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1. OZET

Bu calisma, Adana, Mersin, Gaziantep ve Adiyaman illerinde koyun ve
kegilerde Theileria ve Babesia tiirlerinin varligi ve yayginliginin belirlenmesi
amaciyla yapilmistir. Bu amagla, 2013/2015 yillar1 arasinda bu illere gidilerek
421’1 koyun, 379’u keci olmak tizere toplam 800 hayvandan EDTA’l1 tiiplere kan
Oornegi alinmis, alinan kan o6rneklerinden siirme frotiler hazirlanarak Giemsa ile
boyanmis ve mikroskopta Theileria ve Babesia piroplasmlari yo6niinden
incelenmistir. EDTA’1 kanlardan ekstrakte edilen Theileria ve Babesia piroplasm
DNA’lari, RLB-F2 ve RLB-R2 primerleri kullanilarak PZR’de amplifiye
edilmistir. Elde edilen amplifikasyon iiriinleri, Theileria ve Babesia soy ve
tiirlerine 6zgli problarin baglandigi bir membran iizerinde hibridizasyona (RLB)
tabi tutulmustur.

Kan 6rnegi alinan hayvanlar ayni zamanda ixodid kene enfestasyonlari
yoniinden kontrol edilmis ve mevcut keneler toplanmistir. Toplanan keneler stereo
mikroskop altinda incelenmis ve tiir identifikasyonlar1 yapilmistir. Doymus disi
keneler, 28°C 1s1 ve %85 nispi nemi saglayan etiivde tutularak yumurtlamalart
saglanmigtir. Yumurta kiimeleri, Babesia tiirleri yoniinden RLB ile incelenmistir.

Kan frotilerinin mikroskobik bakisinda 45 koyun (%5,62) ve 11 (%1,37)
kegi olmak flizere toplam 56 (%7) hayvan Theileria veya Babesia piroplasm
formlar1 yoniinden pozitif bulunmustur.

Bolgedeki koyun ve kegilerin ii¢ farkli Theilera (Theileria ovis, Theileria
annulata, Theileria sp. MK), iki farkl1 Babesia tiirii ya da genotipi (Babesia ovis,
Babesia sp.) ile enfekte olduklari belirlenmistir. Babesia sp.’nin genetik

karsilagtirmasi, bu genotipin 18S rRNA geni GenBank’taki mevcut biitiin koyun



ve ke¢i Babesia tiir ve genotiplerinden agik bir sekilde farklilik gostermistir. Bu
izolatin, Babesia odocoilei ve Babesia sp. EUL ile %98’¢ yakin bir benzerlik
gosterdigi saptanmistir.

RLB yontemi ile 800 6rnegin 292 (%36,5)’sinin Theileria veya Babesia
yoniinden pozitif oldugu saptanmis, Theileria prevalansinin %34,12 (273/800),
Babesia prevalansinin ise %6,62 (53/800) oldugu belirlenmistir. Bélgedeki koyun
ve kegilerde en yaygin kan parazitinin %31,12 ile T. ovis oldugu, bunu %5,75 ile
B. ovis, %2,87 ile T. annulata, %0.87 ile Babesia sp. ve %0,25 ile Theileria sp.
MK ’nin takip ettigi goriilmiistiir. Babesia sp. sadece kegilerde, Theileria sp. MK
ise sadece koyunlarda tespit edilmistir. Bolgedeki koyun ve kecilerde diger
Theileria tir (Theileria lestoquardi, Theileria luwenshuni, Theileria uilenbergi)
ve genotipleri (Theileria sp. OT1, Theileria sp. OT3) ile Babesia tiirlerine
(Babesia motasi, Babesia crassa) rastlanmamustir.

Kan 6rnegi alinan koyun ve kecilerden 546 adet kene toplanmis ve bunlar
Rhipicephalus bursa, Rhipicephalus turanicus, Haemophysalis parva, Hyalomma
excavatum ve Hyalomma anatolicum olarak teshis edilmislerdir. Yumurtlamak
tizere etlive alman doymus eriskin disi kenelerden 72 (36 R. bursa, 30 R.
turanicus, 6 Hae. parva) yumurta kiimesi elde edilmis, bunlardan R. bursa’ya ait
2 yumurta kiimesinde B. ovis tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Koyun, ke¢i, Theileria, Babesia, kene, mikroskobi,

RLB.



2. ABSTRACT

Investigation of Theileria and Babesia species in sheep and goat from
Adana, Mersin, Gaziantep and Adiyaman provinces

This study was carried out to determine the presence and distribution of
Theileria, Babesia species in sheep and goats in Adana, Mersin, Gaziantep and
Adiyaman provinces. For this purpose, the region was visited in 2013-2015 and a
total of 800 blood samples comprising 421 sheep and 379 goats were collected
from the animals by using the vacutained tubes containing EDTA. Blood smears
were prepared from the blood samples and stained with Giemsa and examined for
the presence of Theileria and Babesia piroplasms. Theileria and Babesia
piroplasm DNAs extracted from bloods with EDTA were amplified by
polymerase chain reaction (PCR) using RLB-F2 and RLB-R2 primers. For reverse
line blot hybridization (RLB), the PCR products were hybridized to a membrane
onto which catchall and species-specific oligonucleotide probes.

At the same time, the animals taken from blood sample were checked for
ixodid tick infestation and existing ticks were collected. Collected ticks were
examined for identification under the stereo microscope. The fully engorged
female ticks were selected for ovipositioning, and maintained in an incubator at
28°C, 85% relative humidity until they oviposited. The egg masses were screened
by RLB for the presence of Babesia species.

A total of 56 animals (7%) including 45 sheep (5.62%) and 11 goats
(1.37%) were found to be positive for Theileria or Babesia spp. piroplasms in

microscopic examination of blood smears.



Three Theileria (Theileria ovis, Theileria annulata, Theileria sp. MK) and
two Babesia (Babesia ovis, Babesia sp.) species or genotypes were identified in
sheep and goats in the region. The genetic comparison of the Babesia sp. revealed
that this genotype was found to be clearly different from all ovine and caprine
Babesia species or genotype available in GenBank. The genotype showed a close
similarity to 98% between their 18S rRNA genes with the previously described
sequences of Babesia odocoilei ve Babesia sp. EUL.

Using RLB, 292 out of 800 samples (36.5%) were found to be infected
with Theileria or Babesia species. Prevalence of Theileria was determined as
34.12% (273/800), whereas the prevalence of Babesia was 6.62% (53/800). The
most abundant Theileria species identified was T. ovis with 31.12%, followed by
B. ovis 5.75%, T. annulata 2.87%, Babesia sp. 0.87% and Theileria sp. MK
0.25%. Babesia spp. was detected in goats with 0.87%, whereas Theileria sp. MK
was detected in sheep (0.25%). The other Theileria (T. lestoquardi, T. luwenshuni,
T. uilenbergi, Theileria sp. OT1, Theileria sp. OT3) and Babesia (B. motasi, B.
crassa) species and/or genotype were not detected.

A total of 546 ticks were collected from sheep and goats in the region.
Ticks were identified as Rhipicephalus bursa, Rhipicephalus turanicus,
Haemophysiyalis parva, Hyalomma excavatum and Hyalomma anatolicum. A
total of 72 egg masses obtained from R. bursa (n=36), R. turanicus (n=30) and
Hae. parva (n=6) were included in this study. Of the egg masses examined, 2 R.
bursa egg masses were positive for B. ovis.

Key words: Sheep, goat, Theileria, Babesia, microscopy, RLB, tick.



3. GIRIS

Insanlarin beslenmesi ve giyinip barinmasi i¢in uygun bir ekonomik ge
olan koyun ve kegi yetistiriciligi, ayn1 zamanda Anadolu kiiltiirlinde manevi bir
oneme de sahiptir. Giinlimiizde, lilkemizin artan niifusunun yeterli ve dengeli
beslenmesinin saglanmasi yaninda hayvancilia dayali sanayiye hammadde
temini agisindan da koyun ve keg¢i yetistiriciliginin tesvik edilmesi gerekir. Diinya
lizerinde bulunan ii¢ milyar cift tirnaklinin, iki milyarin1 koyun ve kegi
olugturmaktadir. 2013 FAO verilerine gore diinyada 1.172.833.189 koyun
1.005.603.002 keci bulunmaktadir (1). Ulkemizde ise 2014 yili TUIK verilerine
gore s1gir, koyun ve keci varligi sirasiyla 14.123.000, 31.115.000, 10.347.000 bas
olarak bildirilmistir (2).

Ulkemiz, cografi ozellikleri bakimindan subtropik iklim kusaginda yer
almas1 nedeniyle ixodid keneler ve bunlarin naklettikleri patojenler i¢in uygun
ortam olusturmaktadir. Kenelerin yaklagik 200 kadar hastalik etkeni ile dogrudan
ya da dolayll bir iliskilerinin oldugu, bu patojenlerin bir kismima biyolojik
vektorliik yaptiklari bilinmektedir (3). Bu patojenlerden 6zellikle Theileria ve
Babesia tiirleri, iilkemizin de iginde yer aldig1 genis bir cografyada yaygin olarak
goriilmekte, evcil ve yabani hayvanlarda klinik ve subklinik enfeksiyonlar
olusturarak onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (4, 5). Cin’nin
kuzeyinde yapilan bir arastirmada yaklasik 35 milyon kiiciikbas (koyun ve kegi)
hayvanin, Theileria, Babesia ve Anaplasma tiirlerinden en az biri ile enfekte
oldugu, bu parazitlerin olusturdugu hastaliklardan kaynaklanan yillik kaybin

hayvan basina en az iki dolari buldugu tahmin edilmektedir (6). Theileria parva



(T. parva)’nin Afrika’da her yil bir milyondan fazla sigirin 6liimiine yol agtig1 ve
yaklastk 300 milyon dolar maliyet olusturdugu bildirilmistir (7). Kayseri
yoresinde yapilan bir arastirmada, tropikal theileriosise bagh yillik kaybin
132.000 dolar oldugu bildirilmistir (8).

Hayvan hareketlerinde artis, iklim ve ¢evresel degisiklikler, kenelerin
yasam alanlarini genisletmektedir. Bu durumun, ilerleyen yillarda keneler ile
nakledilen hastaliklarin artisina neden olacagi tahmin edilmektedir (9).

