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ONSOz

Karin ve kiskaglar1 gida olarak tiiketilen ve diisiik kalorili bir protein kaynagi
olan kerevitin iilkemizdeki dogal tiirii Astacus leptodactylus’ tur. Kerevit eti, enerji
degerinin diisiik olmasi nedeniyle diyetetik bir 6zellik gosterir. Ayrica, sodyum,
potasyum, kalsiyum ve magnezyum gibi mineraller ile E ve K vitaminleri yoniinden
de zengin bir besindir.

Tiirkiye’nin dogal tatli su 1stakozu tiirii olan A. leptodactylus, 6zellikle Anadolu
disinda da genis bir dagilim alani olmasi ve ekonomik énemi bulunmasi nedeniyle
Avrupa’nin en popiiler tiirlerinden biridir. Giinlimiizde toplam kerevit iiretimi (1894
ton, 2002 verileri) 1980°1i yillarin yaklasik % 15°i dolaylarindadir. iznik golii (557
ton) ve Egirdir go6li (237 ton) ise en Onemli istihsal sahalarimiz arasinda
bulunmaktadir.

Aphanomyces astaci’den kaynaklanan Kerevit Vebasi Avrupa tathi su
1stakozlarin1 1900’lerin basindan itibaren etkileyerek Avrupa’daki stoklar1 tahrip
etmistir. 1980’li yillara kadar Tiirkiye’de problem yaratmayan hastalik, s6z konusu
etkenin Tirkiye’ye girisinin engellenememesi sonucu kendi tliriimiiz olan A.
leptodactylus tiiriinii de etkisi altina almustir.

Kerevit vebasi, Office International des Epizooties (O.I.LE)’de tatli su
kabuklularinin en 6nemli hastaliklarini olusturan liste 1 hastaligi olarak yer almakta
olup, Avrupa Birligi direktiflerinin 91/67 European Community Directive
(ECD)’inde izlenmesi ve bildirimi zorunlu kabuklu hastaliklar1 listesinde
bulunmaktadir. Ulkemizde 1 Nisan 2004 tarihinde ihbari mecburi hastaliklar
kapsamina alinmustir.

Ulkemizde kerevit vebasi hastaligi konvansiyonel ydntemler ile incelenmistir.
Ancak kerevit vebasmnin teshisinde Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PZR)
kullanimina yénelik herhangi bir veri bulunmamaktadir. Thbar1 mecburi bir hastalik
olan kerevit vebasinin teshisinde kisa siirede ve duyarli tekniklerin rutin teshis
laboratuarlarinda kullanilmas1 énemlidir.

Bu arastirmada iilkemizdeki en biiyiik kerevit stoklarmin yer aldig1 iznik ve
Egirdir gollerinde ileri tam1 yontemleri kullanarak kerevit vebasi hastaliginin
varliginin arastirtlmasi hedeflenmistir.

Arastirma, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri birimi
(VTF 07019 numarali proje) ve Tarim ve Koyisleri Bakanligi Tarimsal Arastirmalar
Genel Miudiirliigii (TAGEM: HS/02/08/138 numarali proje) tarafindan desteklenerek
gergeklestirilmistir.
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1.GIRIS

Tatli su 1stakozu olarak da bilinen kerevitler (crayfish),  Astacidea
familyasindan olup i¢ sularimizda yaygin olarak bulunurlar. Ortalama omiirleri 5 ile
20 yildir. Bataklik ortaminda hizli gelisme kabiliyetine sahip olup, 4-5 yilda boylari
10-12 cm uzunluga ve agirliklar: ise 75-100 g’a erisir. Su sicakligina bagli olarak
Ekim-Kasim aylarinda c¢iftlesen kerevitlerden temmuz aylarinda yumurtalar agilir

(Anonim 2 2008).

Sekil 1.1. Bir kerevitin morfolojisi (Anonim 2 2008).

BiR KEREVITIN MORFOLOJiSI

Kiskag
Arten
Yeme ayagl
iz Feoatrum
Bag
Yiirylis ayad
s
Segment
Harn
Telson
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Resim 1.1. Yumurtalarini tagtyan anag¢ kerevit (Anonim 2 2008).

Kerevitler omnivor canlilar olup en ¢ok tercih ettikleri hayvansal besinler
sudaki bocek larvalar, kiiglik omurgasiz canlilar, balik yavrular1 ve taze balik
lesleridir. Bitkisel besinlerden ise sularda dogal olarak bulunan su bitkileri ve
clirimeye yiiz tutmus bitki artiklarini tercih ederler. Yumurtalarini karin altlarinda

tasirlar (Anonim 2 2008).

Ciftlesmeleri ise kisa bir siire i¢in ters “Y” seklini almalari ile miimkiin olur.

Resim 1.2. Astacus leptodactylus tiiriinde ¢iftlesme (Anonim 2 2008).




Kerevitler dogal olarak bulunduklari tatl su alanlarinda ekolojik dengenin birer
parcasi halindedirler. Beslenme 6zellikleri bakimindan omnivor olmakla birlikte su
diplerindeki organik parcaciklari da kullanabilirler (Huner 1994). Ayrica, her tiirlii
organik materyalin islenmesinde oynadiklar1 6nemli rol nedeni ile ekosistemde enerji
dengeleri tizerinde etkindirler (Hessen ve ark 1993, Wallace ve ark 1997, Zhang ve
ark 2003). Ayrigsmakta olan materyaller lizerinden beslenen, su diplerindeki organik
parcaciklarin islenmesi ve mineralizasyonunda, i¢ su ¢esitliligi ve partikiil organik
madde birikiminde 6nemli etkileri bulunan bu canlilar i¢in “ekosistem miihendisi”
benzetmesi yapilmaktadir (Zhang ve ark 2004). Kerevitler ekosistemde oynadiklari
bu roller nedeni ile durgun ve akarsu habitatlar1 i¢in anahtar tiir olarak
goriilmektedirler (Hogger 1988, Momot 1995, Nystrom 2002). Ortamdan yok
olmalar1 veya yeni bir ortama sokulmalar1 sucul ekosistemler iizerinde ¢ok ciddi

etkiler dogurabilir (Matthews ve Reynolds 1992, Nystrom ve Strand 1996).

Viicudun bolgeleri soyle 6zetlenebilir:

Bas Bolgesi: Bas bolgesi lizerinde sapli gozler harig, 5 ¢ift ekstremite vardir.
Bunlardan bir cifti kisa anten, bir ¢ifti de uzun antenlerdir. Kisa antenlerin her biri
protopodit denen bir gévdeye sahip olup, bunun iizerinde de endopodit ve exopodit
adr verilen iki uzanti vardir. Uzun antenler {izerinde de yine bir endopodit ve bir
exopodit adr verilen iki uzant1 vardir. Ayrica uzun antenlerin kaidesinde, disariya
acilan ve bosaltim organi olarak vazife goren birer delik bulunur. Bas bolgesinde yer
alan diger 3 ¢ift ekstremite ise, ag1z pargalaridir. Bunlarin bir ¢ifti mandibiil, bir ¢ifti
birinci ¢eneler (maxillul), bir ¢ifti de ikinci ¢eneler (maxil) olarak bilinirler (Anonim

2 2008).

Torax Bolgesi: GoOgiis bolgeleri sekiz segmentten meydana gelmistir.
Bunlardan ilk {i¢ii iizerinde ¢ene ayaklari denen maksillipedler bulunur. Bunlardan
sonra gelen 5 posteriyor segment iizerinde ise yiirime bacaklari denen pereipodlar
bulunur. Bunlardan birinci ¢ifti olusturanlar digerlerine nazaran daha kuvvetli
geliserek pens denen chelipedleri meydana getirmislerdir. Yine bunlarin ikinci ve

ticlincii ¢iftlerinin uglarinda da ¢ok zayif gelismis kiiclik pensler bulunmaktadir.



Dordiincii ve besinciler ise uglarindaki kii¢iik penslerle sonuglanirlar (Anonim 2

2008).

Abdomen Bolgesi: Abdomen veya karin bolgesi denilen viicudun posteriyor
kismi alttan ve iistten belirgin sekilde segmentlidir. Bu bolge, birbirleri tizerinde
hareket eden 6 segmentten meydana gelmistir. Ayrica, son kisminda telson denilen
bir kuyruk bélgesi bulunur ve aniis bunun ventralinden disar1 agilir. Abdominal
bolgedeki segmentlerin her birinde 4 ayr1 parca bulunur. Bunlardan dorsaldekine

tergum, ventraldekine sternum ve yanlardakine pleura ad1 verilir (Anonim 2 2008).

Sekil 1.2. Kerevitin longitudinal kesiti (Anonim 2 2008).

