarama testleri yakin zamanda tanimlanan Batrachochytrium salamandrivorans

tiirlerini tespit edememistir.

Bu calismada, B. salamandrivorans ve Batrachochytrium dendrobatidis'in eszamanli
tespiti icin dubleks gercek zamanli PCR sunuyoruz. Ile B. dendrobatidis ve B.
Salamandrivorans Spesifik primer ve problar, amfibi 6rneklerde iki patojenin saptanmasi,
PCR basina her iki patojenin 0.1 genomik esdeger zoosporunun tespit limiti ile
miimkiindiir. Gelistirilen gergek zamanli PCR, B. dendrobatidis ve B. salamandrivorans
icin yiiksek derecede 6zgiillikk ve hassasiyet, yiiksek lineer korelasyonlar ( r 2 > 0.995)
ve yiiksek amplifikasyon verimleri (>% 94) gosterir. Batrachochytrium dendrobatidis
yakin zamana kadar Batrachochytriumcinsinin tek tiirii olarak kabul ediliyordu. Patojenin
chytrid olarak ilk siniflandirilmasi zoospore ultrayapisina dayaniyordu. SSUDNA analizi
-rDNA, Chytridium confervaeile en yakin eslesme ile goriiniimii dogruladi. 2013 yilinda

ikinci bir Batrachochytrium tiirti kesfedildi:
B. salamandrivorans esas olarak semenderleri etkileyen ve aynm1 zamanda

chytridiomycosis'e neden olan B. salamandrivorans, B. dendrobatidis'ten oncelikle
mikrop tiiplerinin in vitro olusumunda,birden fazla sporangia in vivo ile kolonyal thalli
olusumunda ve daha diisiik bir termal tercihte farklidir. Sonug olarak, tarif edilen ¢ift

yonlii gercek zamanli PCR, yiiksek oranda tekrarlanabilir ve giivenilir sonuglarla B.
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dendrobatidis ve B. salamandrivorans DNA'sin1 saptamak i¢in kullanilabilir (Longcore,
Pessier ve Nichols, 1999). Baz1 patojenler yiiksek oranda konak¢iya 6zgii olmasina
ragmen, coklu konak tiirlerini enfekte edenler, patojenlerin kaliciligini, viriilansini ve
konak¢1 popiilasyonlar1 arasindaki hareketi artirarak hastalik dinamiklerini derinden

etkileyebilir. Ayrica, bir patojen i¢in ¢ok sayida konak oldugunda, bazilar1 rezervuar

konaklar1 olarak islev gorebilir.

Rezervuar konakgeilari, ilgilenilen belirli konakg¢ilarin bulunmadigr veya enfeksiyona
gecici olarak direngli oldugu ve patojenlerin diger konake1 popiilasyonlari veya tiirlerinin
tiikenigini siirdiirebilmesi i¢in siklikla gerekli oldugu zaman paraziti koruyabilir. Chitrid
mantar1 Batrachochytrium dendrobatidis , putativ olarak konakg: tiikenmelere neden olan
bir parazit 6rnegidir. Nitekim, diinya ¢apinda yiizlerce amfibi tiiriiniin yok olusuna sebep
olmustur. B. dendrobatidis, amfibi konaklarin olmadan ayakta durmasini saglar ve bu da
amfibi tekrar yapilanmalar1 basarili bir sekilde onleyebilir. Kalicilik ig¢in olas1 bir

mekanizma, B. dendrobatidis'in amfibi olmayan konakgilarinin varligidir.

B. dendrobatidis , genellikle tripton gibi keratinize edilmemis ortamlarda laboratuvarda
tutulmasina ragmen, sustenance i¢in konake1 keratini tiiketen bir amfibi uzmani olarak
diistinilir. Cok sayida omurgali ve omurgasiz taksonlari gastrointestinal (Gl)
kanallarinda keratin veya Keratin benzeri bilesiklere sahiptir. Bu nedenle, 6nceki
arastirmacilarin, B. dendrobatidis'in amfibi olmayan konakgilar1 ya da vektorleri
olabilecegini varsaydigi sasirtict degildir . Bu konaklardan amfibilere, ve amfibi olmayan

konaklar ile B. dendrobatidis arasindaki alanda baglanti vardir.
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Sekil 2.6: B. dendrobatidis patojenin yillara bagli olarak kiiresel dagilis  haritasi (Kriger
and Hero 2009).
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Sekil 2.7: B. dendrobatidis patojenin global dagilim haritasi (int.Kyn.3).

Calismalar neticesinde B.dendrobatidis rakim olarak 400 m {izeri yiiksekliklerde
daha sik karsilasilmasindaki sebep anlasilmistir (Berger et al. 2004, McDonald et al.
2005). Iklim degisikligi (sicaklik, riizgarlar, nem ve yagis  oranlari gibi ) etkisiyle
siiratle yayilim gosterdigi tespit edilerek, potansiyel riskli bolgeler ve ekolojik nigleri
haritalandirilmisgtir. Resimden anlasildig iizere Anadolu yiiksek risk altinda bulunan

bolgelerin basinda gelmektedir.
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Sekil 2.8: B.dendrobatidis igin ongoriilen temel ekolojik nis haritasi. Koyu bolgeler B.
dendrobatidis ekolojik nis alan1 i¢in uygun olan bolgeler (Ron 2005; Kriger ve Hero, 2009).