Apicomplexa kokaltinda bugiine kadar yaklasik 6000 protozoon tiirii
isimlendirilmis olup, bunlarin ¢ogu zorunlu hiicre i¢i parazitlerdir. Bu
protozoonlarin bazilar1 insan ve/veya hayvanlarda Onemli hastaliklara sebep
olurlar. Apicomplexa kokaltinda yer alan protozoonlarin ortak 6zellikleri, enfekte
ettikleri omurgali ve omurgasiz konaklarda hiicreyi bulmada, hiicreye girmede ve
hiicreye adapte olmada goérev istlenen apikal kompleks organeline sahip
olmalaridir.  Bu  subphylum,  Coccidia,  Gregarinasina  (gregarinler),
Haemospororida (haemosporidianlar) ve Piroplasmorida (piroplasmidler) olmak
tizere dort diziye ayrilir (10). Piroplasmorida dizisinde yer alan protozoonlarin
biyolojileri tam anlamiyla bilinmemekte ve giin gectikce yeni tiirler
tanimlanmaktadir. Theileria ve Babesia soylarinda bulunan protozoonlar bu dizi
igerisinde yer alirlar. Theileria cinsi, sporozoitlerin I6kositleri enfekte etmesi,
olgun sizontlardan merozoitlerin olugmas1 ve daha sonra merozoitlerin piroplazm

formlar1 olusturmak iizere eritrositleri enfekte etmesi ile karekterizedir (11).



Theileria ve Babesia tiirlerinin Systema Naturac 2000’¢ gore
sistematikteki yerleri asagidaki gibidir (12).
Biota (Canlilar)
Domain: Eukaryota Chatton,1925
Kingdom: Protozoa (Goldfuss,1818) R.Owen, 1858
Subkingdom: Bicilialata
Infrakingdom: Alveolata Cavalier-Smith, 1991
Phylum: Myzozoa Cavalier-Smith ve Chao, 2004
Subphylum: Apicomplexa Levine, 1970
Class: Aconoidasida Mehlhorn, Peters ve Haberkorn, 1980
Order: Piroplasmorida Wenyon, 1926
Family: Theileriidae du Toit, 1918
Genus: Theileria Bettencourt, 1907
Family: Babesiidae Poche, 1913
Genus: Babesia Starcovici, 1893
Robert Koch Tanzanya’nin Dar-es-selam bolgesinde sigirlarda “Redwater”
hastaligin1 arastirirken hasta sigirlarin eritrositlerinde Babesia bigemina (B.
bigemina)’dan daha kiiciikk, c¢omak, oval ve yuvarlak yapili cisimlerin
bulundugunu goérmiis, ancak bunlarin B. bigemina’nin geng¢ formlar1 oldugunu
diistinmiistiir. Rodezya’nin giineyinde ve Gliney Afrika’da ¢ikan Rodezya kene
sitmast salgin1  (Dogu Sahil Hummasi) {iizerine Koch ve Theiler gibi
arastirmacilar, bu hastalifin etiyolojisi ve bulagsmasina yonelmislerdir. Stephens
ve Christophers 1903’te hastalik etkenine Piroplasma kochi ismini 6nermis,

bundan bir yil sonra ise Koch 'mavi cisimcikler' olarak bilinen lenfoid hiicre igi



asama olan sizontlar1 tanimlamistir. Dogu sahil hummasi etkeni 1904 yilinda
Theiler tarafindan Piroplasma parvum, 1907 yilinda Bettencourt, Franga ve
Borges tarafindan T. parva olarak degistirilmistir. Son olarak 1918’te Theileria
tiirlerinin  diger piroplasmlardan farki belirlenmis ve Theileridae ailesi
olusturulmustur (13).

Theileridae ailesinde yer alan tiirler, evcil ve yabani hayvanlarda
theileriosis olarak adlandirilan hastaliga neden olurlar. Bu hastalik, lenf
yumrularinda biiyiime, anemi ve yliksek ates ile karakterize olup Ixodidae ailesine
bagli kene tiirleri tarafindan transtadial olarak nakledilir. Theileriosis, sigir, koyun
ve kegi gibi ruminantlarda 6nemli ekonomik kayiplara neden olur (4).

Koyun ve kegilerde Theileria lestoquardi (T. lestoquardi), Theileria
uilenbergi (T. uilenbergi), Theileria luwenshuni (T. luwenshuni), Theileria ovis
(T. ovis), Theileria separata (T. seperata) ve Theileria recondita (T. recondita)
olmak tizere alti tiir tespit edilmistir (4, 14-18). Theileria tiirleri arasinda
patojenite, vektor kene, biyolojik ve genetik oOzellikler bakimindan 6nemli
farkliliklar bulunmaktadir. T. lestoquardi, T. uilenbergi ve T. luwenshuni koyun
ve kegilerde yliksek mortalite ve morbidite ile seyreden klinik (4, 15-18), diger
tiirler ise subklinik enfeksiyona neden olurlar (19, 20).

Theileria tiirlerinin biyolojisi farkliliklar gostermekle birlikte, temelde
benzerdir. Parazitlerin yasam siklusu, Ixodidae ailesinde yer alan keneler ile
cesitli memeli hayvanlar arasinda gecger. Bu siklus, vektor kenelerin enfekte
hayvanlardan kan emmesi ile baslar. Larva ve nimf safhasinda enfekte hayvandan
kan emen vektor keneler, kanla birlikte eritrositler icindeki etkenleri de alirlar.

Alinan enfekte eritrositler kene bagirsaginda sindirilir ve piroplasmlar serbest hale



gelir. Bunlardan mikro ve makrogametler sekillenir ve mikrogametin
makrogameti dollemesi sonucu zigot olusur. Zigotun olusmasindan sonra
hareketli kinetler sekillenir ve bu kinetler bagirsak epitel hiicrelerine girerler.
Kenenin gomlek degistirmesini takiben hemolenfe gecerek tiikiiriik bezi asini
hiicrelerine gelen kinetler, burada sporoblastlar1 olustururlar. Vektor kene, konaga
tutunup kan emdiginde sporogonik gelisme baslar ve memeli hayvanlar igin
enfektif form olan sporozoitlerin tesekkiilii ile parazitin kenedeki gelismesi
tamamlanmais olur (21).

Enfekte keneler tarafindan konaga verilen sporozoitler, hizla lenfositlere
girerek burada sizontlar1 olustururlar. Bu esnada konak hiicreyi de bdliinmeye
tesvik ederler ve lenfositlerin clonal boliinmesine neden olurlar. Once
makrosizontlar, daha sonra mikrosizontlar ve sonunda merezoitler sekillenir.
Merozoitler de eritrositlere girerek piroplasm formlarini olustururlar (21).

Theileria tiirlerinin eritrositler igindeki piroplasm formlar1 yuvarlak, oval,
yiiziik, batone, anaplasmoid, armut ya da ¢omak seklindedirler. Bu formlarin
biyiikligii 0,5-2 um arasinda degisir (22).

Theileria lestoquardi eritrositler igerisinde yuvarlak, oval, batone ya da
anaplasmoid formlarda bulunur. Etkenlerin %80’inin yuvarlak ve oval, %18’inin
cubuk, %2’sinin ise anaplasmoid formda oldugu bilinmektedir. T. lestoquardi’nin
sizont formlarma lenf yumrulari, dalak ve serbest lenfoblastoid hiicrelerde
rastlanir. Sizontlarin biiyiikligii ortalama 8 um olup, kirmizimsi1 mavi renkte, 1-2

um ¢apindadirlar ve 1-80 adet graniil ihtiva ederler (23).



Theileria uilenbergi ve T. luwenshuni arasinda morfolojik ve biyolojik
yap1 itibari ile bir farkliligin bulunmadigi, ancak bu iki Theileria tiiriiniin
filogenetik olarak bir birinden fakli olduklar1 bildirilmistir (24). Her iki tiiriin
eritrosit i¢indeki piroplasm formlari, 1-2,5 um biiyiikliigiinde olup pleomorfik
yapidadirlar (25). Yuvarlak ve oval formlar baskin olmakla birlikte tipik olarak
tek armut, yiiziik, parasiit, noktali virgiil, tirnak, ¢gubuk ve ameboid formlarda da
goriiliirler (15). Bu tiirlerin eritrositlerdeki piroplasm formlarinin %32,7’sini
yiiziik, %29,2’sini parasiit, %15,3’iinii noktal1 virgiil, %10,2’sini oval, %5,5’ini
tirnak ve %5’ini ise ¢ubuk formlar olusturur (26). Karaciger, dalak, akciger,
bobrek ve perifer lenf nodiillerinden hazirlanan preparatlarda, T. uilenbergi ve T.
luwenshuni’ye ait makro ve mikro sizontlar tespit edilmistir (27).

Theileria ovis’in piroplasm formlari T. lestoquardi’ye benzer ancak T.
lestoquardi’de goriilen ¢omak formlara bu tiirde rastlanmaz. Bazi yazarlar, T.
ovis’i farkl tiirlerin olusturdugu bir kompleks olarak tanimlamistir. T. ovis ile
enfekte eritrositlerde sitoplazma iginde silik bir pege bulunur. T. ovis
enfeksiyonlarinda eritrositlerin %2’sinden daha azi1 enfektedir. Bu tiiriin sizontlar1
lenf yumrusu, dalak ve karaciger ile serbest lenfoblastoid hiicrelerde bulunur (20).

Theileria separata yuvarlak, oval, bazen c¢omak seklinde piroplasm
formlara sahiptir. T. separata ile enfekte eritrositlerin bir kenarlarindaki
cokiintlide 1yi sekillenmis bir pege ve enfekte eritrositin icinde nokta seklinde bir

leke bulunur (28).

10



Theileria tiirleri, ixodid keneler ile biyolojik olarak nakledilmektedir (22).
Ancak bu parazitlerin, lenfoid doku emiilsiyonu, enfekte doku kiiltiirii hiicreleri ve
enfekte kan inokiilasyonu ile mekanik olarak da bulasabilecegi ifade edilmistir
(29, 30).

Theileria lestoquardi saha sartlarinda Hyalomma anatolicum (Hy.
anatolicum) tarafindan nakledilir (4, 20). Hastaligin bu kenenin bulundugu
bolgelerde (Kuzey Afrika, Giiney Avrupa, Orta Dogu) yogun olarak goriildigi
bilinmektedir. Ancak Hy. anatolicum’un goriilmedigi Sudan’in Mavi Nil
bolgesinde, koyunlarda IFAT ile %14 oraninda T. lestoquardi’ye karsi
seropozitiflik belirlenmis ve bu parazitin diger kene tiirleri tarafindan da
nakledilebilecegi ileri stirtilmistiir (31).

Deneysel calismalarda T. lestoquardi, Hy. anatolicum ve Rhipicephalus
tirleri tarafindan nakledilmistir (32). Suudi Arabistan’in bati bdlgesinde T.
lestoquardi ile enfekte koyunlarda Hyalomma impeltatum (Hy. impeltatum)
enfestasyonu goriilmiis ve bu kene tiiriinlin de parazitin potansiyel vektori
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (33). Iran da yapilan bir ¢alismada T. lestoquardi ile
dogal enfekte koyunlardan toplanan Hy. anatolicum ve Rhipicephalus sanguineus
(R. sanguineus) tiirii kenelerin tiikiiriik bezlerinde T. lestoquardi sporozoitleri
gosterilmistir (34).