Hepatopankreas Orta Bagusak Seloamu

Flalp Haemopoitils doloua

Arlea bagwrsalc VWentral sindr Fordua

Orta bagusalc

S Osephagus

Kerevitler i¢ sularimizda ekonomik degeri yiliksek olan kabuklular olup
Anadolu’nun bir¢ok gol, baraj golii ve akarsularinda dogal olarak bulunurlar. Tatl
sularimizdan pinterlerle avlanan kerevitler satisa kadar havuzlarda bekletilir ve alici
firmalara satilir. Buradaki kerevitler boy 6lgme islemlerine tabi tutulduktan sonra
toplama havuzlarina nakledilirler. Kerevitler pazarlanincaya kadar bu havuzlarda
sirkiile eden su i¢inde saklanirlar. Buradan ya canli ihrag edilir ya da islenmek iizere

isletmelere sevk edilirler (Harlioglu 1996).

Kerevit, Tiirkiye’de; Aksehir, Apa, Beysehir, Civril (Isikl), Eber, Egirdir,
Golciik, Golmarmara, Iznik, Manyas, Mogan, Sapanca, Terkos ve Uluabat
(Apolyont) Gol’leri; Keban ve Seyhan Baraj Gol’leri; Tunca Nehri; Cori, Gelemen
ve Mili¢ Caylari’nda; ayrica pek ¢ok gol, golet ve akarsuda bulunmaktadir (Rahe ve
Soylu 1989). Tiirk kerevitinin su anda iilkemizde yetistiriciligi yapilmamaktadir
(Harlioglu 2004).



1986 yilindan sonra ozellikle kerevit vebasinin goriilmesi, asir1 avlanma ve
cevre kirlenmesi nedenleriyle stoklar giderek azalmistir (Matthews ve Reynolds
1990, Kusat ve Bolat 1995, Harlioglu ve Holdich 2001). Kerevit vebasinin
goriildiigi su kaynaklarimiz; Aksehir, Beysehir, Civril, Eber, Egirdir, G6lmarmara,
Iznik, Manyas, Mogan, Sapanca ve Uluabat Gol’leridir (Baran ve Soylu 1989, Rahe
ve Soylu 1989).

Tiirkiye de dahil olmak iizere Avrupa’nin tamaminda Astacus cinsine ait tatlisu
1stakozlarinin tahrip olmasinin temel nedeni ¢ok hizli yayilmasi ve yiiksek mortalite
ile seyretmesinden Otiiri Aphanomyces astaci olarak gosterilmektedir (Baran ve
Soylu 1989, Oidtmann ve ark 1999).

Kerevit vebasi etkeni olarak bilinen A. astaci, tatli su 1stakozlarinin en tehlikeli
ve yiiksek infeksiyoziteli bir parazitik mantar tiiriidiir (Koksal 1988). A. astaci’ nin
Amerikan tiiri disinda diinyadaki tiim tatlisu istakozu tiirlerini infekte etme
yeteneginde oldugu ve %100 6liime yol agarak populasyonlar1 6nemli diizeyde tahrip
ettigi bilinmektedir (Alderman ve Polglase 1986, Rantamaki ve ark 1992). En
duyarl tiir Avustralya kerevitleridir (Office International des Epizooties-O.1.E 2003).

Amerika kokenli olan Pacifastacus leniusculus ve Procambarus clarkii tiiri
kerevitler, yogun stres altinda bulunmadiklar1 siirece kerevit vebasina direngli tiirler
olarak bilinirler (Thompson 1990). Bu 6zellikleri yiiziinden, bu tiirler 21 Avrupa
iilkesinde, kerevit vebasi nedeni ile azalan stoklar1 desteklemek i¢in yerlestirilmistir
(Lowery ve Holdich 1988; Westman ve Westman 1992). Ancak, bunlar sonradan,
yarattiklar1 sorunlar nedeni ile isgalci olarak nitelenmeye baslanmislardir (Bubb ve

ark 2004).

A. astaci, oncelikle Avrupa’daki tatlisu 1stakozu populasyonlarinda (Astacus
astacus, Austropotamobius pallipes) eliminasyona yol agmistir. Bu parazitik mantar
tiiriine iliskin ilk rapor 1860’da Italya’dan gelmis ve buradan Orta Avrupa ile

Finlandiya ve Isve¢’e kadar ulasmustir (Cerenius ve Soderhill 1984). Daha sonra



1971°de Norveg, 1981°de de Ingiliz Adalarinda s6z konusu etkenin varligi rapor
edilmistir (Alderman ve Polglase 1986). Avrupa tatli su 1stakozu stoklarinin son
derece olumsuz etkilendigi ve elimine oldugu dénemde Tiirkiye bu iirlinden 6nemli
ekonomik yararlar saglamistir ve 1984 yilina kadar da herhangi bir problemle
karsilasmamustir. Tirkiye, 1984 yilinda kendine 6zgii tiir olan Astacus leptodactylus
ile 7936 tonluk Onemli bir iretim saglamistir (Cerenius ve Soderhidll 1984,

Rantamaki ve ark 1992).

Tiirkiye’de kerevit ismiyle de bilinen tatli su istakozu diinyada 1830’lu
yillardan sonra Onemli bir ticari liriin ya da liks bir gida maddesi olarak
degerlendirilmesine ragmen, Tiirkiye’de ise ancak II. Diinya savagindan sonra su
iirlinleri icerisinde Onemli ihrag¢ iriinleri arasina girmistir (Kusat ve Bolat 1995,
Harlioglu 2004). Ulkemiz i¢ sularida 1988-1997 yillar1 arasinda elde edilen tath su
1stakozunun miktarlari ile dondurularak ihra¢ edilen kerevit miktarlar1 Cizelge 1.1. de

verilmistir (Devlet Planlama Tegkilat1 2002).

Cizelge 1.1. 1988-1997 yillar1 arasinda Tiirkiye i¢ sularindan elde edilen tathi su

1stakozunun (kerevit) miktarlari ile ihra¢ edilen dondurulmus kerevit miktarlari.

Yil 1988 1989 (1990 |1991 1992 1993 1994 (1995 1996 1997
Uretim 1801 | 986 542 320 324 404 524 551 850 1100
(ton)
Dondu 321.7 |148.8 |152.2 |153.9 |157.8 |80 113.2 | 34.2 324.2 397
rulmus
(ton)

Hastaligin bazi Avrupa {ilkelerindeki durumu ise Cizelge 1.2. de verilmistir

(Anonim 1 2008).



Cizelge 1. 2. A. astaci’nin baz1 Avrupa tilkelerindeki yayginligi (Anonim 1 2008)

*Hastaliga Duyarli kerevit tliri bulunmayan yerler.

Ulke Yok | Bildirilmedi Nadir Lokal Yaygin Cok
Yaygin

Danimarka X
Estonya X

Rusyanin X
Avrupa
yakast

Finlandiya X

Faroe X
adalarr*®

Almanya X
Greenland* | X
Izlanda* X
Letonya X

Litvanya X
Norveg X
Polonya X
Isveg X
Tiirkiye X

Hastalikta bulagma sudaki zoosporlarin alinmasi sonucu olusur. Sporlar
sularda yaklasik 5 giin kadar canli kalabilirler. Hastalik suyun akis yoniinde hizli,
akis yonii tersinde yavas yayilmaktadir. Hastaligin yayilmasinda su 1sis1 ve alinan
zoospor miktar1 etkilidir. Etken genellikle kontamine ekipmanlarla taginir. Ayrica
baliklarin hareketlerinin hastalig1 bir bolgeden digerine tasidigina dair veriler de

vardir (Oidtmann ve ark 1999).

Hastaligin konvansiyonel yontemlerle tanisi; klinik semptomlar, etkenin besi
yerindeki iireme Ozellikleri, hyphal yapisi ve sporlanma sekli goz Oniinde

bulundurularak gergeklestirilir (O.I.E 2003).

Oomycete’nin Saprolegniales takimina dahil olan A. astaci, grubunun 6zelligi
olarak sucul yasama ¢ok iyi adapte olmustur (Yavuzcan 2002). Oomycetales

morfolojik bakimdan benzerlikler gosteren c¢esitli  tiirleri  kapsamaktadir.



Aphanomyces cinsinde, zoosporangia (aseksliel iireme donemi) miseloiddir
(Alderman ve ark 1987). Bu cinste karakteristik olan hifal segment iceriginin tek
siralt primer sporlara doniisiimii ve daha sonra sporangium ucunda cluster (spor

toplar1) olusturmak iizere disar1 ¢ikmasidir (Cerenius ve ark 1988).