Chytridiomycosis B. dendrobatidisin cilt enfeksiyonuna bagli bir hastalik oldugu
bilinmektedir. Chytrid’in olusmasi suyla tasinmis olan zoosporlarin anur larvalarinda agiz
kisimlarinda parazit temasiyla amfibilerin post metamorfik saftha sirasinda enfeksiyona
maruz kaldiklar1 bildirilmistir fakat bazi kosullarin saglandigr durumlarda larval
evredeki kaudatlar iizerinde olustugu da tespit edilmistir (Brodman ve Briggler, 2008;
Kriger ve Hero, 2007; Berger vd., 1998; Longcore vd., 1999; Marantelli vd., 2004).
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B. dendrobatidis enfeksiyonlar1 patofizyolojik degisimlerle yakindan iliskilidir ve bu
degisimler hastalik durumunda (chytridiomycosis) onciiliik eder yahut potansiyel
oliimlere sabep olur. Chytridiomycosis olusmasindan sonra, amfibi epidermisi
tizerindeki elektrolit tasinmmi  %50°ye  kadar indirgenmis olur, sodyum ve
potasyumun hiicre sitoplazmasinda gozlenen derisimi diismesiyle ve asistolik kalp
durmasi sounucunda Olimler gergeklesebilmektedir  (Voyles vd., 2007). Deri
saglamligi amfibi homeostazisindeki korunmada oldukga 6nemli faktorlerden biridir, deri
fonksiyonunu tahribatinin dogrudan  B. dendrobatidis’in {irlinlerinin  bir
mekanizmasi sonucu oldugu diistiniilmektedir. Filogenetik uzakliktaki amfibilerde
hastalik ve yok olma etkeni olabilecegi varsayilmaktadir (Voyles vd., 2007).
Batrachochytrium  dendrobatidis kurbagalarin tiimiiyle biyolojisini  degistirdigi gibi
ayn1 zamanda enfekte durumda olan bireyin biiylimesini de etkiledigi belirlenmistir
(Lips vd., 2008; Bosch vd., 2007; Skerratt vd., 2007; Laurance, 2008; Rohr vd., 2008).
Ayn1 zamanda amfibilerin tiim gelisim evrelerinde goriilen bu etken 6liimlere de neden
olmaktadir. B.dendrobatidis zoosporlar su araciligiyla bir hayvandan
digerlerine bulasmakta ve amfibilerin derisini enfekte etmektedir. Ayrica bu zoosporlar
sadece epitelyumun keratinize olmus olan bodlimiinde biiylimektedir (Berger vd.,
1998; Longcore vd., 1999; Pessier vd., 1999; Nichols vd., 2001). Zoosporlar 24
saat i¢inde hareketli forma doniismektedirler (Berger 2001). Zoosporlar hem
yetiskin hem de iribas safhada olan (bu safhada sadece agiz pargalarinda tespit edilmistir)
kurbagalar1 enfekte eder (Berger vd., 1999; Nichols vd., 2001). Enfeksiyondan sonra
olim genellikle 18 ila 45 giin igerisinde gergeklesmektedir. Enfekte olan amfibi
bireylerinde deride kizarikliklar ve lekelenmeler, iilser ve nekroz olusumu bildirilmistir,
ek olarak refleks kaybi gibi norolojik etkilere de sebep olur. Doku iizerindeki hiicreler
arasinda zoosporlarin goriilmesi ilk olarak Berger vd. (1998) tarafindan bildirilmis

olup altin standart olarak belirtilmistir.

Yapilan ¢alismalardaki histolojik veriler molekiiler yontemlere nazaran daha az
hassasiyete sahiptir. Ozellikle klinik bulgu gdstermeyen enfeksiyonlar i¢in molekiiler
calismalarin ne kadar 6nemli oldugu burada ortaya c¢ikarmaktadir (Hyatt vd., 2007).
Boyle vd. (2004) ve Hyatt vd. (2007). Molekiiler yontemler kullanarak amfibilerde Bd

toksininin belirlenmesi igin detayli bir protokol olusturmuslardir ve giiniimiizde bu
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protokoliin  gilivenilir oldugu kabul edilmis olup yaygin olarak kullanildig:
bilinmektedir.

2.2.1. Batrachochytrium Dendrobatidis Familyasi

Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) Chytridiomycota subesine, Chytridiomycetes
smifina, Chytridiales takimina iyedir (Hyatt vd., 2007). Chytridiomycota subesinin
tiyeleri global yayilim gostermekte olan heterotrofik funguslar olarak bildirilmistir
(Sparrow, 1960; Karling, 1977 ). Dogada toprakta ve suda bulunabilmektedirler.
Canlilar tizerinde ise kitin, keratin ve bitki kalintilar1 gibi ylizeyler araciligiyla ciiriikgiil
(saprofit) davranis gosterdikleri bilinmektedir. Fakat bazi cinsleri fakiiltatif ya da obligat
anaeroblar olarak bilinir. Cogunlukla mantarlar ve alglerin, tohumlu bitkilerin yani sira
rotiferlerin, nematodlarin yahut bdceklerin zorunlu (obligat) parazitlerini olustururlar.
Batrachochytrium dendrobatidis Chytridiomycota subesine ait omurgali filumunun bir

paraziti olarak kabul gérmiis olan ilk tiyesi olarak bildirilir (Barr, 1990).

B. dendrobatidis Sucul Hayvan Sagligi Standartlart Komisyonu (OIE) tarafinca amfibi
hastaliklar1 grubuna 6zel 6neme sahip iki patojenden birisi olarak kabul edilmistir (Digeri

ise yine bu tez ¢alismasinda yer alan Iridoviridae familyasinin ranaviriis cinsidir ) (OIE,
2006).

2.2.2. Batrachochytrium dendrobatidis Yasam Dongiisii

Batrachochytrium dendrobatidis (Bd)’in yasam siklusu iki temel basamaktan
olusmkatadir. Ilki hareketli safha olarak adlandilir ve bu safhada zoosporlar su
vasitasiyla tasinabilmektedir ve konaklara ulasabilmektedir. Bahsi gecen hareketli
safhada zoosporlar ¢ok kisa oOmiirliidiirler. Ikinci safha ise zoosporangium
(sporangium olarak bilinir) ig¢inde ¢ogalip gelisebildikleri duragan safhadir. Bu
safhada ise eseysiz lireme igcin monosentrik olan tallus zoosporangium igerisinde
bulunmaktadir. B. dendrobatidisin konagini katlanmis deri epiteline gomiilmek ve
buraya uyum saglamak suretiyle epidermis hiicresinin igerisinde yasamaya baslar. ik

asamada parazit birkag tabaka derinliktedir. Gelisme ve biiyiime hizlariysa hiicrenin
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gelisim hizi ile ¢akisir. B. dendrobatidis ilk olarak canli hiicreler icerisinde gelisimini
tamamlar ancak B. dendrobatidis’lerin gelisimini zoosporangia olarak bilinen 6li ayni
zamanda ylizeysel bicimde keratinize olmus hiicreler vasitasiyla gegeklestirmis olur.
Zoosporangia ylizeyinde viicudun distal kismina agilan bir bosaltim kapagi sayesinde
zoosporlar ¢evreye yayilmaktadirlar. Eriskin ve iribaglarda sporangia dagilimi; B.
dendrobatidis parazitik faaliyetlere basladiginda tabakalagsmis ve keratinize epidermise
ihtiya¢ duyar halde oldugunu gostermistir (Berger vd., 1998). Geng sporangialardan
bahsedecek olursak daha derinlerdeki prekeratin igeren hiicreler iginde gelisebilirler.
Kiiltiir ortaminda ve deri iizerindeki yasam dongiisii aynidir. in-vitro ortamdaki yasam
dongiisii 22 derecede 4 ila 5 giin siirmektedir. Direngli dinlenen sporlar bulunmamistir
yani B. dendrobatidis sporlariin dinlenme (uyku) faz1 yoktur (Berger, 2005). 25 derece
tizerinde epidermal sirkiilasyon orani artarken Bd biiyiime hizi diiser (Piotrowski,
2004). Bu sayede sicaklik artarken enfeksiyon kayb1 goriiliir (Berger, 2004; McDonald,
2005). Bd’in farkli sicaklik ve yagis rejimi gibi genis araliktaki ¢evre kosullarinda
yasayabildigi gdzlemlenmistir (Ron, 2003). Bd’in laboratuvar kosullarindaki en elverisli
gelisme sicakligl 17-25 derecedir. 28 derecede organizma gelisimi durur ve 29 derecede

yaklasik bir hafta i¢inde oliir (Longcore, 1999; Piotrowski, 2004).
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Sekil 2.9: Bulasici ve sesil bliylime asamalarini gésteren Batrachochytrium dendrobatidis’e ait
yasam dongiisii (Rosenblum vd., 2010).