Theileria luwenshuni ve T. uilenbergi Haemaphysalis ginghaiensis (Hae.
ginghaiensis) ve Haemaphysalis longicornis (Hae. longicornis) tiirii keneler ile
nakledilmektedir. Deneysel calismalarda, Hae. ginghaiensis’in nimf ve eriskin
formlarmin T. uilenbergi ve T. luwenshuni’yi naklettigi belirlenmistir. Yine Hae.

longicornis’in nimf ve eriskin formlarmm T. luwenshuni’yi naklelettigi, T.
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uilenbergi’nin ise Hae. longicornis’in sadece eriskinleri ile nakledildigi tespit
edilmistir (35, 36). Yeni tanimlanan bu Theileria tiirlerinin (T. uilenbergi ve T.
luwenshuni), Hy. anatolicum tarafindan deneysel olarak nakledilmedigi ortaya
konmustur (37).

Theileria ovis diinyanin farkli cografik bolgelerinde farkli kene tiirleri
tarafindan nakledilmektedir. Giliney Afrika’da Rhipicephalus evertsi (R. evertsi)
(38), Rhipicephalus bursa (R. bursa) (13), Rhipicephalus haemaphysaloides (R.
haemaphysaloides) (39), Hy. anatolicum (20), Ingiltere’”de Haemaphysalis
punctata (Hae. punctata) (40), eski Sovyetler Birligi’nde R. bursa, Dermacentor
sylvarum (D. sylvarum), Haemaphysalis sulcata (Hae. sulcata) ve Ornithodorus
lahorensis (O. lahorensis) tarafindan nakledildigi bildirilmistir (22, 30). Deneysel
olarak R. evertsi (38), Hae. punctata (40), R. haemaphysaloides (39), Hy.
anatolicum (20, 41) ve R. bursa’nin (13) T. ovis’i transtadial yolla naklettigi
ortaya konmus, Koyunlar iizerinden toplanan R. bursa’nin tiikiiriik bezi asini
hiicrelerinde PZR ile T. ovis sporozoitleri tespit edilmistir (42).

Theileria recondita’nin Hae. punctata tarafindan nakledildigi bildirilmis
(20), ancak daha sonra yapilan bir ¢alismada sahadan toplanan Hae. punctata
nimflerinin bu paraziti nakletmedigi ortaya konmustur (43).

Babesiosis, Babesia tiirlerinin meydana getirdigi, tropik ve subtropik
bolgelerde evcil ve yabani hayvanlarda yaygin olarak goriilen zoonotik karakterli
bir protozoer hastaliktir (44). Hastalik ilk kez 1888 yilinda Victor Babes
tarafindan Romanya’da siddetli hemolitik belirti gosteren sigirlarda tanimlanmis
ve etken Haematococcus bovis olarak isimlendirilmis, daha sonra ayni arastiric

tarafindan benzer mikroorganizmalarin koyun eritrositlerinde de bulundugu
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bildirilmistir (45). Smith ve Kilborne tarafindan 1893 yilinda sigirlarda Texas
fever’in etkenine Pyrosoma bigeminum ismi verilmis ve bu etkenin bir kene
tarafindan nakledildigi gosterilmistir (46). Aymi yil Starcovici bu parazitlere
Babesia bovis (B. bovis), Babesia ovis (B. ovis) ve B. bigemina isimlerini
vermistir (47).

Ixodid keneler tarafindan transtadial ve transovarial olarak nakledilen
Babesia etkenleri, evcil ve yabani omurgalilarin eritrositlerine yerleserek
gelismelerini siirdiiriirler ve konaklarinda yiiksek ates, intravaskiiler hemoliz,
anemi, hemoglobiniiri ve hemoglobinemi ile karakterize hastalik tablosu
olustururlar (4). Babesia soyuna bagl tiirlerden B. ovis, Babesia motasi (B.
motasi), Babesia crassa (B. crassa), Babesia taylori (B. taylori) ve Babesia
foliata (B. foliata)’nin koyun ve kecilerde babesiosise sebep oldugu bildirlmistir
(4, 22, 48-53).

Babesia tiirlerinin biyolojisi omurgali konaklar ile Ixodidae ailesine bagl
mera keneleri arasinda geger. Babesia tiirleri keneler tarafindan hem transtadial ve
hem de transovarial olarak nakledilir (54). Enfekte kene duyarli konaga kan
emmek i¢in tutundugunda, sporozoitleri konaga enjekte eder ve sporozoitler direk
olarak endositosis yolu ile eritrositlere girerler. Sporozoitin temas ettigi eritrositin
yiizeyinde, once aktin ve miyozinin rol aldigi mekanizma ile bir invaginasyon
meydana gelir. Bunu takiben sporozoitler vakuol olusturmadan direkt olarak
konak eritrositlerine girerler. Eritrositler igerisine giren sporozoitler, piroplasm
(trofozoit) formuna doniiserek gelismesini siirdiiriir ve genellikle ikiye boliinerek
cogalirlar. Eritrositlerin par¢alanmasi ile birlikte serbest kalan merozoitler ayni

sekilde saglam eritrositlere penetre olurlar. Cogalma genellikle ikiye boliinme ile
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olmakla beraber bazen dorde boliinmede s6z konusu olabilir ve B. crassa’da
oldugu gibi bazen merozoit sayis1 dordii de bulabilir. Enfeksiyon konagin
Oliimiine veya immun sistemin olay1 baskilamasina kadar devam eder ( 22, 54,
55).

Vektor keneler enfekte hayvandan kan emerken "Gamont prekiirsorleri”
ad1 verilen oval sekilli merozoitleri alirlar. Bu gamont prekiirsorleri, vektor kene
tarafindan alinincaya kadar gelismezler. Gamontlar vektér kene tarafindan
alindiktan sonra kenenin sindirim sisteminde strahlenkorper adi verilen 1sinsal
cisimcikler meydana gelir. Bunlarin boliinerek ¢ogalmasiyla ¢ok ¢ekirdekli 1sinsal
cisimcikler olusur. Tek c¢ekirdekli 1sinsal cisimciklerden meydana gelen gametler
singami yolu ile bir araya gelerek zigotu meydana getirirler. Zigot, kenenin
bagirsaginda 6zellikle bazofilik epitel hiicrelerine girerek ¢oga boliinmeye baslar
ve bu sirada hacim olarak da biiyiir. Cekirdek materyali sitoplazma boyunca
kiigiik noktaciklar seklinde dagilir ve her cekirdek pargasinin etrafi bir zarla
cevrilerek ¢ubuk sekilli 11-15 pm uzunlugunda sporokinetler (vermikiil, kinet)
olusur. Meydana gelen vermikiiller kenenin hemolenfine ve ovaryumlar dahil tiim
organlarina go¢ eder. Bulunduklar: hiicreleri pargalayan sporokinetlerin bir kismi
saglam hiicrelere girerek yeniden ¢ogalmaya devam ederken, bir kismi1 da tiikiiriik
bezi asini hiicrelerine giderek burada yuvarlaklasirlar ve daha sonra sporogoni
yoluyla gogalarak Once sporoblastlar1 sonra da sporozoitleri meydana getirirler.
Bu esnada kene de gomlek degistirmek suretiyle bir sonraki gelisme sathasina
(larvadan nimfe, nimften eriskine) gecer. Tiikiiriik bezlerinde gelismesini
tamamlayan sporozoitler, kenenin kan emmek iizere tutundugu yeni duyarl

konaga verilir ve parazitin vektor kenedeki yasam dongilisii tamamlanmis olur.
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Boylece vektor kene, bir gelisme doneminde enfekte konaktan aldigi Babesia
etkenlerini bir sonraki gelisme doneminde (transtadial nakil) diger bir duyarl
konaga aktarir. Vektor kenenin erigskin doneminde enfekte konaktan kan emmesi
durumunda, Babesia etkenleri ovaryumlar yoluyla kenenin yumurtalarina ve bu
yumurtadan ¢ikan larvalara intikal eder. Enfekte larvalar duyarli konaktan kan
emerken, Babesia ctkenlerini transovarial olarak yeni bir konaga aktarmis olur
(21, 56, 57).

Babesia soyundaki protozoonlar morfolojik olarak biyiikk ve kiigiik
Babesia tiirleri olarak gruplandirilirlar. Kiigiik Babesia tiirleri yuvarlak, tek armut
ve belirsiz bir aciya sahip ¢ift armut, biiyiik Babesia tiirleri ise yuvarlak, oval, tek
armut ve belirgin bir agist olan ¢ift armut seklinde bulunurlar. Babesia tiirlerinin
piroplasmlar1 gelisme donemlerine gore halka, ameboid ve armut bi¢imini alirlar.
Cift armut sekilleri birbirinden ayrilip, hiicreyi pargalar, serbest hale gelen
etkenler diger alyuvarlar1 enfekte ederler. (22, 58).

Babesia ovis kii¢iik Babesia tiirlerinden olup 1,5 x 1 um biyiikliiktedir.
Eritrosit i¢indeki formlar, ¢ogunlukla yuvarlak ve eritrosit kenarina yakin olarak
bulunurlar. B. motasi biiyiik Babesia tiirlerinden olup, genellikle ¢ift armut
formunda ve 2,5-4 x 2 um biiyiikligiindedir (22, 59). Biiyiik Babesia tiirlerinden
olan B. crassa’da bir eritrosit i¢inde genellikle 4 merozoit bulunur ve her merozoit
2-3 um uzunlugundadir (50).

Babesia ovis’in primer vektorii R. bursa’dir. Bununla beraber R. turanicus,
R. evertsi, Hyalomma excavatum (Hy. excavatum), Ixodes ricinus (l. ricinus) ve

Ixodes persulcatus (I. persulcatus) tarafindan da nakledilebilecegi belirtilmistir. B.
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motasi Hae. punctata tarafindan nakledilmektedir. B. crassa’nin vektorii
bilinmemektedir (4, 58-62)

Theileria ve Babesia tiirlerinin teshisinde kullanilan molekiiler
tekniklerdeki gelismelere paralel olarak, son yillarda yapilan ¢alismalar, koyun ve
kecilerde bu soylara bagli yeni genotiplerin varligini ortaya koymustur.