Resim 1.3. A. astaci’ye ait spor kiimesi fotografi (Diéguez-Uribeondo 1997)
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A. astaci’de spor bosalimi akiloiddir ve aplanospor olan ilk spor doneminin
sporangial ugta kist haline ge¢cmesi muhtemelen baskilanmis saprolegniéz primer
zoosporunu temsil eder. A.astaci’de zoosprorangium yerine sporangium terimi,
primer zoospor yerine de primer spor terimleri kullanilmaktadir. Ciinkii flagellali
primer spor bulunusuna dair herhangi bir kanit yoktur (Alderman ve Polglase 1986,

Alderman ve ark 1987).

Basit olarak, fungal parazitin infekte edici birimi, zoosporlardir. Zoosporlar hifa
icinde tek sira primer spor olarak olusur ve daha sonra hifal ugtan itilerek ¢ikar. Bu
cikistan sonra primer sporlar kistlesir ve birbirine tutunarak bir cluster olusturur.
Belli bir dinlenme periyodunun sonunda primer kistlerden iki flagellali sporlar
tesekkiil eder. Bunlar aktif olarak yiizme yetenegindedirler ve spesifik olmaksizin
kendi konakg¢isina dogru kemotaktik bir yonlenme gosterirler. Kisa bir zaman sonra
zoospor yiizme islemini sonlandirir ve sekonder kist olusturur. Sekonder kistler ya
zoospor olusturur ya da penetrasyon yapisi olusturmak i¢in ¢imlenir. Penetrasyon
yapisi, tatlisu istakozu kiitikulasini yiiksek kapasitede bozabilen enzimler salgilar

(Unestam ve Weiss 1970, Yavuzcan 2002).



A. astaci’nin uygun besi yerinde biiyiiyen kolonileri renksizdir. Hifalarin,
agar kiltlirlindeki ve tath su istakozu dokusundaki boyutu ve goriintiisii aynidir.
Vejetatif hifalar septasizdir. Geng, aktif olarak biiyiiyen hifalar yogun, kaba graniiler
yapiya sahipken daha yaglh hifalar vakuolerdir ve i¢i bos goriinebilir (Alderman ve
Polglase 1986, Alderman ve ark 1987, Koksal 1988).

Resim 1.4. A. astaci’ nin makroskopik goriintiisii (Anonim 1 2008)

Agarda aktif olarak biiyliyen tallus veya tallusun bir kismi distile suya transfer

edildiginde 20 0C’de 15-18 saatte sporangia olugsmaktadir. Sporangial yap1 degisken
olabilir (Alderman ve Polglase 1986, Alderman ve ark 1987, Kdoksal 1988).

Gelisen sporangia igerisinde sitoplazma bir seri oval olarak uzunlagsmis birime
boliiniir. Bu, baslangicta protoplazmanin iplik iplik olmasi ile baglantilidir.
Sitoplazmik birimler bosalmaya kadar ve ¢ikisa kadar oval, uzamis olarak kalir.
Primer sporlar sporangiumun ucundan hizla bosalir ve sporangial ugta birikir. Bu
durum sicakliga baghdir. Her bir primer spor sferiktir ve diger Aphanomyces
tiirlerine gore oldukca az sayidadir (Alderman ve Polglase 1986, Alderman ve ark

1987).



A. astaci yapay besi yerinde ve laboratuvar kosullarinda daha iyi gelisir.

Uygun konakcisinin yoklugunda dogal kosullarda uzun siire canli kalamaz. Etken,

hem kiiltiirde hem de infekte kerevitte 60 0C’ de kisa siirede oOliir. —20 0C de ya da
daha az sicaklikta 48 saat ya da daha fazla canli kalabilir (Oidtmann ve ark 1999 ).

A. astaci’den kaynaklanan hastalikla miicadelenin zorlugunun yani sira etkeni
izole etmede de bazi zorluklar vardir. Sekonder infeksiyonlardan ileri gelen firsatci
bakteriler izolasyonu zorlastirmaktadir. Fungusun yavas gelismesi ve bakteri
kontaminasyonu en Onemli problemlerdendir. Etkenin izolasyonundaki bu tiir

problemler de ¢aligmalara belirli bir diizeyde engel getirmektedir (Yavuzcan 2002).

Amerikan tatlisu istakozlari; Orconectes limosus, Pacifastacus leniusculus ve
Procambarus clarkii bu fungusa karsi dayanikli ve kismi ya da tamamen

asemptomatik tastyicidirlar (Koksal 1988).

Tiirkiye’ye 6zgii tiir olan A. leptodacylus’ un da dahil Avrupa istakozlari ise;
Astacus astacus, Astacus pachypus, Astacus torrentium ve Austropotamobius pallipes
son derece yiiksek seleksiyon baskisina ragmen direncli generasyonlar olusturma
yeteneginde degildir (Koksal 1988). Kerevit vebasi sadece kerevitleri etkiler ve dogal
olarak diger kabuklularda goériillmez. Ancak bir tiir Cin yengeci olan Eriocheir

sinensis deneysel olarak infekte edilebilmistir (O.1.E 2003).

Infekte tath su istakozlari infeksiyonun belirtilerini gdsterebilecegi gibi hig
semptom gostermeyebilir (Koksal 1988). Ancak infekte bireylerde o&zellikle
abdominal bolgede melanize noktalar ve ekstermite kayb1 goriildiigii bildirilmektedir
(Cerenius ve Soderhdll 1984). Fokal kahverengi-siyah melanizasyon alanlari ve
kaslarda fokal beyazimsi renk degisikligi etkenin en iyi semptomlarindan

sayilabilmektedir (O.LE 2003).
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Resim 1.5. A. astaci siipheli bir olgudan alinan goriintii (Anonim 1 2008).

Hastaligin makroskopik muayeneler ya da smear yaparak identifiye edilmesi
imkansizdir. Ciinkii Saprolegniaceae’larin ¢ogu iiyeleri benzer 6zellikler gosterir.
Kesin tani i¢in molekiiler yontemler kullanilmali ya da daha spesifik izolasyona

gidilmelidir (O.LE 2003).

Ayiricr tanida dikkat edilmesi gereken diger bir hastalik Porcelain infeksiyonu
ya da Thelohanisasis’dir (bir mikrosporium infeksiyonu). Ancak burada infekte
hayvanlarin kaslarinda parlak beyaz renk degisimi goriliir. Burada kaslarin
incelenmesinde ¢ok sayida ve kiigiik sporlar géze ¢arpar. Ayrica hastaligin gelismesi

aylar alir (O.L.E 2003).

Ayrica etkilenen istakozlarin hareketlerinde koodinasyon bozuklugu, yavas
hareket etme, su yiizeyine ¢ikma, sirt iistii devrilme, sirt kabugundan tutularak sudan
disartya ¢ikarildiklarinda makaslarin ve bacaklarin felg nedeniyle asagiya dogru
sarkmasi, kuyrukta hareketsizlik, suyu terketme gibi davramis bozukluklar1 da
goriilebilir (Cerenius ve Soderhdll 1984, Oidtmann ve ark 1999). Ancak klinik
semptomlarin higbir diagnostik degeri yoktur (O.L.LE 2003).

A. astaci’nin, hastaligi yayan sporlarinin konak bulamadigi taktirde bir kag

giin kadar yasayabildigi bildirilmistir (Huner 1994). Yetistiricilik {initelerinde

hastaligin gozlenmesi durumunda havuzlardaki tiim kerevitlerin ¢ikartilarak imha
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edilmesi ve bos havuzun bir ka¢ giin bekletilmesinin sporlarin da 6liimiine neden
olacagi ve bu sayede hastalik etkenini pratik bir sekilde elimine etmenin miimkiin
oldugu ifade edilse de (Huner 1994) bu uygulamayi, genis dogal su alanlarinda
yapabilmek pratikte miimkiin degildir. Ayrica bu ¢ok degerli iiriinliin s6z konusu
hastaligin1 tedavi etmek ve stoklarni iyilestirmek igin yapilabilecekler smirhdir.
Heniiz bu hastaliga kars1 kesin etkili bir ila¢ veya kimyasal madde belirlenmemistir.
En akilci ¢6ziimiin dogal su iinitelerine saglikli tath su 1stakozu yavrularini stoklamak

oldugu diisliniilmektedir (Kusat ve Bolat 1995).