2.2.3 Batrachochytrium Dendrobatidis Kokeni

B. dendrobatidis patojeni konak dinamigi goz Oniine alindiginda cevre faktoriindeki
degisimlerin etkisi altindayken daha fazla Gliimciil hale gelmistir (endemic pathogen
hypothesis (EPH) (Fisher vd., 2009). B. dendrobatidis’in kismi yayiliglar gosterdigi
yapilan ¢aligmalarla desteklenmistir. Bu salgiin yayilis yonleri (cepheleri) Avustralya,
Orta ve Giiney Amerika’da tanimlanmistir. Chytridiomycosis yayiliminin iki atasal
merkezi oldugu one siiriilmiistiir; Ilki Afrika disina uzanan ve yapilan Xenopus cinsi
olarak adlandirlan Afrika pengeli kurbaga tiiriiniin ticaretidir (Weldon, 2004). ikincisi ise
Kuzey Amerika’da Amerikan Bullfrog (Lithobates catesbeianus / Rana catesbeiana)
ticaretlerinin gerceklestirililyor olmasidir (Fisher ve Garner, 2007; Garner vd., 2006).
Fungusun ge¢misteki varliginin tespiti Afrika’daki 697 Xenopus tiiriiniin incelenmesiyle
Xenopus laevis tiirli tizerinde belirlenmistir ve ancak bu sayede B. dendrobatidis’in
Afrika kokenli oldugu hipotezini destekleyici tirden epidemiyolojik ispatlar
bulunmustur. Baska bir bakis acisiyla yapilan bu ¢alisma beraberinde Afrika’dan farklh

bolgelerde tespitinin saglandigi hastaligin ilk verisinden
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23 yil evvel B. dendrobatidis’in Afrika kitasinda var olmus oldugu ortaya ¢ikarilmistir
(Weldon, 2004).

Tim veriler incelendiginde B. Dendrobatidis fumgusunun giincel dagilisi alani
bilinmekte olan ve bilinemeyen hareketinden dolayr 20. yiizyil baslarinda tasiyici
olarak tanimlanan organizmalarin popiilasyon kaynagi bilinmemektedir (Fisher, 2009).
Morgan vd., 2007), Sierra Nevada bolgesinde amfibi tiirlerinin azalislar1 tizerinde
yapilan arastirmalarda NPH tezini destekleyici nitelikte sonuglar elde edilmistir.
Sonuglarin ~ goéstermis oldugu  disiik  seviyede cesitlilik,  amfibi konak
spesifikliginin olmayisi, fungusun genotipi ve cografya ile disiik korelasyon
gostermesi, tek fungusa bagli genotip, endemik kurbaga yok oluslar1 ve antropojenik
kaynakli fungus gog¢ hareketinin kanitlarini olusturur. Bunun yani sira endemizim
sayesinde (EPH), yerel olgekte canli gruplarinin yeniden birlesmesinde birtakim
farkliliklar bulmuslardir. Bu nedenle birlikte amfibi azaliglarini hastalik salgininin yani
sira endemizmin tek basma acgiklayamayacagini belirtmislerdir (Goka vd., 2009;
Walker vd., 2010) tarafindan desteklenen “yeni patojen hipotezi” ile “endemik patojen
hipotezi” arasinda bir kombinasyonlar mevcuttur ve bu kombinasyonlar salgin varligini
ve saligmin durumunu agiklar nitelikte bir hipotezi o6nermislerdir ve NPH B.
dendrobatidis’in Iberya’da ortaya ¢ikmasiyla tutarlidir yargisma varmuslardir. Ayrica
EPH benzer siiregler, hastalik gelisiminin populasyon diizeyinde olan sonuglarini
aciklamistir.

NPH benzeyen siireclerin ifade edilmesi (B. dendrobatidis’in Iberya biyomlarma girisi)
onun  EPH  benzeri  ¢evresel  kosullara  bagimli  oldugunu  bulgular
desteklemistir(Chytridiomycosis ~ olusumu).  B.dendrobatidis,  goriilmesi  gevre

kosullaria bagimli yeni bir patojen oldugu bildirilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Rana Tavasensis Arazi Calismalari

Tavas kurbagasi (Rana Tavasensis) Diinya'da yalnizca Giineybati Anadolu'da yasayan,
endemik bir tiirdiir. Akdeniz Bolgesi'nin Antalya, Burdur ve Isparta'y1 i¢ine alan bolgede
bu tir IUCN Kirmiz1 Liste olgiitlerine gore tehlikede (E) altindadir. Anadolu’nun
endemik bir tirt olan Tavas Kurbagasi, Denizli'nin Tavas ilgesinin Kizilcaboliik
beldesinin Cakiroluk konumunda tespit edilmistir. Yakin zamanda Elmali-Fethiye
arasinda bulunan Girdev goliinde yasayan kurbagalar da bu tiirden sayilmistir. Ancak

yapilan arazi ¢alismalarinda bu tiire rastlanamamustir.
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Sekil 3.1: Rana tavasensis daglim arenasi (http://maps.iucnredlist.org)

Giiniimiizde Tavas Kurbagasinin bu iki lokalitede bulundugu bilinmektedir. Tavas
kurbagasinin karakteristik 6zellikleriyse genel hatlariyla sirt bolgesinde acgik renkli bir
serit bulundurmasi ve bu seridin yan kisimlarinda goriilen lekelerin iri ve belirli bir

simetrik dizende dizilmesidir.
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Sekil 3.2:. Kuyruksuz kurbaga tiirii Rana tavasensis (Tavas kurbagas1) (Foto: U.C.
ERISMIS)

Fungal (B. dendrobatidis)- viral (FV-3) -patojenlerin tasiyip/tasimadigini tespit etmek
amactyla, 17 kuyruksuz kurbaga tiirlerine ait 6rnekler, tiirlin dagilim areasi1 dikkate
alinarak Mayis 2017 - Agustos 2019 yillar arasinda arastirma gezileri ile saglanmistir.