Ispanya’da Theileria sp. OT1 ve Theileria sp. OT3 genotipleri
bildirilmistir (63). Bunlardan Theileria sp. OT1’in daha 6nce Cin’de bildirilen ve
Theileria sp. China 1 olarak adlandirilan ve giiniimiizde T. luwenshuni olarak
isimlendirilen tiir ile %99,6 oraninda genetik benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
Theileria sp. OT3’iin ise diger tiirlerden genotipik olarak farkli oldugu tespit
edilmistir. Tiirkiye’de koyun ve kegilerde yapilan g¢alismada diger Theileria
tirlerinden farkli bir genotip tespit edilmis ve Theileria sp. MK olarak
adlandirilmigtir (64). Bu Theileria genotiplerinin patojeniteleri ve vektorleri ile
ilgili yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Cin’de koyun ve kegilerde babesiosise yol agan 7 Babesia izolati
tanimlanmistir. Bu izoatlarin, 18S ribosomal DNA ve ITS gen bolgelerine gore iki
grupta toplandigi bildirilmistir (65, 66). Birinci grubu olusturan 6 izolatin Babesia
sp. BQ1 Lintan, Babesia sp. BQ1 Ningxian, Babesia sp. Tianzhu, Babesia sp.
Madang, Babesia sp. Hebei, Babesia sp. Liaoning oldugu ve B. motasi-like grup
olarak adlandirildig1 bildirilmis, diger grubun ise Babesia sp. Xinjiang ile birlikte
Giliney Afrika’da son zamanlarda yabani ruminantlarda tanimlanan Babesia sp.
giraffe izolatlar1 ile Ispanya’da geyiklerde identifiye edilen Babesia sp. pecorum
izolatin1 igerdigi kaydedilmistir (57, 68). Ayrica 2010 yilinda ilk defa Afrika’da

yabani kedilerde tanimlanan Babesia lengau sp.’nin (69), evcil kedilerde klinik
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enfeksiyon olusturdugu rapor edilmis (70), daha sonra genetik olarak Babesia
lengau (B. lengau)’ye yakin benzerlik gosteren ve B. lengau-like olarak
adlandirilan bir izolatin, Yunanistan’da koyunlarda hemolitik anemi seyirli
hastalik tablosuna neden oldugu bildirilmistir (71). Yine Babesia sp. BQ1
(Ningxian)’in Hae. longicornis tarafindan nakledildigi, Avrupa’daki B. motasi’ye
benzer morfolojik o6zellikler gosterdigi ve koyun ve kegilerde son derece patojen
oldugu belirtilmistir (72). Babesia sp. Xinjiang’in B. motasi ve B. crassa’dan
morfolojik olarak farkli oldugu ve koyunlarda diisiik patojenite gosterdigi ifade
edilmistir (73, 74).

Molekiiler tekniklerin Theileria ve Babesia tiirlerinin teshisinde
kullanilmasi ile birlikte, bu soylarda yer alan bazi tiirlerin esas konagi disinda
cesitli memeli konaklarda da bulunabilecegi goriilmiistiir. Sigirlarda tropikal
theileriosise neden olan Theileria annulata (T. annulata)’nin koyunlar1 enfekte
edebildigi, gerek laboratuvar ve gerekse saha calismalarinda gosterilmistir (29,
75-79). Ayni protozoon kdpeklerde de tespit edilmistir (80, 81). Yine kdpeklerde
Babesia caballi (B. caballi), Babesia felis (B. felis), Babesia microti (B. microti)
(82-84); kedilerde Babesia canis (B. canis), Babesia vogeli (B. vogeli), T. ovis, B.
bigemina (85, 86); atlarda B. microti (87); kegilerde B. bigemina (88); koyunlarda
B. bigemina ve B. bovis (89); geyiklerde ise B. divergens tespit edilmistir (90).

Koyun ve kecilerde theileriosis ve babesiosis Ortadogu, Akdeniz havzasi,
Giliney Avrupa, Asya, Kuzey Afrika, Hindistan ve Cin’1 i¢ine alan genis bir alanda
goriiliir (4, 15, 20, 91). Klinik enfeksiyon olusturarak koyun ve kegilerde 6liime

neden olan Theileria lestoquardi, Giiney Dogu Avrupa, Kuzey Afrika, Orta ve
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Yakin Dogu ile Dogu ve Giiney Dogu Asya iilkelerinde goriilmektedir (4, 20, 91-
93).

[ran’da kan frotilerinin mikroskobik bakis1 ile yapilan bir ¢alismada,
koyunlarda T. lestoquardi prevalansinin %34, diger bir ¢alismada ise %36 olarak
belirlenmis (34, 94), aymi iilkede molekiiler yontemlerle yapilan ¢alismalarda T.
ovis, T. lestoquardi, T. annulata, B. ovis ve B. motasi sirasi ile %6-86, %6-7, %5,
%7-85 ve %1-11 oranlarinda tespit edilmistir (95-102).

Irak’ta molekiiler yontemlerle muayene edilen hayvanlarin %14-63’{iniin
T. ovis, %8-48’inin T. lestoquardi, %6’smin T. uilenbergi, %71’inin T. annulata,
%?2’sinin ise B. ovis ile enfekte oldugu bildirilmistir (103, 104).

Pakistan’da yapilan molekiiler ¢aligmalarda T. ovis %6-28, T. lestoquardi
%3-21, B. ovis %34-37 oranlarinda tespit edilmistir (105-111).

Cin’de mikroskobik baki sonuglarina gore Theileria sp. China prevalansi,
kuzularda, %92, oglaklarda %064, koyunlarda %63, kecilerde %20 olarak
belirlenmis (26), molekiiler ¢alismalarda ise T. luwenshuni %6-97, T. uilenbergi
%18-44, T. ovis %8, Theileria sp. OT3 %15 ve T. orientalis %9 oranlarinda
bulunmustur (18, 112-116).

Sudan’in 9 farkli cografik bolgesinde indirek floresan antikor testi (IFAT)
ile yapilan serolojik bir c¢alismada, koyunlarda T. lestoquardi’nin
seroprevalansinin %16 oldugu ortaya konmustur (31).

Theileria ovis’in biitiin Afrika; Giiney, Orta ve Dogu Avrupa; Orta, Dogu
ve Giiney Asya lilkelerinde koyun ve kegilerde goriildiigii ve T.lestoquardi’den
daha genis bir cografyada yayilis gosterdigi bildirilmis (20, 63, 117, 118),

Misir’da, kan frotilerinin mikroskopik bakisina dayanan bir c¢alismada 475
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koyunun %3’iinde, 200 keginin %8’inde T. ovis’in piroplasm formlar1 belirlenmis
(119), IFAT ile Makedonya’da 721 koyunun %25’inde, 487 ke¢i’nin %]1’inde
(120), ispanya’da muayene edilen koyunlarin %19’unda, kegilerin %1’inde T.
ovis’e kars1 sekillenen antikorlar saptanmis (121), Suriye’de saglikli goriiniislii
913 koyunun %60’mnda Theileria spp. antikorlarinin varligi ortaya konmus (122),
Ispanya’da reverse line blotting (RLB) metodunu ile yapilan bir ¢alismada, 320
koyunun %21’inde T. ovis tespit edilmistir (63).

Tiirkiye’de Babesia ve Theileria tiirlerinin varligi ve yayilisina iliskin
farkli yontemler kullanilarak gesitli arastirma ve yayinlar yapilmistir. B. ovis ilk
kez 1899 yilinda Nicolle ve Laveran tarafindan, T. ovis ise 1931 yilinda
Lestoquard ve Ekrem tarafindan saptanmuis (29, 123), daha sonra mikroskobik
baki ve serolojik yontemler ile Tiirkiye nin ¢esitli yerlerinde koyun ve kecilerde
Theileria ve Babesia tiirlerinin varlig1 ve yayilisi ortaya konmustur.

Kayseri yoresinden 192°si koyun, 47°si kec¢i olmak iizere toplam 239
kiigiik ruminantin perifer kan frotileri incelenmis, 34’1 koyun (%18) ve 3’1 keg¢i
(%6) olmak tizere toplam 37 hayvanin (%15) B. ovis ile enfekte oldugu saptanmus,
hi¢bir 6rnekte B. motasi’ye rastlanmamustir (124). Ayni yoreden 250 koyun ve 50
kecinin perifer kan frotilerinin mikroskobik muayenesinin yapildigr diger bir
calismada (125), 46 koyun ve 4 kegide Theileria sp. tespit edilmistir.

Orta, Dogu ve Giiney Anadolu gibi Tiirkiye’'nin degisik cografik
bolgelerinden Theileria siipheli 687 koyun ve 89 ke¢i muayene edilmis, serolojik
olarak koyunlarin %0601, kegilerin %9’u, mikroskobik olarak ise koyunlarin
%38’1 ve kegilerin %6’s1 T. ovis yoniinden pozitif bulunmus, T. lestoquardi’ye

rastlanmadig1 bildirilmistir (126). Cankir1 yoresinden 128 koyun ve 66 keciye ait
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stirme kan frotisi mikroskobik olarak incelenmis, 27 koyun ve 8 kegide Theileria
spp. 39 koyun ve 10 kecide ise B. ovis belirlenmistir (127). Tiirkiye’de B. ovis’in
koyunlarda serolojik teshisi ilk kez 1979 yilinda yapilmistir (128). Daha sonra
Tirkiye’nin farkli illerinde bu protozoonun koyun ve kegilerde mikroskobik ve
serolojik prevalansi arastirilmig, mikroskobik olarak muayene edilen hayvanlarin
Malatya yoresinde %2 (129)’sinde; Afyon yoresinde %0,4 (130)’tinde; Konya
yoresinde %11 (131)’inde; Urfa yoresinde ise %2 (132)’sinde B. ovis
piroplasmlar1 tespit edilmistir. B. ovis’in koyunlardaki seroprevalansit Van
yoresinde %60 (133); Ankara, Kirsehir, Erzurum illerinde IFAT ile %64, ELISA
ile %61; Karadeniz bolgesinde bir yas {istii koyunlarda %80, bir yas alti
koyunlarda %52 (134); Ankara yoresinde IFAT ile %76, ELISA ile %79 (135);
Canakkale yoresinde %46 (136); Cankir1 yoresinde %91 (137); Nigde yoresinde
2001 yilinda %54 (138), 2003 yilinda %24 (139); Malatya yoresinde %56 (129);
Elazig yoresinde %45 (140); Afyon yoresinde %52 (130); Konya ydresinde %42
(131); Urfa yoresinde %41 (132); Samsun yoresinde %72 (141); Amasya
yoresinde %38 (142); Ege, Karadeniz, Orta Anadolu ve Dogu Anadolu
bolgelerinde (143) sirasi ile %80, %72, %71 ve %56 olarak tespit edilmistir. Bu
protozoon Tirkiye’nin ¢esitli bolgelerinde serolojik yontemler ile kegilerde de
arastirilmig ve Cankir1 yoresinde %86 (137); Konya yoresinde %33 (144); Nigde
yoresinde %35 (139); Ankara yoresinde %9 (145); Hatay yoresinde %37 (146)
oraninda seropozitiflik saptanmustir.