Kerevit vebasindan korunmada akvaryum suyuna 5g/litre dozunda Magnesium
Chloride hexahydrate (MgCl,.6H,0) eklenebilecegi yoniinde bilgiler yer almaktadir
(Anonim 1 2008). Yine A. astaci’nin yiiksek patojenik yapisina ragmen etkene karsi
cesitli profilaktik Onlemler; elektrikli bariyerler (Jones ve Buller 2001),
dezenfektanlar (Alderman ve Polglase 1986) ve infekte bolgelerde avciligina iligkin
sik1 uygulamalar 6nerilmektedir. Kontamine malzemeler (ag v.s), sodyum hipoklorit
ve iodoforlarla dezenfekte edilmeli veya 24 saatten daha uzun bir siire iyice
kurutulmalidir. Korunmada Onerilen yontemler tartigmaya agik konular olmakla
birlikte esas olan nokta etkenin tatli su 1stakozu icin obligat oldugu ve bu canli

bulunmadig siirece yasayamayacagidir (O.1.E 2003).

Kerevit populasyonlarinin korunmasi ve yonetimi genel olarak, her ortam i¢in
gecerli bir koruma ve yoOnetim stratejisi uygulayarak saglanabilir. Bir ortam igin
uygun olan bir koruma ve yOnetim stratejisi ortamlar arasindaki ¢esitli farkliliklardan
dolay1 diger bir ortam i¢in uygun olmayabilmektedir. Bu nedenle, herhangi bir
koruma ve yonetim stratejisi  belirlenmeden 6nce o populasyonu ilgilendiren
ekolojik, ekonomik, hatta sosyal faktorlerin detayli bir sekilde arastiriimasi

gerekmektedir (Yavuzcan 2002).

Hastaliktan korunmada, hastaligin eradikasyonunda ve yayilmasinin
engellenmesinde egitimin rolii de c¢ok Onemlidir. Hastaligin tabiati hakkinda
bilgilendirilmis yetistiriciler, sinir bolgelerinde bilgi iceren brosiirlerin dagitilmasi,
medyanin rolii, okullardaki egitim, ilgili gruplar igeren yogunlastirilmig projeler bu

kapsamda degerlendirilebilir. Ayrica etkili yollardan biri de hastaligin tasiyicisi
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konumunda olan Amerikan kerevitlerinin yayilmasmin engellenmesidir. Bazi
iilkelerde bu tiirlerin stoklanmasini yasaklayan ya da izne tabi tutan diizenlemeler
olmakla birlikte, pek c¢ok iilkede bu tiirlerin ithalati kesin ¢izgilerle yasaklanmigtir

(Anonim 1 2008).

Hastaliktan korunmada mutlaka g6z 6niinde bulundurulmasi gereken bir diger
unsur ise akvaryumculuk sektoriidiir. Siis amagl satis1 yapilan ve kerevit vebasinin
tastyicist durumunda olan Amerikan kerevitlerinin tatl su kaynaklarina ulagsmasi yeni
bir kerevit vebasi salginin1 dogurabilir. Bu sebeple akvaryumculuk sektoriiniin ¢ok
iyi denetlenmesi ve Amerikan kerevitlerinin iilkeye girmesinin engellenmesi

gerekmektedir (Saglamtimur 2007).

Ulkemizde kerevit vebasi etkeninin izolasyonu ile ilgili smirli sayida ¢aligma
yaptlmistir.  Yurdumuzda konu ile ilgili olarak Koksal (1988), Baran ve Soylu
(1989), Tiirk kerevit stoklarinda A. astaci’nin identifikasyonu ile ilgili ¢alismalarda
bulunmus ve hastaligi konvansiyonel yontemler kullanarak teshis etmistir. Timur
(1990), Tiirkiye’deki baz1 gollerde kerevit vebasinin varligini arastirmis, hastaligin
varligimi  konvansiyonel yontemlerle ortaya koymustur. Yavuzcan (2002), Mogan
goliinden A. astaci’nin konvansiyonel yontemlerle izolasyonunu yaparken, etkenin
patojenitesinin haemolymph kalsiyumu ve su sertligi ile iligkisini arastirmistir.
Harlioglu (2007), 1970’li yillarda Tirkiye’nin Avrupa’nin en Onemli kerevit
saglayicist durumunda iken giiniimiize gelindiginde bu konuda oldukca geriye
diismesinin sebeplerini arastirmig ve bunu sularin kirlenmesi ve kerevit vebasi ile
iliskilendirmistir. Ayni arastirmaci farkli bir ¢alismada (2007), yabanci kerevit
tiirlerinin iilkemizde stoklanmasinin getirebilecegi muhtemel riskler ile ilgili olarak,
ozellikle Amerikan kerevit tiirlerinin A. astaci tasiyicist olduklarmin Onemini

vurgulamis ve bu tiirlerin yerli tlirlimiiz a¢isindan tehlikelerine dikkat ¢gekmistir.

Diger taraftan diinyada A. astaci’nin konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle
teshisinin yapildigina dair daha fazla sayida calisma bulunmaktadir. Unestam ve
Weiss (1970), tatli su istakozu ile A. astaci arasindaki konak-parazit iligkisini
incelemislerdir. Hall ve Unestam (1980), A. astaci lizerine fungisidlerin etkisini

arastirmig ve malasit yesilini en etkili fungusid olarak belirtmistir. Persson ve
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Soderhall (1983), tatli su 1stakozu Pacifastacus leniusculus’un A. astaci’ye karsi
direnci {lizerine arastirmalar yapmis, farkli bir arastirmada ise (1987) aym
arastirmacilar, haemocyt sayisinin tath su 1stakozu Pacifastacus leniusculus’un A.
astaci’ye kars1 direncindeki roliinii incelemistir. Alderman ve Polglase (1986), A.
astaci’ nin izolasyon ve kiiltliri lizerine g¢aligmalar yiiriitmis, 6zellikle etkenin
laboratuvar kosullarinda {iiretilmesi yoniinde bilgiler elde etmistir. Matthews ve
Reynolds (1990), Irlanda’daki kerevit stoklarinda A. astaci’nin olusturdugu klinik
belirtiler ile ilgili ¢alismalar yiirlitmiis, hastaligin her zaman klinik belirti
gostermedigini ortaya koymustur. Rantamaki ve ark (1992), yapmis olduklari
calismada MgCl, uygulamasinin A. astaci’nin bulasmasini onlemede etkili oldugu
sonucuna varmig ve gol suyuna ilave edilmesi gereken MgCl, miktarlarini
saptamistir. Holdich ve arkadaslar1 (1999), yaptiklar1 ¢alismada Avrupa’nin bazi
bolgelerinde yerli kerevit populasyonunun A. astaci ’ye baglh olarak yok oldugunu,
yerlerini kerevit vebasina direngli Amerikan tath su istakozlarinin aldigin1 ortaya
koymustur. Jones ve Buller (2001), hastalik etkenini Avustralya ve Yeni Zellanda’da
konvansiyonel tani yontemlerini kullanarak teshis etmislerdir. Bangyeekhun ve ark
(2001), molekiiler yontemler kullanarak A. astaci’nin iki farkli proteinaz geninin
karakterizasyonunu ortaya koymuslardir. Oitmann ve ark (2002), A. astaci’nin
bulasma yollar1 iizerine yaptiklari arastirmada hastaligin bulagmasinda tasiyict
konumda olan Amerikan kerevitleri ile etkenin sporlarini mekanik olarak tagiyan
baliklar iizerinde durmustur. Oitmann ve ark (2004), yaptiklar1 baska bir ¢alismada
klinik 6rneklerden PZR (PCR) yontemi ile A. astaci’nin varligini ortaya koymuslar
ve etkenin teshisinde bu yontemin O.I.E’de referans yontem olarak kabul edilmesini

saglamislardir.

Kerevit vebasi etkeni olan A. astaci, 2006 yili Ekim ayinda Norveg’te
bildirilmistir (Anonim 1 2008). Arastirmacilar hastaligi, en yakin duyarli Nobel
kerevitlerine 100 km uzakliktaki bir tathi su kaynaginda yasayan Amerikan Signal
kerevitlerinde (Pacifastacus leniusculus) tespit etmislerdir. Hastalik etkeninin A.
astaci oldugu PZR ile kesinlik kazandiktan sonra hastaligin duyarl tiirlere
bulasmasin1 engellemek icin Amerikan Signal kerevitleri i¢in bir eradikasyon
programi baslatilmistir Cevre, Balik¢ilik ve Aqua Kiiltir Merkezi (CEFAS)
tarafindan dogrulanan bir diger vaka 2007 yilinda Ingiltere’deki Waveney nehrinde,
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Astacus leptodactylus tiiriinde ortaya ¢ikan kerevit vebasi vakasidir (CEFAS 2007).
Bildirilen son kerevit vebast mihraki ise 2008 yilinda Cek Cumbhuriyetinde ¢ikan
salgindir (Kozubikova ve ark 2008).