Her bir lokalitenin koordinat, yiikseklik, havadaki nemi, hava sicakligi, suyun sicakligi,
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suyun pH degerleri kaydedilmistir. Toplanan Rana tavasensis tiiriine ait érnek sayisi ve
ornek toplanan lokaliteler Cizelge3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1: Calismada degerlendirilen toplanan. Rana tavasensis orneklere ait esey sayilari.

Ornek Sayisi

Lokaliteler Toplanma Tarihi  Cografik Koordinatlari
38 99 1 P £
6 1 0 26.04.2017

1-Tavas 14 3 0 21.05.2018 20°  4'48.18"D

(Camlaraltr) 37°42'33.38"K
3 1 0 24.06.2019

2-Inceler 0 0 0 26.04.2017 29°31'15.96"D

37°41'46.95"K

13 2 0 21.05.2018
6 1 0 24.06.2019

Toplam 42 7 0

3.2.  Ornekleme

Chytridiomycosis tanisinda kullanilmak amaciyla 6rneklemler pamuk ug¢ bulunduran
swap ¢ubuklar1 (Medical Wire and quipment, MW 100-100; sourced from
Biomerieux) yardimiyla canlinmn deri yiizeyi iizerinden alinmistir. Islem 10 defa
kurbaganin dorsal (sirt) yiizeyine, 10 kez her iki koltukalt1 ve kasik bolgesine, 10 kez
ventral (karin) yiizeyine, 10 kez her kalganin alt tarafina ve son olarak 10 defa olmak
lizere ayaklarinmaltylizeyine siiriilerek yapilmustir. Swaplama teknigi
kullanmamizdaki sebep ise yilizey alanindan en fazla miktarda Orneklem
alinabilmesini saglamaktir ve negatif sonug verme ihtimali bu sayede minimum seviyeye
indirgenmektedir. Alinmis olan swap 6rnekleri 2,0 mL’lik sterile edilmis ependorf
tiiplere alinarak arazi sirasinda azot tanklarinda muhafaza edilmistir. Laboratuvar
ortamina getirildikten sonra analizlerin yapilacagi zamana kadar -20 derece’deki

sogutucularda saklanmstir (Kriger vd., 2006).
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Ranavirus tanisinda kullanilacak 6rnekler i¢in bulundurulan kaplar ig¢erisinde bulunan
epitel deri kalintilar1 alinarak %70’ lik etanol bulunan 2,0 mL’lik ependorf tiiplere
konulmustur. Ayrica arazi sirasi esnasinda 6lmiis hayvan 6rneklerinden 0,5 cm2’lik deri
ve kas pargalari da alinarak %70’ lik etanol bulunan 2,0 mL’lik ependorf tiiplere alinmis
ve arazi esnasinda azot tanklarinda saklanmistir. Laboratuvara getirilen 6rnekler sonraki

safhaada analizlerin yapilacagi zamana kadar -20 derece’de saklanmustir.

3.3. Laboratuvar Analizleri

Laboratuvar ortaminda gergeklestirilen ¢alismalar boyunca érneklerden almis oldugumuz
DNA orneklerini ve bu DNA’larin izolasyon kontrolii elektroforez ve Qbit cihaz
Olgtimleri, Real-Time PCR kullanilarak yapilmis ve sonuglarin degerlendirilmesi

asamasina gecilmistir.

3.4. Elektroforez Islemi

Bu islem sirasinda Bd ve Ranavirus tespiti i¢in yapilmis olan DNA izolasyonu
islemlerinin ardindan, izolasyon isleminin basariyla gergeklestirilmesinin ardindan
islemin kontrolii amaciyla elde edilen 6rneklerden bir kismi % 1°lik agaroz jel iizerinde

elektroforez islemi gergeklestirildi ve sonra UV 1s1k altinda goriintiilenmesi yapildi.

3.5. Qbit Ol¢iimleri

DNA izolasyonu isleminin gerceklestirilmesinin sonucunda elde edilen DNA miktarini
6l¢mek amactyla Qbit 2.0 flourometer (invitrogen) yardimiyla yiiksek hassasiyete sahip
DNA 6lgiim kiti kullanilarak ( Kit protokolii uygulanmistir ) 6l¢timleri yapilmistir.

3.6.B. dendrobatidis i¢cin DNA Izolasyonu

Alinmis olan swap ornekleri sayisi kadar 2,0 mL’lik vidali ve kapakli tiipler hazirlanarak

etiketlendi. Etiketlenmis her bir tlipe 30-40 mg 0,5 mm capindaki zirkonyum /silika
boncuklar konuldu. Sonra iizerlerine 50 uL PrepMan Ultra (Applied
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Biosystems #4318930) eklendi ve daha sonra swap ornekleri bulunan swap
cubuklarinin saplar1 kesilerek tiiplere konuldu Biitiin islemler tamamlandiktan sonra
tiiplerde bulunan o6rnekler BeadBug (Benchmark) cihazi yardimiyla 45 ila 60 saniye
boyunca 4000 rpm de homojenize edilerek mevcut zoosporlarin pargalanmasi saglandi
daha sonra ise kisa bir siireligine buz kiivetine alinarak sogutulmak iizere bekletildi.
Ardindan 6rneklerin bulundugu tiipler 13 000 xg de 30 saniye santrifiij edildikten sonra
homojenizasyon ve santrifiij islemleri yinelendi. Islemlerin ardindan tiiplerin kapaklar
22-23 numara sterilize igneler kullanilarak delindi. Kontaminasyon (bozunma)
olasiligini elemine etmek i¢in her numune igin ayri ayr1 sterilize igne kullanildi. Kapaklar
tizerinde delikler agilan orneklerin bulunmus oldugu tiipler 6zel tiip tutucularina
konularak 10 dakika siireyle kaynamakta olan su banyosunda bekletildi. Su banyosunun
ardindan alinan 6rnek tiipleri 2 dakika boyunca oda sicakliginda sogumaya birakildi ve
ardindan yiiksek bir hizda (~13 000 xg.) 3 dakika +4 derecede santrifiijii saglandi ve
olusan siipernatant toplanilarak qPCR islemi i¢in kullanilmak tizere 1/10 oraninda
sulandirildi (~5 ng/uL). qPCR c¢alismasinda DNA izolasyonu isleminden daha ileri bir
tarihte yapildigi durumlarda DNA Ornekleri etiketlenmis steril 0,5 mL’ lik tiiplerde -20
derecede muhafaza edilmistir ( Boyle, 2004).