Theileria ve Babesia gibi kan parazitlerinin olusturdugu enfeksiyonlarin
teshisi, akut vakalarda klinik bulgular ve Giemsa ile boyanmis kan ve lenf

yumrusu frotilerinin mikroskopik muayenesiyle yapilmaktadir (26, 27). Latent
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enfeksiyonlarin saptanmasinda ise uzun siire serolojik yontemler kullanilmistir
(31, 147, 148). Hastalig1 atlatan hayvanlar portor durumuna gegerler ve keneler
icin enfeksiyon kaynagini olustururlar. Portorlerin populasyon i¢indeki oraninin
bilinmesi, hastaligin epidemiyolojisi agisindan 6nemlidir (149). Babesia ve
Theileria tiirlerinin piroplasm formlarinin morfolojik yap1 itibari ile birbirlerine
benzemesi sebebi ile mikroskobik muayene ile tiir ayiriminin yapilamayacagi; bu
tiirler arasinda g¢apraz reaksiyonlarin goriilebilmesi, spesifik immun yanitlarin
zay1f olabilmesi ve uzun siireli portorliikk durumunda antikorlarin her zaman tespit
edilememesi gibi sebeplerden dolay1 da serolojik yontemlerde yanlis pozitif ve
negatif sonuglarin s6z konusu olabilecegi ileri siiriilmistiir (78, 150, 151). Bu
sebeplerden dolayr Theileria ve Babesia enfeksiyonlarinin epidemiyolojilerini
belirlemeye yonelik arastirmalarda molekiiler tan1 yontemlerinin kullanilmasina
ihtiyag duyulmustur. Theileria ve Babesia tiirlerinin teshisinde parazit DNA’sinin
tespitine yonelik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), multipleks PZR, nested
PZR, in situ PZR, arbirtrary-primed PZR (AP-PZR), ger¢cek zamanli (real-time)
PCR (gPZR), polimeraz zincir reaksiyonu-restriction fragment length
polymorphism (PZR-RFLP), southern blotting Loop mediated isothermal
amplification (LAMP) gibi teknikler gelistirilmistir. Bu teknikler parazitin teshisi
yaninda ayrica tedavi, genetik tiplendirme, sistematik (taksonomi ve filogeni),
populasyon genetigi, ekoloji, epidemiyoloji, antiparaziter ilag ve as1 gelistirilmesi,
ilag direncinin tespiti ve parazit genom c¢aligmalar1 gibi konularda da uygulama

alan1 bulmustur (152).
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Tiirkiye’de koyun theileriosisinin molekiiler yontemlerle belirlenmesine
yonelik ilk c¢alisma Dogu Anadolu Bolgesinde yapilmistir. Bu calismada 218
koyuna ait kan frotisi mikroskobik, gDNA’lar ise once PZR ile Theileria spp.
yoniinden incelenmis, pozitif bulunan 90 6rnek yeniden T. lestoquardi yoniinden
PZR ile incelenmistir. Higbir 6rnekte T. lestoquardi tespit edilememistir (153).
Ayni1 bolgeden 300 koyun ve 100 kegiye ait kan 6rnekleri Babesia enfeksiyonlari
yoniinden B. ovis spesifik PZR ile incelenmis, 32 koyun ve 1 kegide (%8,25) B.
ovis tespit edilmistir (154). Ayni arastiricilar Dogu ve Giineydogu Anadolu
Bolgesinden 677 koyun ve 142 keciye ait kan drneklerini mikroskobik baki ve
PZR yontemi ile incelemisler; mikroskobik baki ile koyunlarin %18,29’unda,
kegilerin ise %2,88’inde Theileria spp. piroplasmlarini saptamiglar, PZR ile
koyunlarin %58,79’unun, kegilerin ise %11,27’sinin T. ovis yoniinden pozitif
oldugunu ortaya koymuslardir (155).

Theileria ve Babesia tirlerinin her biri i¢in ayr1 PZR metodunun
kullanilmas: yerine, hayvanlarda bulunabilecek biitiin kan parazitlerini bir defada
ve tek islemde ortaya koyabilecek genel bir metodun gelistirilmesinin ¢ok daha
ekonomik ve faydali olabilecegi diisiincesiyle, reverse line blotting (RLB)
yontemi gelistirilmistir. Bu yontem, farkli cins ve tiirlere ait etkenlerin es zamanlh
olarak tamisin1 saglayan, kisa slirede sonu¢ veren, daha az maliyeti olan ve
duyarliligi PZR’ye gore 1000 kat yiiksek olan bir teshis aracidir (156). RLB ilk
defa 1988 yilinda insanlarda orak hiicre anemisi ile f Talesemi’nin teshisinde
kullanilmis (157), daha sonra Streptoccoci tiirlerinin serotiplerinin saptanmasi

(158) ve aymi kenede bulunan dort farkli Borrelia tiirtiniin belirlenmesinde
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kullanilmistir (159). Bu yontemle sigirlarda bes Theileria ve ti¢ Babesia tiiriiniin
ayni anda spesifik olarak teshis edilebilecegi gosterilmistir (160).

Parazitoloji alaninda kullanimi her gecen gilin artarak devam eden RLB
yontemi ile koyun ve kegilerde bulunan Theileria ve Babesia tiirleri basari ile
teshis edilmistir. RLB yonteminde yaygin olarak parazitlerin 18S rRNA genindeki
V4 degisken bolgesi amplifiye edilmektedir (161). Morfolojik, serolojik ve
genetik olarak yakin benzerligi olan T. annulata ve T. lestoquardi tiirlerinde V4
degisken bolgesindeki niikleotid dizilimleri ayni oldugu i¢in bu iki parazitin RLB
ile aymrmi miimkiin olmamaktadir (162). Normalde sigirlarda tropikal
theileriosise neden olan T. annulata’nin koyunlari enfekte edebildigi gerek
laboratuvar ve gerekse saha ¢alismalari ile gosterilmistir. (75-79). Dolayist ile
RLB yonteminin kullanildigi epidemiyolojik c¢alismalarda bu hususun dikkate
alinmasi gerekmektedir. Bu durum, Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) yontemi basta olmak iizere diger molekiiler yontemler ile agilabilmektedir
(95, 96). RFLP’de Theileria tiirlerinin 18S rRNA gen bolgesine ait amplifikasyon
tiriinleri (yaklasik 1500 bp) Hpa II restriksiyon enzimi ile ligasyona tabi tutularak
olusacak bant profili ve sayisina gore tiir ayirimi yapilabilmektedir (96).

Reverse Line Blotting yontemi Tiirkiye’de koyun ve kegilerde Theileria ve
Babesia tiirlerinin tespitinde ilk defa Kayseri yoresinde kullanilmig, koyunlarda
%?2,7 oraninda B. ovis, %34,2 oraninda da T. ovis enfeksiyonu tespit edilmistir
(163). Daha sonra Dogu Anadolu Boélgesinden 705 koyun ve 215 keciye ait kan
ornekleri Theileria ve Babesia tiirleri yoniinden RLB ile arastirilmis ve B. ovis
(%5,43), T. ovis (%34,56), Theileria sp. MK (%1,3) ve Theileria sp. OT3

(%0,43)’1in varlig1 ortaya konmustur (64). Kayseri ili Yesilhisar yoresinde koyun
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ve kecilerdeki Theileria ve Babesia tiirlerinin belirlenmesi amaciyla rastgele
secilen 200 koyun ve 100 kegiye ait gDNA’lar RLB ile T. ovis ve B. ovis
yoniinden incelenmis ve bu yorede B. ovis ve T. ovis’in molekiiler prevalansinin
sirast ile %3,7 ve %37,6 oldugu tespit edilmistir (164). Kayseri’de yapilan baska
bir ¢alismada RLB ile 300 kegi 6rneginin 4’tinde (% 1,33) B. ovis, 1’inde (%
0,33) T. ovis tespit edilmistir (165).

Orta Anadolu bolgesindeki Kayseri, Sivas ve Yozgat illerinden 421 koyun
ve 152 kegiye ait kan 6rnekleri RLB ile incelenmis, B. ovis’in %2,6, T. ovis’in ise
%33.9 oraninda yaygin oldugu tespit edilmistir (166). Koyun ve kecilerde ayni
yontem ile Orta ve Bati Karadeniz bolgesinde T. ovis’in %28,99, B. ovis’in
%0,44, Theileria sp. OT3’{in %2,04 ve Theileria sp. MK’nin %0,62 (167); Dogu
Karadeniz bolgesinde ise T. ovis’in %18,9, Theileria sp. MK’nin %0,99, Theileria
sp. OT3%lin %0,43 oraninda bulundugu ortaya konmustur (168).

Tiirkiye’de B. motasi’nin varligi mikroskobik olarak Karadeniz bolgesi ile
Van yoresinde bildirilmis, ancak bu tiire iliskin molekiiler bir veriye rastlanmamig
(169, 170), apatojen bir tiir olarak kabul edilen B. crassa’nin koyunlarda ve
Haemophysalis tiirii kenelerde bulundugu molekiiler olarak tespit edilmistir (16,
171, 172).

Tiirkiye’nin hemen her cografik bolgesinde koyun ve kecilerde varlig
bildirilen Theileria ve Babesia tiirlerinin, Akdeniz bolgesinin Mersin ve Adana
yoreleri ile Giineydogu Anadolu’nun Gaziantep ve Adiyaman illerinde de
enfeksiyon olusturduklar1 bilinmektedir. Ancak bu yorelerde Theileria ve Babesia
enfeksiyonlarinin molekiiler epidemiyolojisi bilinmemektedir. Bu ¢aligmada iklim

ve cografik yapisina bagli olarak koyun-kegi siiriilerinin idaresinde goriilen
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yonetimsel farkliliklarin (geleneksel yoriik kiiltiirii ve gogebe hayata bagli siirti
hareketleri) molekiiler epidemiyolojiyi etkileyebilecegi ve farkli tiirlerin gériilme
olasiligina etki edebilecegi hipotez edilmistir. Bu hipotez temelinde Adana,
Mersin, Gaziantep ve Adiyaman yorelerinde koyun ve keci siiriilerinde
Theileriosis ve Babesiosis olgularinin ortaya c¢ikmasma yol acan tiirlerin
molekiiler teknikler ile saptanmasi, karekterizasyonu, filogenetik analizlerinin

yapilarak Genbank kayitlarinin yapilmasi amaglanmistir.
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4.GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada, Adana, Mersin, Gaziantep ve Adiyaman illerinde koyun ve
kegilerde Theileria ve Babesia tiirlerinin varlig1 ve yayilisinin belirlenmesi ile
ilgili tiirlerin olusturdugu enfeksiyonlar a¢isindan epidemiyolojik verilerin elde
edilmesi amaglanmistir. Theileria ve Babesia tiirlerinin teshisinde morfolojik
identifikasyon ile RLB yontemi kullanilmis ve elde edilen sonuglar karsilastirmali
olarak degerlendirilmistir. Calisma siiresince bazi odaklarda kan 6rnekleri alinan
koyun ve kegiler iizerindeki keneler toplanarak tiir tayinleri yapilmis, doymus
erigkin disi kenelerden elde edilen yumurta kiimeleri Babesia tiirlerinin varligi
yoniinden kontrol edilmistir.