Kerevit ihracatinin iilkemize sagladigi oOnemli ekonomik girdi disinda,
kerevitlerin tath su kaynaklarinin ekolojik dengesi i¢in kilit rol oynuyor olmasi, konu
ile ilgili yapilacak arastirmalar1 énemli kilmaktadir. Ulkemizdeki kerevit ihracati,
2002 verilerine gore, 1980’11 yillarla karsilastirildiginda % 15 dolaylarindadir (Devlet
Planlama Tegkilat1 2002). Bu diisiisiin temel nedeni ise bir ¢ok aragtirmaci tarafindan
(Timur 1990, Kusat ve Bolat 1995, Yavuzcan 2002, Harlioglu 2004) kerevit vebasi

olarak gosterilmektedir.

Bu calismada kullanilan PZR yontemi, hedef DNA sekansinin in vitro olarak
enzimatik amplikasyonunu saglayan giivenilir, duyarli, hizl1 bir molekiiler tekniktir.
Hastaligin kisa siirede ve giivenilir olarak teshis edilmesinde bu yontem tiim diinyada
yaygin olarak kullanilmaktadir. Yurdumuza bu hastalifin teshisinde PZR’nun
kullanildig1 bir ¢aligma heniiz mevcut degildir. Ulusal ekonomi kayiplar1 géz oniine
alindiginda duyarli ve hizli tekniklerin laboratuvarda kullanilmasinin 6nemi

tartisilamaz.

Bu caligsma ile iilkemizdeki en yogun kerevit stoklarinin bulundugu iznik ve
Egirdir gollerinde hastaligin varlifinin konvansiyonel ve molekiiler ydntemler
kullanilarak aragtirllmasi amaglanmigtir.  Etkenin kesin teshisi icin PZR ile

dogrulama onerilen bir yontemdir (O.1.E 2003).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec¢
2.1.1. Ornekler

Bu c¢aligmada ornekler, kerevit vebasi etkeninin {ireyebildigi su sicaklig
dikkate almarak (O.L.LE 2003), Haziran, Temmuz, Agustos, Eyliil, Ekim, Kasim ve
Aralik aylar1 boyunca, iilkemizde kerevit potansiyelinin en fazla oldugu Iznik ve

Egirdir gollerinden temin edilmistir.

Alt1 ay boyunca her iki goélden her defasinda 6rnekleme yontemi ile 30 adet
canli kerevit laboratuvara tasinmistir. Toplamda ise 180 Iznik, 180 Egirdir gélleri
olmak iizere 360 kerevit iizerinde c¢alisilmistir. Iznik géliinden kerevitlerin temini
kayik ile avlanarak elde edilmis olup, Egirdir goliinden ise ilgili koporatifce
yakalanan kerevitlerden temin yoluna gidilmistir.  Avlanma esnasinda Iznik
goliinden tiim istasyonlardan atilan pinterler degerlendirilmis, bdylece Orneklerin
goli temsili saglanmistir. Egirdir golii icin ise koporatifin yakalanan kerevitleri
topladig1 toplama havuzundan rasgele drnekleme yapilmis olup bu da goli temsil
eder niteliktedir. Toplanan bu kerevitler nemli kalmalarina dikkat edilerek, soguk
zincirde ve canli olarak laboratuvara getirilmistir. Calismalar Bornova Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisii ile Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve

Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikoloji Laboratuvarinda ger¢eklestirilmistir.
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Resim 2.1. Bu ¢alismada alinan bir goriintii. Iznik Géliinde pinterle kerevit avi, Eyliil

2007

Resim 2.2. Kerevit numunelerinin laboratuvara taginmasi

2.1.2. Standart Aphanomyces astaci susu

Standart A. astaci susu, Kerevit vebasinin uluslararasi referans birimi olan

CEFAS- Ingiltere’den temin edilmistir.
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2.1.3. Besi Yerleri

2.1.3.1. izolasyon besi yeri

IM agar:

AGAT ittt 2g
Yeast eXtract.....ccueeeneeernieenniieenieeeieee lg
GIUCOSE....oeeeieeeieeeeeee e 5¢
Oxolinic acid.......ccccveeviieeriieeeiieeeiee e 10 mg

Yukaridaki karisim, 1000 ml distile suya ilave edilip otoklavlandiktan sonra,
40 °C’ye kadar sogutulup, igine steril 1.0 g penicillin eklenerek IM agar ortami elde

edilmistir.

2.1.3.2. Sporulasyon besi yeri

PG1 Medium

Steril gol suyundan olusan agarsiz ortamdir.

2.1.3.3. Stok besi yeri
Pepton Glukoz besi yeri
100 ml steril gél suyu igerisine 1 g pepton, 2 g glikoz, 2 g agar kondu. Igerisine

stoklanmas1 istenen mantar miselleri yerlestirildikten sonra iizerine steril zeytin

yag1 eklendi.

2.1.4. PZR Malzemeleri
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2.1.4.1. DNA Ekstraksiyon Kiti

DNA ekstraksiyonu i¢in Rosch High Pure Template Kit (Katolog no: 11 796

828 001) kullanildi.

2.1.4.2. Primerler

Metabion International AG  Marka Primerler kullanildi. Primer ¢iftinin

formulasyonu (O.1.E 2003),
Forward primer : 5’AAG-AAG-GCT-AAA-TTG-CGS-TA-3’
Reverse primer: 5’-CTA-TCC-GAC-TCC-GCA-TTC-TG-3’

2.1.4.3. MgCl,

SIGMA marka 15 mM MgCl, kullanildi.

2.1.4.4. Taq polymerase ve 10 x PCR buffer

SIGMA’nin Taq Polimeraz ve 10 x PCR buffer’t kullanildi.

2.1.4.5. ANTP Set

Fermentas marka dNTP Set kullanildi.
Ierigi:

0.25 ml 100 mM dATP

0.25 ml 100 mM dCTP

0.25 ml 100 mM dGTP

0.25 ml 100 mM dTTP

Her birinden 0.2 mM kullanild1.

2.1.4.6. Agarose jel

Once TBE (Tris-Borate-EDTA) buffer hazirlandi.
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108 gm Tris base
55 gm Boric acid
9.3 gm NasEDTA

Karisim 1 litre suya eklendi. pH’1 8.3’ e ayarlanda.

Hazirlanan TBE buffer, % 2.0 agarozla karistirildi, mikro dalga firinda
bekletilerek jel haline getirildi. SIGMA marka Agaroz kullanilda.

2.1.4.7. Ethidium bromid

SIGMA marka % 1 lik Ethidium bromid kullanildi.

2.1.4.8. Hph I Enzimi

Fermentas Marka Hph 1 Restriksiyon enzimi kullanildi.

2.1.4.9. Marker
Fermantes marka 100 bp’lik DNA Ladder kullanildi.

2.2. Yontem

O.LLE Manual Aquatic Animal Diseases’de bildirilen metot kullanilmustir.

Canli kerevitler yontemde belirtildigi sekli ile eterle bayiltilarak dldiirilmiistiir.

2.2.1. Direkt tanm1 yontemi

2.2.1.1. Direkt mikroskobik muayene

Her bir kerevitin lezyonlu dokular1 basta olmak {izere, yumusak abdominal
kiitikiila, kuyruk dokusu, peri anal bolge kiitiikiilasi, sirt kabugu ile kuyruk arasindaki
kiitiila, yiiriiyiis ayaklar1 ve solungaglarindan steril lam ile yapilan kazintilar 151k

mikroskopunda mantar hifalar1 yoniinden incelenmistir.
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2.2.2. Etkenin izolasyon ve identifikasyonu
2.2.2.1. izolasyon ve Kkiiltiir

[zolasyon amaciyla IM agar (Alderman ve Polglase 1986, O.L.E 2003)
kullanildi. Kerevit dokusundan mantarin izolasyonu i¢in varsa melanize alanlar basta
olmak {izere, yumusak abdominal kiitikiila, kuyruk dokusu, peri anal bdlge
kiitiikiilasi, sirt kabugu ile kuyruk arasindaki kiitiila, yiiriiyiis ayaklar1 ve solungaglar
% 70’lik etil alkol ile silindikten sonra steril bir makasla kesilerek ayrildi. Cikarilan
bu bolgeler iginde steril distile su bulunan petriler icerisine yerlestirilerek steril
bisturi ile 1-2 mm biiyiikliikte parcalara ayrildi. Bu doku parcalari, IM agar ortasina
plante edildi. Doku plante edilen besi yerleri 22 °C de inkiibasyona birakildi (O.LE
2003).