3.7. Ranavirus i¢cin DNA Izolasyonu

Ranavirtis i¢in ¢aligmalar sirasinda 6rneklerin koyuldugu kaplardan epitel deri kalintilar
alinmistir. Numuneler izolasyonu yapilmak iizere %95 oraninda ethanol ihtiva eden
eppendorf tiipler igerisinde fiksasyonu saglanmistir. Sonrasinda tizerine 400 pL 6giitlicli
tamponu (0,1 M NaCl, 0,5M Siikroz, 0,1 M Tris, 50 mM EDTA, %0,5 SDS ) eklenmistir.
Homojenizator yardimiyla 60-70 sn boyunca 4000 rpm’de homojenize edilmistir. Elde
edilen homejanat 30 dk, 65 derecede inkiibe edilmistir. Ardindan 57 pL 8 M potasyum
asetat eklenmis ve 30 dk buz banyosunda bekletilmistir. Daha sonra 10 000 xg de 15
dakika boyunca santrifiij edilmis siipernatant yeni bir tiipe alinmistir. Daha sonra her bir
tiiptin tizerine 1ml buz soguklugunda %2100 etanol eklenerek hafifce karistirilmistir. Daha
sonra ise 10 000 xg de 15 dakika santrifiije edilerek DNA ¢oktiiriilmiis ve 50 uL TNE (6
mM Tris, 6 mM NaCl ve 0,2 mM EDTA) tampon ¢ozeltisi i¢cinde ¢oziindiiriilerek +4

derece ve - 20derece sicakliklar1 arasinda muhafaza edilmistir (Galli, 2006).
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4. BULGULAR

4.1. Real Time PCR Islemleri

4.1.1. Real Time PCR ile B. Dendrobatidis Tespiti

Real time PCR islemi sirasinda c¢alisilmakta olan Orneklerin tizerindeki DNA
yogunlugunun belirlenmesi amaciyla olusturulacak olan standart egri PrimerDesign
(Ingiltere) sirketinden temin edilen Bd DNA &rnegi 10’ar kat seyreltilerek standart

ornekler hazirlanmistir.

Cizelge 4.1: Standart 6rneklerin hazirlanmasi

Diliisyon Tiipleri DNA Kopya Yogunlugu
Standart 1 2x10° /pL

Standart 2 2x10%/uL

Standart 3 2x10° / uL
Standart 4 2 x 107 /uL
Standart 5 20 / uL
Standart 6 2 / uL

Pozitif kontrol amaciyla en yliksek yogunluga sahip olan Standart 1 6rneklemi her Rt-
PCR uygulamasi i¢in kullanildi. Negatif kontrol amaciyla da her Rt-PCR deneyi i¢in
DNA o6rneginin yerine DNaz-RNaz igermeyen sterilize edilmis su kullanildi. Izole
edilen DNA’lar B. Dendrobatidis’e spesifik primerler (evrensel fungus gen bolgesine ait)
ITS1-3 Chytr, 5.8S Chytr primerleri ve Chytr MGB2 TagMan probu kullanilarak gercek

zamanli polimeraz zincir reaksiyonu uygulamasi gergeklestirildi (Boyle, 2004).
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Cizelge 4.2 B. dendrobatidis tiiriine ait spesisik primerler.

Primer adx Niikleotid sekansi

ITS1-3 Chytr 29 baz 5’-CCTTGATATAATACAGTGTGCCATATGTC-3’

5.8S Chytr 22 baz 5’-AGCCAAGAGATCCGTTGTCAAA-3’

Chytr MGB2 15 baz 5’-6FAM CGAGTCGAACAAAAT MGNFQ-3’

B. dendrobatidis’e ait olup olmadigi bu teknik kullanilarak kolay sekilde es zamanh
bilgisayar goriintiileme sisteminde DNA miktar 6lgiimii gergeklestirilmektedir. Real
Time PCR agsamasinda DNA 6rnegi, B. dendrobatidis varliginin tespiti i¢in izole edilen
DNA ornekleri Bd’ye 6zgili Real time PCR isleminde reaksiyonlarin son hacimleri 20 p

L (15 uL RT-PCR + 5 uL DNA 6rnegi) olarak ayarlandi.

57



Cizelge 4.3: Bd tespiti i¢in yapilan gPCR i¢in kullanilmis olan malzeme miktarlari.

Kullanilan Malzeme Kullanmilan Miktar

2 X PrecisionTM MasterMix (PrimerDesign, Ingiltere) 10  uL X drnek sayisi

B. dendrobatidis’ e 6zel Primer/Probe (10 pikomol) mix 1 uL X 6rnek sayisi

DNAz ve RNAz i¢ermeyen steril su 4 uL x ornek sayisi
Toplam 15 pL X 6rnek sayisi
DNA 6rnegi (5 ng /uL) 5 uL

Reaksiyon Toplami 20 uL

Real-time PCR i¢in hazirlanan &rnekler 8°li 0,2 mL strip PCR tiiplerine konularak
yiizeyler seffaf seal bant ile kapatilarak karistmim homojenize olmasi ve tiiplerin
duvarinda kalma ihtimali olabilecek damlalarin dibe inmesi i¢in tiim tiipler vorteks/spin
cihaz1 (Bioneer, Kore) yardimiyla 2500 rpm de 5 saniye boyunca “hard” seviyede
calkalama ayarinda 20 saniye ve 20 tekrar olmak tlizere vorteks/spin edildi. Daha sonra
hazir olan tiipler Real-time PCR cihazinin (Bioneer exicycler 96, Kore) blogu tizerindeki
kuyucuklara konuldu ve daha sonraki asamada asagidaki protokol geregince cihaz

calistirildi.
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Cizelge 4.4: Bd tespiti icin gPCR amplifikasyon protokolii (PrimerDesign, ingiltere).

Déngii Sayis1  islem Basamag Siire Sicaklik

(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 Okunmasi - -

1 Tekrar Melting - 55°C-94°C

Biitiin 6rnekler igin qPCR islemleri 3’er defa tekrarlanarak yanlis, negatif ve hatali pozitif
sonu¢ verme ihtimalleri minimuma indirilmistir. PCR isleminden sonra Ct (cycle
treshold) degeri alinmis Orneklert %1,5 lik agaroz jel elektroforezinde DNA marker
kullanilarak yiiriitiildiikten sonra hedeflenen DNA 6rnegi boyutunun goriintiilenmesiyle

sonuglarin dogru olup olmadigi kontrol edilmistir (Annis, 2004).