4.1 Calisma alani ve 6rnek sayisi

Calisma alan1 olarak Giiney Dogu ile Akdeniz bolgesinin kesigim alani
olarak goriilen Adana, Mersin, Gaziantep ve Adiyaman illeri se¢ilmis, bu illerdeki
toplam koyun ve kegi sayisinin TUIK 2012 verilerine gore 2.424.666 bas oldugu
goriilmiistiir (Tablo 1). Calismada kullanilmak iizere, 2013 ve 2015 yillar1 Nisan —
Ekim aylari arasinda bu illere gidilerek koyun ve kegilerden kan ve kene 6rnekleri
toplanmistir. Illerdeki koyun ve kegi varligmi yansitacak sayida her ilde farkli
odaklardan yaklasik 200 hayvan ¢alismaya alinmistir (Sekil 1, Tablo 2).

Tablo 1: 2012 TUIK verilerine gore projenin yiiriitiildiigii illerdeki koyun ve kegi
sayilari.

Odak Koyun Kegci Toplam
Adana 309.804 348.728 658.532
Mersin 393.309 660.325 1.053.634

Gaziantep 294.320 168.384 462.704
Adiyaman 124.684 125.112 249.796
Toplam 1.122.117 1.302.549 2.424.666
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Sekil 1: Calismanin yiiriitiildigii il ve ilgeler.
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Adiyaman, Dogu Anadolu’nun Yukar1 Firat kismi ile Giineydogu Anadolu
bolgesinin Orta Firat biilimiinde, 37°45" kuzey enlemleri ile 38°16" dogu
boylamlar1 arasinda yer almaktadir. Burada akdeniz ikliminin 6zelliklerini tasiyan
degisik deniz iklimi ile kara iklimi hiikiim siirer. Yillik ortalama sicaklik 17°C,
yagis miktar1 ise 574 mm dir. Hayvancilik, genellikle aile isletmeleri seklinde
olup son yillarda devlet tesvikli biiyiik bag hayvancilik igletmeleri kurulmustur.

Adana, Akdeniz bolgesinde 37°00" kuzey enlemleri ile 35°19’ dogu
boylamlar1 arasinda yer alan ve Tiirkiye nin en verimli topraklarina sahip bir ildir.
Adana' da cografi yapiya uygun olarak iklim daglik ve ovalik kesimlerde farklilik
gostermektedir. Ovalik alanin iklim yapisi Akdeniz iklimidir. Yazlar1 sicak ve
kurak, kislar1 1lik ve yagmurludur. Daglik alanlarda ise karasal iklim hakim olup,
kisin yagislar kar seklindedir. Yillik ortalama sicaklik 19,3°C, yagis miktari ise
688 mm dir. Mera ve otlaklar az oldugundan dolay1, hayvancilik daha ¢ok Toros
daglar1 eteklerinde koyun ve kegi yetistiriciligi seklinde yapilmaktadir.

Gaziantep, Giineydogu Anadolu bolgesinde 37°03" kuzey enlemleri ile
37°22" dogu boylamlar1 arasinda yer alir. Iklim Akdeniz ve Dogu Anadolu
iklimleri arasinda bir gecis Ozelligini gosterir. Yillik ortalama sicaklik 15,5°C,
yagis miktar1 ise 568 mm dir. Hayvancilik genellikle daglik ve yaylalik bolgelerde
kiiglik bas hayvan yetistirciligi seklinde yapilmaktadir.

Mersin, Akdeniz bolgesinde 36°47' kuzey enlemleri ile 34°37' dogu
boylamlar1 arasinda yer alir. Genellikle Akdeniz ikliminin hiikiim sirdiigi
Mersin’de yillik ortalama sicaklik 19°C, yagis miktart ise 559 mm dir.
Hayvancilik genellikle daglik bolgede ve yaylalarda koyun ve keci yetistiriciligi

seklindedir (173).
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4.2 Orneklerin toplanmasi

Nisan—Ekim 2013 ve 2015 tarihleri arasinda Tablo 1 ve Sekil 6’da verilen
illerdeki odaklara gidilerek, (Adana-Saimbeyli, Kozan, Saricam, Seyhan,
Karaisali; Mersin-Tarsus, Erdemli, Silifke, Mut, Anamur; Adiyaman-Gdlbasi,
Tut, Merkez, Kahta; Gaziantep-Nizip, Yavuzeli, Sehitkamil, Islahiye) bu
odaklardaki siirilerden rastgele secilen koyun ve kecgilerden DNA
ekstraksiyonunda kullanilmak tizere di-sodium ethylenediaminetetra-acetic acid
(EDTA)’li tiiplere 3 ml kan alinmistir. Bu Orneklerden silirme frotiler
hazirlanmistir.

Kan ornegi alinan hayvanlarin kuyruk alti, perineum, scrotum, meme,
prepisyum, kulak i¢i, boyun alt1 ve sternum bolgeleri ixodid kene enfestasyonu
yoniinden muayene edilmis ve toplanan keneler, falkon tiiplere alinmistir. Ornek
alinan hayvanlarn tiir, 1rk, cinsiyet, yas ve kene enfestasyon durumlari ile 6rnegin
alindig1 odak ve tarih bilgileri ilgili protokole kaydedilmistir.

Kan ve kene ornekleri, +4 °C’yi saglayan termos igerisinde Firat
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali1 Molekiiler Parazitoloji
laboratuvarina getirilmistir. Kan ornekleri DNA ekstraksiyonu yapilincaya kadar
derin dondurucuda (-20 °C) muhafaza edilmistir.

Saha ¢alismalar1 sonucunda 45 farkli odak ve siiriden, 421 koyun ve 379
keci olmak tizere toplam 800 hayvandan kan Ornegi alinmis, ayni sayida siirme
kan frotisi hazirlanmis ve 546 adet kene toplanmistir. Calismanin yiiriitildigi
odaklar ile bu odaklardan toplanan 6rnek sayilart ve odaklara dagilimi Tablo 2’de

verilmistir.
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Tablo 2: Calismanin yiiriitiildiigi odaklar ile bu odaklarda koyun ve kegilerden
toplanan 6rnek sayilar1 ve odaklara gore dagilima.

Siirii sayis1 Ornek sayis1
Odak Koyun Kegi Toplam
Adana 11 115 85 200
Mersin 11 78 122 200
Gaziantep 11 125 75 200
Adiyaman 12 103 97 200
Toplam 45 421 379 800

4.3 Laboratuvar ¢alismalar:

4.3.1 Kan frotilerinin incelenmesi

EDTA’l1 kanlardan hazirlanan stirme frotiler, metanol (Merck, Germany)
ile 5 dakika (dk.) siire ile tespit edilmis, %35’lik Giemsa soliisyonu ile 20-30 dk.
stire ile boyanmis ve hafif akan ¢esme suyu altinda yikanip kurutulduktan sonra
immersiyon yagi damlatilarak 100’lik objektifte (x1000 biiyiitme) piroplasm
(Babesia spp., Theileria spp.) varligi yoniinden incelenmistir. Mikroskobik bakida
en az 100 mikroskop sahas1 incelenmis ve en az bir etkenin goriilmesi durumunda
froti pozitif kabul edilmistir.

4.3.2 Kene identifikasyonu ve yumurta kiimelerinin elde edilmesi

Koyun ve kegiler ilizerinden toplanan kenelerin morfolojik ozellikleri
dikkate alinarak stero mikroskop altinda tiir identifikasyonlar1 yapilmistir (174).
Tiir diizeyinde identifiye edilen keneler, %70’lik ethanol igceren ependorf tiiplere
almmistir. Doymus eriskin disi keneler, 28°C 1s1 ve %85 nispi nemi saglayan
etlivde tutularak yumurtlamalar1 saglanmistir. Elde edilen yumurta kiimeleri,

DNA ekstraksiyonu yapilincaya kadar -80°C’de tutulmustur.
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4.3.3 Genomik DNA ekstraksiyonu

Derin dondurucuda muhafaza edilen kan Ornekleri, oda 1sisinda
¢ozdiiriilmiis ve homojen hale ge¢mesi igin 10-15 saniye (sn.) vortekslendikten
sonra DNA ekstraksiyonuna gecilmistir. DNA ekstraksiyonu, ticari DNA
izolasyon Kiti (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) kullanilarak Kit
protokoliine gore yapilmistir.

Yumurta kiimeleri s1vi azot yardimiyla ependorf tiiplerde iyice ezildikten
sonra 180 pl digestion buffer ve 20 ul Proteinaz K ilave edilerek 56°C’yi saglayan
benmaride bir gece bekletilmistir. DNA ekstraksiyonu, yukarida belirtilen DNA
izolasyon Kiti ile gergeklestirilmistir.

Genomik DNA izolasyon etkinliinin belirlenmesi amaciyla Ornekler
nanodrop spektrofotometre (NanoDropl ND-2000 UV/vis Spectrophotometer,
Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, Delaware, USA) kullanilarak pl’deki
DNA oranlar1 (ng/mL) belirlenmistir. DNA ekstraksiyonunda kontrol olarak
laboratuvar stoklarimizda mevcut olan piroplasm pozitif (T. ovis, B. ovis) kan
ornekleri kullanilmistir.

4.3.4 Referans genomik DNA izolatlar:

Pozitif kontrol DNA 6rnegi olarak, T. ovis (EF092452), T. annulata
(AY508463), Theileria sp. MK (EU262483), Theileria sp. OT3 (EF092455), B.
ovis (EF092454) ve B. crassa (KF034782) igin daha 6nce laboratuarimizda izole
edilen ve sekans analizi ile teyit edilmis genomik DNA’lar kullanilmistir. T.
luwenshuni ve T. uilenbergi Dr. Younquan Li (Lanzhou Veterinary Research
Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Xujiaping 11, Lanzhou,

Gansu, Republic of China), T. lestoquardi Dr. Jabbar Ahmed (Immunology and
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Cell Biology, Research Center, Borstel Germany), Theileria sp. OT1 ve B. motasi
ise Dr. Sonia Almeria de la Merced (Department of Parasitology, Veterinary
School, Autonomous University of Barcelona, Spain)’den temin edilmistir.

Negatif kontrol DNA 6rnegi elde etmek icin, 3 aylik kuzudan kan alinmis
ve bu kandan yukarida belirtildigi sekilde DNA ekstrakte edilmistir. Bu DNA,
RLB-F2/RLB-R2 primerleri kullanilarak amplifikasyona tabi tutulmustur.
Reaksiyon sonucunda, Theileria ve Babesia tiirlerinin varhigimi gosterecek
herhangi bir amplifikasyon iriinii olusmamistir. Ayrica bu kandan hazirlanan
siirme froti, piroplasm formlar1 yoniinden kontrol edilmistir. Bdylece bu 6rnegin,
Theileria ve Babesia parazitleri yoniinden ari oldugu kabul edilmis ve bu ¢alisma
stiresince gerek DNA ekstraksiyonunda ve gerekse PZR ve RLB testinde negatif
kontrol DNA 6rnegi olarak kullanilmistir.