2.2.2.2. identifikasyon

IM agarda iireyen mantar miselleri makroskopik ve mikroskopik goriiniisleri
yoniinden A.astaci’nin morfolojik ozellikleri dikkate alinarak incelendi. In vitro
olarak sporlanmanin saglanmasi i¢in agar besi ortaminda gelisen fungal koloninin
uclarindan steril makasla kiigiik bir parca kesilerek bu parca PG; agarsiz ortam
(igerisinde steril musluk suyu bulunan petri kaplari) igerisinde 20 °C’de 18 saat
inkubasyona birakildi. Bu siirenin sonunda A. astaci’ye ait karakteristik spor

bosalmasi1 yonii ile gézlendi.

2.2.3. PZR

Oidtmann ve arkadaslarmin gelistirdigi ve O.LE tarafindan referans olarak
belirtilen metot (O.LLE 2003) kullanildi. Restriksiyon asamasinda Hph I enzimi
kullanildu.

2.2.3.1. DNA ekstraksiyonu

Ekstraksion agamasinda Roche’un High Pure PCR Template Preparation Kiti
kullanildz.
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IM agarda tiremis ii¢ giinliik kiiltiirlerden her birinden 0.5 g misel, agar
ylizeyinden uzaklagtirilarak i¢inde 100 ml steril distile su bulunan tiiplere
yerlestirildi. Negatif kontrol i¢in distile su, pozitif kontrol i¢in ayn1 miktarda standart
A. astaci miseli kullanildi. Ekstarksiyona baslamadan 6nce su banyosu 70 °C’ye

ayarlanarak icerisine 200 pl elution buffer yerlestirildi.

10 ml tiipler igerisine konan miseller iki dakika boyunca hizli devirde
vortekslendi. Sonra her birinden 200 pl alinarak 1.5 ml’lik mikro santrifiij tiiplerine
yerlestirildi. 3000 g 5 dakika santrifiij edildi. Dipte toplanan pelet 200 pl’lik, i¢inde
PBS bulunan tiiplere aktarildi. Uzerine 10 pl lizozim ( 0.5 mg/ml), 200 pl binding
buffer, 40 ul proteinaz K eklendi, hizlica karistirildi ve 70 °C’de 10 dakika inkiibe
edildi. 10 dakika sonunda iizerine 100 pl isopropanol eklenerek hizlica karigtirildi.
Karigim buradan kit igerisinde yer alan ve toplama tiipii icerisine yerlestirilmis olan
filtre tliplerine alindi. Birbiri igerisine girmis iki tiip bu sekilde standart santrifiij
tiipiine yerlestirildi. 8000 devirde 1 dakika santrifiij edildi. Filtre tliplinden santrifiij
sonras1 toplama tiipline gecen sivi toplama tiipl ile birlikte uzaklastirildi. Sonra

ekstraksiyonu yapilan DNA’nin yikanmasi islemine gecildi.

Filtre tlipii yeni bir toplama tilipline yerlestirildi. Sonra toplama tiipliniin
icinde santrifiij tiipiine alindi. Uzerine 500 ul removal buffer soliisyonundan eklendi.
8000 devirde 1 dakika santriflij edildi. Filtre tiipii buradan yeni bir toplama tiipiine
konarak ayni islem removal buffer yerine bu kez 500 pl wash buffer kullanarak iki
kez daha tekrar edildi. Bu sekilde DNA’nin yikanmasi islemi tamamlandi. Kalan son
stviyt da filtreden uzaklastirmak igin filtre tiipli bir kez daha toplama tiipiine
yerlestirildi ancak bu kez {lizerine sivi eklenmeden 8000 devirde 1 dakika santrifiij
edildi. DNA’nin tamamen rezervuarlarindan arindirilmasi i¢in elution asamasina

gecildi.

Filtre tiipii 1,5 ml lik temiz, steril mikrosantrifuj tiipiine alind1. Uzerine 200
ul, daha once su banyosunda 70 °C’ye 1sitilmis olan elution buffer eklendi. Karigim

8000 devirde 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi DNA, rezervuarlarindan
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tamamen ayrilip filtreden siiziilerek mikrosantrifiij tiipiine toplandi. Ekstrakte edilen

DNA’lar PZR’nda kullanilincaya kadar —20 °C’de saklandi.

2.2.3.2. DNA’min Amplikasyonu

PZR’ da ampliksyonda kullanilan bilesenler ve reaksiyon konsantrasyonlari

Cizelge 2.1. de verilmistir.

Cizelge 2.1. PZR’ da ampliksyonda kullanilan bilesenler ve reaksiyon
konsantrasyonlari

Reaksiyon bileseni Konsantrasyonu
Primer 1 0.5 uM

Primer 2 0.5 uM

dNTP karigimi 0.2 mM

10x PCR buffer Sul

MgCl, 1.5 mM

Taq polimeraz 125 U

Ornek sayisina gore hazirlanan karisim, steril PZR tiiplerine kondu. Her bir
karisim tizerine 2.0 pul DNA eklendi. Final konsantrasyon, steril distile su ile 50
ul’ye tamamlanarak Termal Cycler (Biometra marka)’a yiiklendi. Kullanilan Taq
polimeraz 1stya dayanikli olmadigr i¢cin 94 °C’de 5 dakikalik 6n 1sitma asamasi
uygulanmadi. Her asamada 45 siklus gerceklestirildi. Final ekstensiyon agsamasinda

tek siklus yapildi. PZR inkiibasyonu sicaklik ve siireleri Cizelge 2.2. de verilmistir.

Cizelge 2.2. PZR inkiibasyonu sicaklik ve siireleri

Denaturasyon 94 °C 1 dakika
Primer baglanma 54 °C 1 dakika
Ekstensiyon 72 °C 1 dakika
Ekstensiyon 72 °C 7 dakika
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Amplifiksyon iiriinii —20 °C’ye kaldirildi. Elde edilen iiriinler daha sonra
konfirmasyon amaciyla Hph 1 (5 units) restriksiyon enzimi ile muamele edildi.
Bunun i¢in 10 pl reaksiyon karigimi hazirlandi. 1 pl Hph 1, 1 pl 10x buffer B
(Restriksiyon enzimine ait), 8 ul liriin kanistirilarak 37 °C su banyosunda bir gece
bekletildi. Ertesi giin PZR firiinleri (Standart susa ait amplifikasyon {riinii, saha
suslarina ait amplifikasyon iirtinleri, restriksiyon tirlinleri) ¢ozdiiriilerek Agaroz jelde

yiiriitiildi.

2.2.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Parafin kagidi iizerinde 2 pl boya soliisyonu (Loading buffer), 1 pul Etidium
bromid, 10 ul Marker (DNA Ladder) karistirilarak jelin 1. kuyucuguna yerlestirildi.
2. kuyucuga negatif kontrol i¢in 10 pl steril distile su kondu. 3. kuyucuga 2 ul boya
soliisyonu, 1 ul Etidium bromid ve 8 ul standart A. astaci susuna ait DNA
amplikasyon {riinii; 4. kuyucuga 2 ul boya soliisyonu, 1 pl Etidium bromid ve 8 pl
standart A. astaci susuna ait DNA restriksiyon {irlinii; diger kuyucuklara (5-12) ise 2
ul boya soliisyonu, 1 ul Etidium bromid ve 8’er ul siipheli DNA diriinleri jeli
delmeden ve tasirmadan dikkatlice yerlestirildi. 100 V elektrik akiminda 35 dakika
yiiriitiildii. Sonra jel, elektroforez cihazindan ¢ikartilarak kurulandi ve UV cihazinda

ultraviyole 151n1 altinda okutuldu.
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3. BULGULAR

3.1. Klinik bulgular

Aragtirma kapsaminda incelenen su linitelerine ait tathisu istakozlarinda (Astacus
leptodactylus) klinik semptom olarak abdomen basta olmak iizere; ekstremitelerde, list
kabukta ve kuyrukta kahverengi renkli melanize alanlara, bir kisminda karin kaslarinda
fokal beyazimsi renk degisikligine, baz1 kerevitlerde ise ekstremite kaybina rastlanmistir.
Abdominal kiitiikiilada ya da gozlerde hifa varligina rastlanmamistir. Suyu terk etme,

koordinasyon bozuklugu ve paraliz bulgular1 gézlenmemistir.

Resim 3.1.1. Abdominal bélgede melanizasyon. iznik Golii, Temmuz 2007.
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Resim 3.1.2. Abdominal bolgede melanizasyon. Egirdir Golii, Temmuz 2007.

Resim 3.1.3. Abdominal bdlgede ileri derecede melanizasyon ve kaslarda fokal beyazimsi

renk degisikligi. Egirdir Goli, Temmuz 2007.
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Resim 3.1.4. Abdominal bélgede ileri derecede melanizasyon. Iznik Gélii, Agustos 2007.