4.1.2 Real Time PCR ile Ranaviriis Tespiti

Ranavirus varliginin tespitinde real time, quantification PCR (qPCR) uygulama islemi,
MCP (Major Capsid Protein) ve IE (immediately early) primerleri kullanilarak belirtilen
protokol kosullar1 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 igerigi
bulunmayan sterilize su ve 5 ul (25 ng) DNA) eklenmesiyle gergeklestirildi. Calisilan
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tiim orneklemlerin qPCR islemleri 3 kez tekrarlanarak yanlis negatif ve hatali pozitif
sonu¢ verme ihtimalleri minimum seviyeye indirilmistir. QPCR isleminden sonra Ct
(cycle treshold) degeri alinan 6rnekler %1,5 lik agaroz jel elektroforezi yardimiyla DNA
markerlar kullanilarak yiiriitilerek hedef DNA 6rnegi boyutunun goriintiilenmesiyle

sonuglarin dogrulugu kontrol edilmistir (Galli, 2006).

Cizelge 4.5: Ranavirus (FV-3) tespitinde kullanilan pimer dizileri (Galli et al. 2006).

Primer Ad1  Gen yeri Uzerindeki Nucleotide sequence

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

Cizelge 4.6: Ranavirus (FV3) tespiti i¢in gPCR amplifikasyon protokolii.

Siire
Déngii Sayis1  Islem Basamag (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 Okunmasi - -

1 Tekrar Melting -
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4.2. Rana tavasensis (Tavas kurbagasi)

2017- 2019 yillar1 arasinda Ege bolgesinde yapilan arazi ¢alismalarda, endemik tiir Tavas
kurbagas: iki farkli lokalitede (Camlaralti-Tavas, Inceler kasabasi) tespit edilmis, arazi

caligmalar1 ve miize metaryali ile toplam 44 Kirmizili kurbaga bireylerine rastlanmustir.

SR YIS yers ' { e T v
o AR~ o X el
W ) NN FVL B & -

Sekil 4.1: Tavas kurbagasi1 bireylerinin yakalandig: lokatileteler (U.C.Erigmis)

2 lokalitenin birinci yi1lda toplam 7 miize materyal, ikinci yilinda toplam 28 ergin birey,
licincli yilda 9ergin birey yakalanmustir. Ug yilin sonunda toplam 49 bireylerde Real
Time PCR yontemi ile fungal- viral (B. dendrobatidis, FV-3) patojenlerin varligi/yoklugu
aragtirtlmistir. Rana tavasensis tiirlinden swaplama ile alinan numunelerden DNA
izolasyon isleminden sonra Real Time PCR (RT-PCR) yontemi ile

B. dendrobatidis patojenin varligi/yoklugu arastrilmis, buna gore toplam 49 bireyin 3’
iinde (%0,6) B. dendrobatidis patojenini tagidigi tespit edilmistir. 2019 yilinda her iki

lokaliteden yakalanan Tavas kurbagalarinda fungal patojenin varligina rastlanmamustir.
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Cizelge 4.7: Lokalitelere gore Rana tavasensis tiiriine ait B. dendrobatidis patojenin varligi,
+Bd: pozitif

1-Tavas (Camlaralti 7/1 17/1 4/0 28/2 0.07
2- Inceler 0 15/1 6/0 21/1 0.04

Toplam 7/1 32/2 10/0  49/3 0.06

25

E]l ®m2

15 |

Birey Sayisi

10

o ] 1 |- Il 1 l 1
Bd(+) Bd(-) Bd(+) Bd(-) Bd(+) Bd(-)

Sekil 4.2: 2017-2018-2019 yillarina ait R. tavasensis populasyonlarinda B. dendrobatidis
patojenin varlik/yokluk dagilim grafigi: 1-Tavas Camlaralti, 2-Inceler
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Eqge - Akduniz Bolgesi Nt

Barmachochyrmium denduobaridis dadilime

3} 4

Sekil 4.3: R. tavasensis tiiriine ait 6rnekleri gosteren lokalite haritasi: 1-Tavas Camlaralti, 2-
Inceler

Iki populasyonlarinda sirayla toplam yakalanan 28 bireyin 2’sinde (%07) ve 21
bireylerden birinde (%0.4) fungal patojeni tespit edilmistir. iki popiilasyonda ayr1 ayri
fungal patojenin tagima orani karsilastirildiginda bir farklilik olmadig tespit edilmistir (
x? = 0.22; df:1; P0.06>0.05). Fungal patojenin yayginlig1 hava sicakligina bagli olarak
dagilim yapildiginda hava sicakligmin 24 °C - 32 °C daha fazla oldugu, 15 °C - 23 °C de
patojen yayginliginin daha az oldugu ,havadaki nem orani ile fungal patojenin dagilim
analizi iligskilendiginde % 42 - %85 arasindaki nem oraninda patojen yaygiligin fazla
oldugu suyun pH degeri agisindan s6z konusu patojen yaygimliginda baz ortamda

7.6 - 9.0 pH da dagilim sik oldugu asagida verilen grafikten anlasilmaktadir.

0.8

Bd Oran (%)

Sekil 4.4: Rana tavasensis populasyonlarinda B. dendrobatidis patojenin hava sicakligina bagl
yaygimlik frekans grafigi

63



Frekans

0.20 0,329

Sekil 4.5. Rana tavasensis populasyonlarinda B. dendrobatidis patojenin neme bagh yaygimlik
frekans grafigi.

0.29 0,39 oag 7.2 ° pH

Bd oran (%)

Sekil 4.6: Rana tavasensis populasyonlarinda B. dendrobatidis patojenin pH degerine bagl
yayginlik frekans grafigi.

Iki lokaliteden toplanan fungal patojeni tasiyan bireylerin Genomik Equvalans (GE)
degeri = Y =-0.2965X + 11.93 denkleminden faydalanarak hesaplanmis, lokalitelere
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gore GE’e ait ortalama, giiven araligi ( CI % 95) ve Ct degerleri ¢izelge lizerinde

verilmistir.

Cizelge 4.8:Tiire ait populasyonlarda genomik equvanat (GE) dagilim.

Lokalite =~ N Ct  GE Ort (GE)  CI(%095)
degeri
Camlarali 2 29.23 679.28 582.24 405.34 - 783.72
' 3256  485.56
inciler 1 3456 39256  392.56
[Toplam 3 519.13 326.52 - 770.23 |

Fungal patojenin varlig1 veya yoklugu tespit edilen Tavas kurbagasina ait lokalitelerin
hava sic, nem, yiikseklik ve suyun pH degerlerine baglilik durumunu ortaya koymak igin
uygulanan Temel Bilesen Analizi (PCA) ile elde edilen varyans (Eigenvalue) ve varyansa

katilma degerleri (% of variance) ise ¢gizelgede verilmistir.