4.3.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

DNA amplifikasyonu, Touch Down Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Touch
Down PZR) olarak Thermo Hybaid PX2 (Hybaid) marka cihaz kullanilarak
yapilmigtir. Reaksiyon, toplam 25 pl hacimde gergeklestirilmis ve her
reaksiyonunda, pozitif ve negatif kontrol DNA Ornekleri kullanilmistir. PZR
sartlar1 Tablo 3, reaksiyon igerigi ise Tablo 4’de verilmistir. Amplifikasyon
sonunda elde edilen iriinlerin bir kismi (5 pl) agaroz jelde elektroforoze tabi
tutulmus ve ultraviyole transilluminatdrde goriintiilenip degerlendirilmistir. Geri

kalan PZR {iriinii (20 pl) ise RLB testinde kullanilmak tizere +4°C’de tutulmustur.
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Tablo 3: DNA amplifikasyonunda kullanilan Touch Down PZR 1s1
sartlari

Islem Is1 (C°) — Siire (sn) Déngii Sayist
Denatiirasyon 94 - 20
Hibridizasyon 67 — 30 2
Annealing 72 -30
Denatiirasyon 94 -20
Hibridizasyon 65— 30 2
Annealing 72-30
Denatiirasyon 94 -20
Hibridizasyon 63 -30 2
Annealing 72-30
Denatiirasyon 94 - 30
Hibridizasyon 61 — 45 2
Annealing 72 - 45
Denatiirasyon 94 — 45
Hibridizasyon 59 — 45 2
Annealing 72 - 45
Denatiirasyon 94 — 45
Hibridizasyon 57 -45 40
Annealing 72 —45
Son uzatma 72 —10 dk. 1
Bekletme 4°C’de

Tablo 4: Touch Down PZR reaksiyonu igerigi

Madde Miktar (pl) Konsantrasyon
Steril distile su 13

PCR Buffer 2,5

MgClI 2,5

dNTP 2 1,25 mM

Taqg DNA polimeraz 0,1

Revers primer 1,25 20 pmol/ul
Forward primer 1,25 20 pmol/pl
Template DNA 2,5

Final konsantrasyon: 25 ul

33



4.3.6 PZR iiriinlerinin goriintiilenmesi

Polimeraz zincir reaksiyonunda elde edilen tiriinlerin bir kismi, agaroz jel
elektroforeze tabi tutulmus; %1,6’lik agarose jel hazirlandiktan sonra, 5 ul PCR
iriinti, 2,5 upl yikleme soliisyonu (Loading Dye) ile karistirilarak jeldeki
kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforez islemi Tris-Asetik asit-EDTA (TAE)
tampon soliisyonu kullanilarak jel tankinda 90 voltta bir saat siireyle
gerceklestirilmistir. Daha sonra jel, ethidium bromide (10mg/ml) ile 30 dk.
boyandiktan sonra, UV (Ultraviole) transilliiminatorde spesifik bantlarin varlig
yoniinden incelenmistir.

4.3.7 RLB membraninin hazirlanmasi

Biodyne-C membran (PALL Gelman Laboratory, A.B.D.) iizerine, PZR
tirtinleri ile hibridize olacak oligoniikleotidlerin baglanmas1 Gubbels ve ark. (160)
ile Georges ve ark. (161)’nin bildirdigi sekilde yapilmistir. Buna gore, Biodyne C
membran oda 1sisinda 10 dk., 10 ml %16 EDAC (1-ethyl-3-(3-dimethyloamino-
propyl)corbodiimide) ile aktive edildikten sonra, distile su ile yikanarak MN45
Miniblotter (Isogen Life Sciences, Hollanda)’a yerlestirilmistir. Problar,
membrana baglanmak tizere 500 mM NaHCO3 (pH: 8,4) ile 50-1200 pmol/150ul
olacak  sekilde sulandirilmistir.  Membran iizerindeki kalint1  sivilar
uzaklagtirildiktan sonra, ilk ve son kanala 2X SSPE ile 1/100 oraninda
sulandirilmig ¢ini miirekkebi, diger kanallara ise 500 mM NaHCO3 kullanilarak
sulandirilan problar yiiklenmistir. Membran, oda 1sisinda 10 dk. inkiibe
edildildikten sonra kanallardaki sivi aspire edilerek uzaklagtirilmistir.

Miniblotter’dan ¢ikarilan membran, 100 mM NaOH ile 10dk. inaktive edilmis ve
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2X SSPE / %0,15 SDS ile 60°C’de 5 dk. yikanarak kullanima hazir hale
getirilmistir.

4.3.8 Reverse Line Blotting

Polimeraz zincir reaksiyonu iiriinlerinden 20 pl alinarak, 2X SSPE / %0,1
SDS ile 150 ul’ye tamamlanmis ve Thermal Cycler cihazinda 100°C* de 10 dk.
tutularak denatiire edilmistir. PZR {iriinleri buz raketlerinde sok sogutmaya tabi
tutularak DNA iplik¢iklerinin birlesmesi engellenmistir. 20 mM EDTA iginde
+4°C muhafaza edilen membran, 2X SSPE / %0,15 SDS ile oda 1sisinda 5 dk.
yikanmis ve Miniblotter’a yerlestirilmistir. Membrandaki sivilar aspire edildikten
sonra kanallara 150 pl PZR {iriinii yiiklenmis ve diiz bir zeminde 42°C’de bir saat
inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyonu takiben, kanallardaki sivi aspire edilmis
ve membran iki kere 2X SSPE / %0,5 SDS ile 52°C’de 10 dk. yikanmustir.
Yikama isleminden sonra 2X SSPE/ %0,5 SDS ile 1: 4000 oraninda sulandirilmig
10 ml peroksidaz ile isaretlenmis streptavidin-POD Konjugat (Roche, Almanya)
soliisyonunda hafif calkalanarak 42°C’de 30 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu
takiben membran, 2X SSPE / %0,5 SDS ile 2 defa 42°C’de 10 dk. ve 2X SSPE ile
2 defa oda 1s1sinda 5 dk. yikanmistir. Membran, 10 ml ECL sivisinda (Amersham,
Ingiltere) 1 dk. inkiibe edildikten sonra, sert bir zemine alinarak, iizeri asetatla
Ortiilmiis ve hava kabarciklar1 uzaklastirildiktan sonra, karanlik ortamda Kodak
Biomax Light Film (A.B.D.) altinda, sinyallerin kuvvetine gore 30 sn - 30 dk.
bekletilmis ve banyo islemine gecilmistir. Filmler iizerinde prob ve PZR
siralarinin kesistigi yerlerde olusan siyah lekeler, pozitif kabul edilmistir.

Gorilintiilleme islemi tamamlandiktan sonra membran, %1 SDS ile 80-

90°C’de 30 dk. Iki kez yikanmistir. Daha sonra 20mM EDTA ile 15 dk. oda
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1sisinda yikama islemi tekrar edilmis ve tekrar kullanilmak tizere 20mM EDTA
i¢inde +4°C’de saklanmustir.

4.3.9 RLB’de kullanilan primer ve problar

Koyun ve kegilerden toplanan kan ile yumurta kiimelerinden ekstrakte
edilen DNA ornekleri, biitiin Theileria ve Babesia tiirlerinin varligi yoniinden
PZR’de amplifikasyona tabi tutulmustur. Theileria/Babesia tiirlerinin
amplifikasyonunda primer olarak bu parazitlerin 18S rRNA geninin V4 degisken
bolgesini ¢ogaltan RLB-F2 (5"GACACAGGGAGGTAGTGACAAG-3') ve RLB-
R2 (Biotin-5-CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT-3") kullanilmigtir (161).
Gerek RLBF2 ve RLBR2 primerleri ve gerekse RLB testinde kullanilan problar,
5’ — uglarinda amino grubu N — (Trifluoracetamidohexyl — eyanoethyl, N, N, -
diisopropyl phoshoramidite (TFA)-C6 aminolinker) igerecek sekilde “The
Midland Certified Reagent (Co. Inc. A.B.D.) firmasina sentezlettirilmistir.
Liyofilize halde gonderilen RLB primerler, DNaz ve RNaz igermeyen bi-distile
steril su ile 100 pmol/ul konsantrasyonda sulandirilarak kullanilmistir. Bu
calismada, membrana Catchall (Theileria + Babesia) ve soy spesifik (Theileria
spp. ve Babesia spp.) problarin yani sira bugiine kadar koyun ve kegilerde
tanimlanan Theileria ve Babesia tiirleri ile baz1 genotiplere 6zgii toplam 15 farkli
prob baglanmustir. Ilk defa bu ¢alismada kullanilan Babesia sp. probu harig, diger
problar daha 6nce yapilan arastirmalarda kullanilmislardir (16, 63, 64, 160, 175).
Bu ¢alismada, Babesia catcall probuna sinyal veren ancak diger problara karsi
sinyal alimamayan Orneklere ait 18S rRNA geninin yaklasik 1500 baz ¢ifti
uzunlugundaki bir bolgenin niikleotid dizilimi belirlenerek yeni bir prob dizayn

edilmistir. Prob dizayni icin MAFT programi kullanilmistir. RLB testinde
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kullanilan problar ile bunlara ait niikleotid dizilimleri ve konsantrasyonlar1 Tablo
5’de verilmistir.

Tablo 5: RLB’de kullanilan problar ile niikleotid dizilimleri ve konsantrasyonlari.