Resim 3.1.5. Ekstremite kayb1 ve ayni bolgede melanizasyon. Egirdir Go6lii, Agutos 2007.
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Resim 3.1.6. Ust sirt kabugunda melanizasyon. Egirdir Golii, Agustos 2007.

Resim 3.1.7. Kuyruk tabaninda melanizasyon. iznik Gélii, Eyliil 2007.

Iznik géliinden saglanan 180 kerevitin 27 tanesinde, Egirdir géliinden saglanan 180
kerevitin ise 25 tanesinde benzer lezyonlara rastlanmistir. Temmuz, Agustos ve Eyliil

aylarinda rastgele 6rnekleme yontemi ile temin edilen kerevitlerin dortte birinden fazlasi
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lezyonlu iken, lezyon goriilme sikligi Ekim ayinda azalmis, su sicakliginin daha da

diismesi ile Kasim ve Aralik aylarinda ise lezyonlu kerevite rastlanmamustir.

Makroskopik  bakida lezyonlu kerevitlerin tasinma sirasinda  semptom

gostermeyenlere oranla daha ¢cabuk dldiikleri gozlenmistir.

3.2. Mikrobiyolojik Bulgular

Ozellikle lezyonlu bélgelerden yapilan ekimlerde 3. giinde agar yiizeyinde yaklasik
4-5 cm ¢apinda mantar liremesi gézlenmistir. Kolonilerin ¢ogunlugunun beyaz ya da gri
renkte oldugu saptanmistir. Petrinin arka yiiziinden bakildiginda hakim olan renk
grimtrak-saridir. Geng, aktif olarak biiyiiyen hifalarin daha az sayida spora sahip oldugu,
yasli hifalarin ise siyah renkte yaygin sporulasyon gosterdigi gézlenmistir. Petri kutularina

yapilan doku plantasyonunu takiben petrinin tiim yiizeyi yaklasik 5 gilinde tamamen

kolonize olmustur. Biiyiime 22 C’de optimal iken 26 C’ de iireme gerceklesmistir.

Calismada bakteriyel kontaminasyona bir kag¢ ekim diginda rastlanmamustir.

Resim 3.2.1. IM agar ortaminda direkt kerevit dokusundan yapilan ekimde tireyen 48

saatlik mantar kolonisi. iznik Golii, Agustos 2007
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Resim 3.2.2. IM agar ortaminda 48 saatlik subkiiltirden treyen mantar kolonisinin

petrinin arka yiiziindeki goriintiisii. Egirdir G6li, Agustos 2007.

20001 300 XD

Resim 3.2.3. IM agar ortaminda 48 saatlik subkiiltirden mantar kolonisi. Iznik Golii,
Agustos 2007.

Z008/01 /20 157 DB{:_.?
/ /
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Resim 3.2.4. Subkiiltiriin 10. giinii. Petriyi tamamen sarmis spor kiimeleri ile kapli
mantar kolonisi. Egirdir Golii, Agustos 2007.

F

2002/01 /28 16144

Resim 3.2.5. Subkiiltiiriin 10. glinii. Petriyi tamamen sarmis spor kiimeleri ile kaplt mantar

kolonisi. Iznik Gélii, Agustos 2007.

ZOOEADAZ SR CETD

r 4

10. giinden sonra mantar iiremesinin biitiin petriyi kapladigi goriildi. Lezyon

gostermeyen kerevitlerin bazilarinda abdominal bdlgeden yapilan ekimlerde de iiremeler
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sekillendi. Saboraud Dekstroz Agar (SDA)’da iireme olmadi. Ancak Patetes Dekstroz
agara yapilan subkiiltiirlerde iireme IM agar ortamindakine benzer goriinlimde
gerceklesmistir. Ureyen mantar kolonileri mikroskopik bakida septasiz, sporangia
yapilarina sahip mantar miselleri seklinde gozlenmis olup, sporangialarin bazilari siyah
sporlara sahiptir. Sporlanma yasli kolonilerde artmaktadir. Bu goriintiiler lezyonlu

bolgelerden yapilan smearlardan alinan goriintiiler ile uyum gdstermektedir.

Resim 3.2.6. Subkiiltiirden Saboraud Dekstroz Agar (SDA)’ a yapilan ekim. 10 giin

sonrasi ve iireme yok.

2008/01/30 14:52

Resim 3.2.7. 48 saatlik subkiiltirden laktofenol pamuk mavisi ile yapilan boyama.

Septasiz, sporangia yapilarina sahip mantar hifalar1. iznik Golii, Temmuz 2007

ZEDAA#30, 1152340
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Resim 3.2.8. 48 saatlik subkiiltiirden laktofenol pamuk mavisi ile yapilan boyama.

Septasiz, sporangia yapilarina sahip mantar hifalari. Egirdir Golii, Temmuz 2007

2008401305334

Resim 3.2.9. 10 giinliik subkiiltiirden laktofenol pamuk mavisi ile yapilan boyama.
Septasiz, sporangia yapilarina sahip mantar hifalar1 ve ileri sporulasyon. Egirdir Golii,

Temmuz 2007

ZEDEANIAI0EI4E
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Resim 3.2.10. Standart A. astaci susunun IM agar ortamindaki goriintiisti

3.3. PZR Bulgulari

PZR yontemi, Oncelikle A. astaci standart susu kullanilarak optimize edildi.
Kerevitlerden elde edilen 56 mantar izolati optimize edilen bu yontem ile A. astaci
yoniinden incelendi. Standart A. astaci susu pozitif kontrol, distile su negatif kontrol
alind1 ve saha izolatlar1 ile birlikte jelde yiiriitiildii. Standart susta restriksiyon enzimi
oncesi 115 bp, restriksiyon enzimi sonrast 55 ve 60 bp’lik bant araligi olusurken saha

suslarinda bant olusumu gézlenmedi.
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Resim 3.3.1. PZR uygulamasinin jel elektroforez goriintiisii

1 2 3 4 5 & 7 8 9 1w 11 12

1D0kp

1. Marker (100 bp), 2. Negatif Kontrol (steril distile su), 3. Standart Aphanomyces astaci
amplifikasyon tiriini (115 bp), 4. Standart A. astaci susuna ait restriksiyon triinii (55-60

bp). 5-12. Saha suglar1 amplikasyon tiriinleri.
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4. TARTISMA

Tiirk kereviti olarak bilinen Astacus leptodactylus i¢ sularimizda ekonomik degeri
olduk¢a yiiksek olan bir su canlisi olup, Anadolu’nun bircok go6l, baraj golii ve
akarsularinda dogal olarak bulunur (Harlioglu 1996). Kerevitler tatlisu kaynaklarinin
ekolojik dengelerinin korunmasinda da anahtar roldeki canlilardir (Hogger 1988, Momot

1995, Nystrém 2002).

Ulkemiz, 1980’lere kadar Avrupa iilkelerinin en &nemli kerevit saglayicisi
konumunda iken, ilk kez 1984 sonbaharinda Denizli’nin Civril gdliinde gozlenen ve diger
gollerimize de yayilan kerevit vebasina bagli olarak stoklar biiyiilk miktarda tahrip
olmustur (Harlioglu 2004). Hastalik, O.ILE ’de tatli su kabuklularinin en Onemli
hastaliklarinin dahil edildigi liste 1 hastaliklar1 kapsaminda yer almakta olup, lilkemizde 1

Nisan 2004 tarihinden itibaren ihbari mecburi hastaliklar listesinde yer almaktadir.

Amerika kitas1 disinda diinyanin kerevit populasyonuna sahip bir ¢ok iilkesinde
kerevit vebasmmin bu populasyonu tehdit eden en Onemli sorun oldugu bildirilmistir
(Hastein ve Gladhaug 1973, Matthews ve Reynolds 1990, Oidtmann ve ark. 1999, O.L.E
2003). Tirkiye’de ise hastalik farkli arastiricilar tarafindan degisik yillarda konvansiyonel
yontemler kullanarak teshis edilmistir (Baran ve Soylu 1989, Koksal 1988, Timur 1990,
Yavuzcan 2002). Hastaligin diinyada en son 2008 yilinda Cek Cumbhuriyeti’nde
gbzlenmesi (Kozubikova ve ark 2008) ise yeni bir salginin her an ortaya cikabilecegi

olasiligini canli tutmaktadir.