S6z konusu c¢izelgeden anlasildig: tizere Temel Bilesen Analizi, ilk iki eksenin varyansi
1’den biiyiik olup, varyansa katilma oranlar1 %4’den biiyiiktiir oldugunu, Eksenl (PCA1)
varyansin %59.25’ sini, Eksen2 (PCA2) ise varyansin % 30.46° nii ilk iki eksenin toplami1
varyansin % 86.17’ ni karsiladig1 anlagilmaktadir.

Eksen 1’de analiz edilen parametrelerden hava sicaklii, nem orani ve suyun pH’ s1
yiiksek pozitif korelasyon, yiikselti ile ise yiiksek zayif pozitif korelasyon gostermektedir.
Eksen 2 ile ise yiikselti ile pozitif, hava sicakligi, nem orani ve suyun pH’ s1 ile yiiksek

negatif bir korelasyon gostermistir.

Cizelge 4.9:. PCA analizi sonucu ekolojik parametrelere eigenvalue, varyans ve kiimiilatif
varyans degerler

Kimilatif  varyans

Eksen Eigenvalue Varyans (%) (%)
PCA1l 3,47 069,54 99,25
PCA 2 2,75 30,46 86,17

Cizelgede Temel Bilesen Analizi sonucunda Eksenl (PCA1) varyansin % 66.23’ sini,
Eksen2 (PCA2) ise varyansin % 19.14 nii ilk iki eksenin toplami varyansin % 84.89’ sini
karsiladigi, elde edilen bu iki eksendeki lokalitelerin hava sicaligi, nem orant,
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tavas kurbagasinda fungal patojenin GE degerleri arasinda yiiksek pozitif korelasyon

(Pearson ve Kendall) katsay1 (r) degerlere sahip olacagi belirlenmistir.

Cizelge 4.10. Eksenler ile ekolojik parametreler (degiskenler) arasindaki korelasyon (Pearson
ve Kendall) katsayis1 (r) degerleri (N=29)

Degiskenler

Eksenler
Degisken Kodlar1 AEAL PCA2
H Hava 0.9293 -0.1564
N Nem 0.8489 -0.0415
PH Su ph 0.9299 -0.0220
ALT Yiikselti 0.2056 0.9779

Geoistatistik  yontemlerinden biri olan Bayesian enterpolasyon yontemi; bilinen
noktalardan almman verileri kullanarak, diger noktalardaki verilerin optimum
degerlerini kestiren bir enterpolasyon metod olup, haritalar yardimiyla Ege Bolgesi
(Denizli ve cevresi) kosullar1 dikkate alinarak, Yayginlik, Zoospor sayisi (GE), Ekolojik
Nis Uyum (ENU) haritasi elde edilmistir.

S6z konusu yayginligi izlem haritasinda Tavas Camlaralti enfeksiyonun bulagma riskinin

yogun oldugu lokalite olup, ancak ekolojik paparmetrelere bagl olarak ekolojik nis

uyumu Inceler populayonunda daha uygun oldugu anlasiimakatadur.
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Sekil 4.7: Tiire 6zgii lokalitelere bagli Bayesian enterpolasyonu ile Yogunluk, GE, ENU
mekansal dagilim analiz haritasi.
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4.3. Ranavirus [Frogvirus (FV-3]

Ucg yillik arazi ¢aligmas sirasinda Rana tavasensis tiirlerinde Ranavirus patojenin tespiti
icin MCP ve IE iki farkli gen bolgesi qPCR ile caligmistir. Yukarida soz edilen tiirlerden
ranaviriis izole islemi ile olasi ranaviriis DNA izolatlarinin her biri, gPCR islemleri ii¢
defa tekrarlanarak yanlis, negatif veya hatali pozitif sonu¢ verme ihtimalleri minimum
diizeye indirgenmistir. Bu ti¢ tekrarli ¢alismalarda pozitif olarak sonug veren 6rnekler
Ranavirus pozitif seklinde bildirilmistir, qPCR cihazindan bilgisayar goriintiileme
sistemine aktarilan Ct (cycle treshold) degerleri goz oniine alinarak érneklerin pozitif
veya negatif olduklar1 tespitine varilmistir. Yapilan RT-PCR analizleri sonucunda Rana
tavansensis bireyin 9’ iinda MCP primeri ile Ranavirus pozitif olarak belirtilmistir.
Ranavirus IE gen bdlgesine ait tespit caligmalarina ait veriler Cizelge 12’ de verilmistir.
Buna en yiiksek oran Camlaraiti diisiik deger ise Inceler lokalitesinde oldugu tespit

edilmistir.

Cizelge 4.11: B. bombina tiirtine ait populasyonlarda MCP ve IE primerleri gére Ranaviriis
patojenin varlig

N /(+MCP) N /(+IE) *N/(MCP+IE)
Lokaliteler

2017 (2018 (2019 2017 |2018 |2019
Camlaralt1 7/0 17/3 |40 |7/0 |17/3 [7/1 28/3
Inceler 0 15/1 |6/0 |0 15/1  6/0  |21/1

Top|am 7/0 32/4 10/0 7/0 %32/4 13/1

48/4
Prevalans o4 g *%12.5 %00 [0-00 lop 125 |07

Yillik

Toplam Prevalans  (49/4 % 0.4 49/5 % 10.2 % 14
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5. TARTISMA

Yasadigimiz ¢agin 6nemli ¢evre ve ekonomik alan sorunlari iginde iist siralarda yer alan
iklim degisikligi 6zellikle bizim cografyamizda sagliktan tarima hayatin pek ¢ok alaninda
negatif yonde etkiler olusturan son derece kompleks bir problemdir. Global 6l¢eke
yasanan iklim degisiklikleri maalesef biitiin canlilar1 olumsuz sekilde etkisi altina
almaktadir. Fakat, meydana gelen degisiklikler diinya iizerinde esit siddette seyretmedigi
gibi bireyden bireye de farkli sonuglar dogurmaktadir. iklim degisikligi neticesinde canli
saglig1 tizerine etkilerini arastirmak amaciyla yapilan calismalardan elde edilen
bulgulardan birisi de bir takim bulasict hastaliklarin vektorlerinin ve dagiliminin
degismesidir. Hastaligin ortaya ¢ikma olasiligi barindiran bolgelerde sicaklik artiginin
goriilmesi hastaligin yayilma mevsiminin degismesi, hastaliga bagli go¢lerin artmasi ve

hastaliklarin gériilme oraninin artmasina sebep olmaktadir.