Konu ile ilgili yapilmas: gerekenlerin baginda hastaligin tasiyicisi konumundaki
Amerikan kerevitlerinin iilkeler arasi dolasimini kontrol altinda tutmak ve hastaligin
tabiatin1 ¢ok iyi bilmek gelmektedir. Hastali§in iilkemize sigradigi bir durumda hastalik

kisa siirede teshis edilmeli ve gereken dnlemler en hizli sekilde alinmalidir. Bu da konu ile
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ilgili yeterli bilgi birikiminin bulunmasi ve ileri tan1 yontemlerinin kullanilmasi ile daha
miimkiin bir hale gelebilir. Arastirmanin baslica hedefleri bu deneyim ve donanima sahip
olabilmek ve hastaligm Iznik ve Egirdir géllerindeki son durumu hakkinda bilgi sahibi

olmaktir.

Civril goliindeki ilk salginda golden toplanan kerevitlerde iigte bire yakin oranda
karin bolgelerinde kahverengi melanize sahalar tasiyan bireyler bulundugu, ayrica
kerevitlerde koordinasyon bozuklugu ve paraliz semptomlarina rastlandig: bildirilmistir
(Baran ve Soylu 1989). Bu ¢aligmada ise kerevitlerde koordinasyon bozuklugu ve paraliz
semptomlarina rastlanmamistir. Ancak 6zellikle yaz aylarinda kerevit avlamak amaciyla
gole atilan her pinterden {igte bire yakin oranda karin bolgelerinde kahverengi melanize

alanlar tasiyan kerevite rastlanmis olmasi ile ilgili literatiire benzerlik gostermektedir.

Calismada gozlenen klinik semptomlar; tatlisu istakozlarinda hastalik semptomu
olarak bulundugu kaydedilen melanize alanlar, kaslarda fokal beyazimsi renk degisikligi
ve eksremite kaybi gibi olgular bakimindan kerevit vebasi ile ilgili onceki bildirilerle
uyumludur (Unestam ve Weiss 1970, Cerenius ve Soderhédll 1984, Alderman ve Polglase
1986, Baran ve Soylu 1989, Yavuzcan 2002). Ancak yine bu bildirimlerde anlatilan

koordinasyon bozuklugu, suyu terk etme ve paraliz olgularina rastlanmamustir.

Semptomlarin melanize alanlarla sinirli kalmasi, hastaliin goézle goriliir bir
mortaliteye sahip olmamasi, O.I.E’nin genel olarak bildirdigi hastaligin klinik bulgulariyla
uyum gostermemekte, ancak A. leptodactylus tiiriiniin kerevit vebasina kars1 Avrupa tatl
su 1stakozlarina gore daha direncli olabilecegine yonelik bulgulara (Oidtmann ve ark 1999)
ve de hastaligin duyarli baz1 kerevit tiirlerinde kronik seyrettigine yonelik calismalara

uyum saglamaktadir (Anonim 1 2008).

A. astaci’nin ireme 6zellikleri ve hifa yapisi ile ilgili bulgularimiz diger arastiricilar
tarafindan belirtilen (Unestam ve Weiss 1970, Alderman ve Polglase 1986, Alderman ve
ark 1987, Jones ve Buller 2001) A. astaci’nin ayirict tani kriterlerine uyum
gostermemektedir. Kerevit dokusundan yapilan ilk ekimlerde pozitif olgularda {ireme 48

saat igerisinde gergeklestigi halde A. astaci igin bildirilen siire daha uzundur (O.L.E 2003).
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Kerevitlerin lezyonlu bolgelerinden ve kiiltiirden yapilan boyamalar birbiri ile uyum

gosterdigi halde A. astaci ile karsilagtirildiginda benzerlik kisith diizeydedir.

Yavuzcan (2002), yaptig1 arastirmada bakteriyel kontaminasyonun izolasyonda en
biiylik sorunlardan biri oldugunu belirtmistir. Bu ¢alismada ise .M agar ortami (Oxolinic
acid ve Penicillin ihtiva eden) kullanmilmis ve birkag ekim disinda bakteriyel

kontaminasyona rastlanmamistir.

Temmuz ayindan baslanarak yapilan kontrollerde tath su istakozlarindan A. astaci
stipheli mantar izolatlar1 sayis1 aydan aya azalma gostermistir. Ekim ayinda c¢ok az
izolasyon yapilabilmis olup, Kasim ve Aralik aylarinda her iki gblden de silipheli mantar
izolat1 elde edilememistir. Bu, su sicakliginin diismesi ile iligkilendirilmekte olup, bu bilgi,
A. astaci’nin ve kerevitlerin diger mikotik infeksiyonlarinin hastalik olusturma periyotlar
ile ilgili verilerle uyum gostermektedir. (Alderman ve Polglase 1986, Alderman, Polglase

ve Frayling 1987, Diéguez -Uribeondo ve ark 1994, O.LE 2003).

Aragtirma bulgularinda yer alan hastaligin klinik seyri, etkenin besi yerinde iireme
stiresi, iireme Ozellikleri, hifa ve sporlarinin mikroskopik goriintiisti, kerevitlerde kronik
infeksiyon olusturan Saprolegnia ve Achlya tiirleri ile ilgili g¢aligmalarla uyum

gostermektedir (Diequez- Uribeondo ve ark 1994).
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SONUC

Bu calismada Temmuz, Agustos, Eyliil, Ekim, Kasim ve Aralik 2007 aylarinda 6
kez Iznik, 6 kez de Egirdir gollerine gidilerek; 180 adet (30 adet x 6 ay) iznik, 180 adet (30
adet x 6 ay) Egirdir gollerinden olmak iizere 360 adet canli tatlisu 1stakozu incelenmistir.
Bunlardan 27 tanesi Iznik, 25 tanesi Egirdir olmak iizere toplam 52 tanesi lezyonlu
orneklerdir. Eldeki orneklerden lezyonlu alanlar basta olmak {izere yumusak abdominal
kiitikiila, kuyruk dokusu, peri anal bolge kiitiikiilasi, sirt kabugu ile kuyruk arasindaki
kiitiila, yiiriiyiis ayaklar1 ve solungaclarindan IM agar ortamina ekimler yapilmis, 22 °C’de
inkubasyona birakilmis ve ortalama 2-3 giin icinde o6zellikle lezyonlu alanlardan yapilan
ekimlerde mantar iiremesi gergeklesmistir. Makroskopik lezyon gdstermeyen 3 kerevit
numunesinin ekiminde de benzer iiremeler gozlenmistir. Sonug¢ olarak iznik goliinden
yapilan ekimlerde 30 adet, Egirdir g6liinden yapilan ekimlerde 26 adet A. astaci siipheli
mantar tiremesi saptanmistir. Bu tiremelerin A astaci olup olmadigi konvansiyonel ve
molekiiler yontemlerle arastirilmistir. Her iki yontemle de iki goéldeki kerevitlerde A.
astaci’ye benzer sekilde lezyon olusturan enfeksiyonun A. astaci’den kaynaklanmadigi

anlagilmistir.
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OZET

Kerevit Vebasmin Ileri Tam1 Yontemleri ile Arastirilmasi.

Bu ¢alismada, A. astaci’nin varliginin arastirilmasi amaciyla iznik ve Egirdir
gollerinden her ay 30 ar olmak {izere Temmuz, Agustos, Eyliil, Ekim, Kasim ve
Aralik aylarinda, Iznik goliinden 180, Egirdir goliinden 180 kerevit rasgele

ornekleme yontemi ile alindi.

Arastirmada kullanilan 360 canli kerevit numunesinden 56 adet A. astaci
siipheli mantar izole edildi. iznik géliinden 180 adet 6rnegin 30 (%16.6) undan,
Egirdir goliinden ise 180 adet 6rnegin 26 (% 14.4)’sindan olmak tizere kullanilan 360

canli kerevit 6rneginin 56’sindan A. astaci siipheli mantar izole edildi.

Stipheli izolatlarin konvensiyonel ve molekiiler yontemlerle incelemesinde

mantar izolatlarinin A. astaci olmadigi anlasildu.

Anahtar Kelimeler: Aphanomyces astaci, izolasyon, identifikasyon, PZR.
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SUMMARY

Investigation of Crayfish Plague by Advanced Diagnostic Techniques.

At this work, for investigation of the existence of Aphanomyces astaci, at July,
August, September, October, November, December in 2007, 180 crayfish from Iznik and
180 crayfish from Egirdir lakes, a total of 360 crayfish was collected by random sampling.

56 A.astaci suspected fungal isolates were obtained from 360 live crayfish samples
used in this work. 30 of the 180 samples from the Iznik Lake (%16.6) and 26 of the 180

from the Egridir lake (% 14.4) were suspected A.astaci fungal isolates.

With the conventional and molecular examinations of the suspected isolates, these

fungal isolates were found not to be A.astaci.

Key words: Aphanomyces astaci, isolation, identification, PCR
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