Ulkemizde ise 30 kurbaga (14 Urodel, 16 Anur) ve 127 (10 kaplumbaga, 62
kertenkele ve 55 yilan) siiriingen tiirii hayatini devam ettirmaktedir. Ulkemizde
yasamlarini devam ettirmekte olan kurbaga tiirlerinin neredeyse tamami ve siiriingen
tiirlerinin yaklasik %67’si Diinya Tabiatt Koruma Birligi (IUCN) kirmizi listesinde
yerini almistir. Bu listeye gore, tilkemizde yasayan kurbagalarin %43’ diisiik oncelikli,
%17’si tehlike altina girmeye aday, %17’si tehlike altinda, %131 hassas ve %7’si kritik
olarak tehlike altinda kategorisinde yer almaktadir. %3’ii hakkinda ise yeterli bilgi
bulunmamaktadir.  Ayrica tiirlerin %80’ inin popiilasyonlar1 giderek azalmakta,

%17’sinin duragan ve %3 iiniin ise bilinmemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Diinya iizerinde yasauan anur tiirlerinde gozlemlenen azalmanin 6nemli sebepleri
olarak Chytridiomycosis hastaliginin etkeni B. dendrobatidis ve FV3 gosterilmektedir.
Tiirkiye’de bulunan 26 amfibi tiirii (3 anura ve 11 semender endemik tiirleri) IUCN
Kirmiz1 Listesi'nde yer almamasina ragmen (Int. Kyn. 2), Tiirkiye'nin Dogu Karadeniz
bolgesindeki amfibi yokoluslarinin nedenleri hala tam olarak anlasilamamistir (Bagkale

vd., 2013).

Tirkiye'nin hizli amfibi azaliglar1 genellikle agik ve kolayca tespit edilebilir fakat
kademeli olarak yasanan azaliglar uzun vadeli gézlemler yapilmadan anlasilmasi ve tespit
edilmesi zor disiislerdir. (Erismis, 2011; Baskale, 2013). Ron (2005) 'a gore,
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) Anadolu da yayildigi tahmin edilmistir, fakat
Bd’nin cografi dagilimi1 ve Tiirkiye’de ki kurbagalara etkisi tam olarak anlagilamamigtir
(Farrer vd., 2011; Int .Kyn .3). Daha 6nce, sadece iki ¢alisma Tiirkiye'de Bd dagilimi
tizerinde gerceklestirilmistir. Buna ek olarak, Levant yesil kurbagalarmn varligini
(Pelophylax bedriagae) bildirmistir (Go¢men, 2013). Son zamanlarda Bd’ nin Tiirkiye
Bat1 Anadolu Goller Bolgesinin giineybatisinda bulunan Beysehir Golii endemik tiirii
olan Pelophylax caralitanus, Pelophylax ridibundus, Hyla orientalis, Pseudepidalea

variabilis kurbagalarini enfekte ettigini bildirmislerdir (Erismis, 2014).
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Cizelge 6.1: Tiirkiye’deki Bd ¢aligmalar

Tiir Lokalite n  Pre GE Kaynak
Lyciasalamandra. atifi Fersin 30 - - Gogmen vd.
Lyciasalamandra. antalyana Hurma 30 - - Gogmen vd.
Lyciasalamandra billae Kale 30 - - Gogmen vd.
Lyciasalamandra irfani Goynik 14 - - Gogmen vd.
Lyciasalamandra yehudahi  Tahtalh 9 - - Gogmen vd.
Lyciasalamandra yehudahi  Gedelm 10 - - Gogmen vd.
Lyciasalamandra arikani Dagdibi 10 - - Gogmen vd.
Lyciasalamandra. I. Boldag 30 - - Gogmen vd.
Lyciasalamandra I. basoglui  Saklikent 30 - - Gogmen vd.
Lyciasalamandra. I. basoglui  Cevreli 31 - - Gogmen vd.
Lyciasalamandra. I. luschani  Karader 30 - - Gogmen vd.
Lyciasalamandra. fazilae Gokbel 30 - - Gogmen  vd.
Lyciasalamandra. Marmaris 30 - - Gogmen vd.
Pelophylax bedriagae Goynik 2 050 35 Gogmen vd.
Pelophylax caralitanus Golcik 9 11,1 20,4 Erismis
Pelophylax caralitanus Isikl 39 20,5 350, Erismis
Pelophylax caralitanus Egirdir 57 14,0 365, Erismis vd.
Pelophylax caralitanus Beysehir 20 32,1 264 Erismis
Pseudepidalea variabilis Cevreli 1 - - Gogmen vd.
Pseudepidalea variabilis Akoéren 13 23,1 30,6 Erigsmis
Pseudepidalea variabilis Golcik 7 14,2 10,8 Erismis
Pseudepidalea variabilis Tinaztepe 7 14,2 30,3 Erismis
Pseudepidalea variabilis Erkmen 9 22,2 30,2 Erismis
Hyla orientalis Akoren 6 16,7 20,8 Erismis
Hyla orientalis Golecik 3 - - Erismis
Hyla orientalis Erkmen 1 - - Erigmis
Pelobates syriacus Akoren 1 - - Erismis
Pelophylax ridibundus Akoren 14 42,9 50,7 Erigsmis
Pelophylax ridibundus Tinaztepe 11 18,2 40,8 Erismis
Pelophylax ridibundus Erkmen 15 13,3 40,8 Erismis
Rana macrocnemis Tinaztepe 3 - - Erismis
Triturus karelinii Golcik 6 - - Erismis
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Tiirkiye’de Gogmen (2013) tarafindan yapilan bir aragtirmada 12 bolgede olmak iizere
330 Lyciasalamandra tiiri, 2 Pelophylax bedriagae ve 1 Pseudepidalea variabilis ile
yapilan Bd tespit calismasinda Lyciasalamandra tiirlerinde ve Pseudepidalea variabilis
tiirinden Bd negatif sonug verirken, Pelophylax bedriagae’nin 2 6rneginden 1 tanesi Bd

pozitif olarak belirlenmistir.

Tiirkiye’de yapilan baska bir ¢alismada ise Goller bolgesi olarak adlandirilan bolge de
dahil olmak tizere 26 Agustos Milli Parkindan toplanan Pelophylax caralitanus, Pelobates
syriacus, Pseudepidalea variabilis, Hyla orientalis, Triturus karelinii, Pelophylax
ridibundus ve Rana macrocnemis, toplam 7 tiire ait 228 amfibi 6rneginden Bd tespiti
yapilmustir. 26 Agustos Milli Parkindan toplanan 6rneklerde tiirlere gore %8 ile % 29
oranlarinda pozitif veri elde edilmistir. Go6ller bolgesi ¢alismalarinda ise Beysehir golii
%32 pozitiflik ile en yiiksek infeksiyon oranina sahip oldugu belirlenmistir (Erismis,
2014).

Sonug olarak elde edilen veriler Tiirkiye tizerindeki tiir azaliglarinda ve yok olmalarda

patojenlerin etkisinin olup olmadiginin arastirilmasini zorunlu hale getirmektedir.
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