Prob Dizilim (5°-3°) pmol/150ul Kaynak
Theileria/Babesia Catchall TAATGGTTAATAGGA(AG)C(AG)GTTG 200 160
Theileria spp. TGATGGGAATTTAAACC(CT)CTTCCA 200 63
T. ovis TTTTGCTCCTTTACGAGTCTTTGC 400 63
T. lestoquardi ATTGCTTGTGTCCCTCCG 400 16
T. uilenbergi TGCATTTTCCGAGTGTTACT 400 16
T. luwenshuni TCGGATGATACTTGTATTATC 400 16
Theileria sp. OT1 ATCTTCTTTTTGATGAGTTGGTGT 400 63
Theileria sp. OT3 ATTTTCTCTTTTTATATGAGTTTT 400 63
Theileria sp. MK CATTGTTTCTTCTCATGTC 400 64
T. annulata CCTCTGGGGTCTGTGCA 400 160
Babesia Catchall 1 ATTAGAGTGTTTCAAGCAGAC 200 175
Babesia Catchall 2 ACTAGAGTGTTTCAAACAGGC 200 175
B. ovis GCGCGCGGCCTTTGCGTTTACT 400 63
B. motasi ATTGGAGTATTGCGCTTGCTTTTT 400 63
B. crassa TTATGGCCCGTTGGCTTAT 400 16
Babesia sp. TGCCGTGAATCGACATTCGTC 400 Bu ¢alisma

4.3.10 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Bu c¢alismada RLB membranina hem T. lestoquardi hem de T. annulata
probu baglanmistir. Bu tiirlerin 18S rRNA geninin V4 degisken bolgesinde
niikleotid farkliligit olmadigindan, RLB yontemi ile tir diizeyinde teshis
yapilamamaktadir. Dolayis1 ile RLB’de her iki proba karsi sinyal alinan
orneklerin teshisinde PZR-RFLP yontemi kullanilmistir. Bunun i¢in, DNA
ornekleri Thei F1/ Thei R1 ve Thei F2/ Thei R2 primerleri kullanilarak 18S rRNA
gen bolgesi nested PZR ile amplifiye edilmistir. Amplifikasyonda kullanilan

primerler ile bunlarin niikleotid dizilimleri ve PZR sartlar1 Tablo 6’da verilmistir.
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Tablo 6: RFLP iselminde kullanilan primerler ve PZR sartlari.

Primer Dizilim (5°-3”) PZR Sartlar Kaynak

Thei F1 AAC CTG GTT GAT CCT GCC AG

Thei RL AAA CCT TGT TAC GAC TTC TC F € 3dk 94°C-50°C-72°C 30 s, 72°C 5 dk

TheiF2 TGATGTTCG TTT YTA CAT GG %

Thei R2 CTA GGC ATT CCT CGT TCAcg F € 3dk 94°C-52°C-72°C 30 s, 72°C 5 dk

Nested PZR fiiriinlerinin restriksiyonunda Hpa II enzimi kullanilmistir.
RFLP karisimi, 37°C’de 2 saat siireyle sicak su banyosunda tutulduktan sonra
%2’lik agaroz jelde 1 saat elektroforeze tabi tutulmus ve UV transilliminatorde
restriksiyon profilleri izlenmistir. Hpa Il enzimi T. lestoquardi’yi 5 (900, 278,
106, 94, 39 bp), T. annulata ve T. ovis’i ise 4 bolgeden (T. annulata, 1178, 106,
94, 39 bp; T. ovis, 856, 326, 204, 39 bp) kesmektedir. RFLP analizinin
gerceklestirlmesinde kullanilan restriksiyon enzimi ve karisimi olusturan {iriin
miktarlar1 Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7: RFLP analizinde kullanilan restriksiyon enzimi ve karisimi olusturan
tiriin miktarlart.

Malzeme Miktar(pl)
Hpa Il restriksiyon enzim 1
10X buffer 2
Ultrasafsu 7
PZR irilini 10
Toplam 20

4.3.11 DNA dizilimi, genetik karsilastirmalar ve filogenetik analiz

Calismada PZR ve RLB sonuglar1 dogrulamak amaciyla koyun ve
kegilerde tespit edilen T. annulata, T. ovis ve B. ovis tiirleri ile Babesia sp.
genotipine ait toplam 10 izolatin niikleotit sekanslari belirlenerek, GenBank’ta
mevcut sekanslar ile genetik karsilagtirmalart yapilmistir. Dizi analizinde,

Theileria ve Babesia tiirlerinin identifikasyonunda yaygin olarak kullanilan 18S
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rRNA geni hedef alinmustir. Ik basmakta izolatlarm, RLB-F2/RLB-R2 primerleri
ile hedef gen bolgesi amplifiye edilmistir. Elde eilden amplikonlar, %1,5’lik
agaroz jelde goriintelendikten sonra jel pirifikasyon kiti (QIAquick® Gel
Extraction Kit, Qiagen, Germany) ile piirifiye edilerek RLB-F2 primeri ile tek
yonlii sekanslanmis ve 18S rRNA genindeki V4 degisken bolgeye ait yaklasik 350
b¢ uzunlugunda sekanslar elde edilmistir.

Bu calismada tespit edilen Babesia sp. genotipin bugiine kadar tanimlanan
Babesia tiir ve genotipleri arasindaki filogenetik iliskisinin anlasilabilmesi igin
18S rRNA geninde ¢ok daha uzun bir bdlgenin dizi analizinin ortaya konmasi
gerekliligi ortaya c¢ikmistir. Bunun igin Babesia sp. genotipine ait iki, T.
annulata’ya ait bir izolat 18S rRNA gen bolgesini hedef alan Nbab1F/Nbab1R ve
BT18F2/BT18R2 primerleri ile nested PZR’de amplifiye edilmis ve yaklasik 1466
b¢ uzunlugunda amplifikasyon tiriinii elde edilmistir. Nested PZR sonucunda elde
edilen amplikonlar piirifiye edildikten sonra BT18F2/BT18R2 primerleri ile ¢ift
yonlii sekanslanmis ve Babesia sp. genotipine ait 1400 ve 1413 bg, T. annulata’ya
ait 1433 b¢ uzunlugunda sekanslar elde edilmistir. Biitiin Theileria tiirlerini
cogaltan 989/990 primerleri kullanilarak T. ovis izolataina ait yaklasik 1098 bg
uzunlugunda bir bolge amplifiye edilmistir. Bu amplikon, ayn1 primerler ile ¢ift
yonlii sekanslanmis ve 919 b¢ uzunlugunda bir sekans elde edilmistir. Elde edilen
sekanslar, EMBL/GenBank veri tabanina kayit edilmistir. Bu sekanslarin elde
edilmesi igin yapilan nested PZR ve PZR sartlari ile primerlere ait niikleotid

dizilimleri Tablo 8’de verilmistir.
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Coklu sekans hizalama analizleri ve buna bagli olarak niikleotid siralari
arasindaki yiizde benzerlik oranlarin belirlenmesi, MAFFT programi ile
gerceklestirilmistir (176). Bu ¢alismada tanimlanan Babesia sp. izolati, simdiye
kadar diinyanin degisik bdlgelerinde koyun ve kecilerde tanimlanan ve
GenBank’ta kayithh Babesia sckanslar1 ile “National Center for Biotechnology
Information” (NCBI) web sayfasindaki BLAST programi kullanilarak
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) karsilastirilmistir. Filogenetik yapilarin
belirlenmesinde Maximum Likelihood (ML) analizleri uygulanmistir. ML
analizleri Mega 6.0.6 yazilimi iizerinden gerceklestirilmistir. ML analizlerinde
sekans evrimi i¢in en uygun modelin belirlenmesinde jModel Test 2 kullanilmis
olup en diisik Akakike Bilgi Kriteri (AIC) degerine sahip General Time
Reversible+tGamma Distribution modeli filogenetik aga¢ olusturulmasinda
uygulanmistir. Node giivenilirliginin belirlenmesinde bootstrap replikasyon degeri
1000 alinmistir (177, 178).

Tablo 8: Sekanslarin elde edilmesi i¢in yapilan nested PZR ve PZR sartlan ile
primerlere ait niikkleotid dizilimleri.

Primer Dizilim (5°-3°) PZR Sartlan Kaynak Uriin
Biiyiikliigii
Nbab1F AAGCCATGCATGTCTAAGTATAAGCTTTT 94°C 5dk, 94°C 30sn- 70 1600 be

65°C-72°C 1dk, 72°C
Nbab1R CCTCTCCTTCCTTTAAGTGATAAGGTTCAC 30 dk

BT18F2 TTGTAGGGCTAATACAYGYTCG 94°C 4dk, 94°C 30sn- 179 1466 bg
52°C20sn-72°C

BT18R2 CACGGTCCGAATAATTCACC 30sn, 72°C 7dk

989 AGTTTCTGACCTATCAG 94°C 4dk, 94°C 1dk- 180 1098 bg
60°C 1dk-72°C 1dk,

990 TTGCCTTAAACTTCCTTG 72°C 7dk
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Sekil 2: Laboratuvar goriintiileri.

4.4 Calismada kullamilan malzemeler

4.4.1 Mikroskobide kullanilan soliisyonlar

4.4.1.1 Metanol (Merck, Germany)

%96-100 saf methanol frotide tespit amaciyla kullanildu.

4.4.1.2 Giemsa stok soliisyonu (Merck, Germany)

Stok halindeki Giemsa’dan %5 olacak sekilde distile su ile Giemsa
sollisyonu hazirlandi.

4.4.1.3 immersiyon yag

100’1k objektifte kullanildi.
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4.4.2 Jel elektroforezinde kullanilan soliisyonlar
4.4.2.1 50 X TAE buffer

242 gr Tris- Base

100 ml 0,5 M EDTA pH: 8.0

57,1 ml Glasiyel asetik asit

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanur.

4.4.2.2 1X TAE Buffer
50X TAE stok soliisyondan 50 kat sulandirilarak hazirlanir.

4.4.2.3 DNA ladder (50ug/100 pl; MBI Fermentas, Lithuania)
1/6 oraninda sulandirildi ve 5 pl kullanildi.

4.4.2.4 Loading dye soliisyonu (6X; MBI Fermentas, Lithuania)
1/6 oraninda sulandirildi 1 birim PZR iiriinii i¢in 1 birim 1X Loading Dye

kullanildi.

4.4.2.5 Ethidium bromide (AppliChem GmbH, Dramstadt, Germany)
10mg/ul olacak sekilde sulandirildi. Agaroz jeli boyama i¢in 100 ml jele

6l Ethidium Bromide soliisyonu katildi.
4.4.3 PZR i¢in gerekli soliisyonlar

4.4.3.1 10 X PCR buffer (MBI Fermentas, Lithuania; Geneall, Korea)
750 mM Tris-HCI (pH 8,8; 25 oC)

200 mM (NH4)2SO4
%0,1 Tween 20
Her PZR numunesi i¢in 5 pl kullanildi.

4.4.3.2 MgCl, (25 mM; Geneall, Korea)
Her PZR numunesi i¢in 5 pl kullanildi.
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4.4.3.3 dNTP set (100 mM’lik miks; dATP + dTTP + dCTP + dGTP; MBI
Fermentas, Lithuania)

Steril distile su kullanilarak 1,25 mM yogunlukta hazirlandi.

4.4.3.4 Taq DNA polymerase enzimi (500 U; Geneall, Korea; MBI
Fermentas, Lithuania)
Her PZR numunesi i¢in 1,25 U (0,25 ul) kullanildi.

4.4.3.5 Primerler (The Midland Certified Reagent Co. Inc. USA)
Primerlerin sentezi The Midland Certified Reagent (Co. Inc. A.B.D.),

MWG (Almanya) ve lontek (Istanbul) > firmalarinca yapilmis ve liyofilize halde
teslim alinmistir. Primerler firmanin 6nerdigi miktarlarda bi-distile DNaz ve RNaz
icermeyen steril su kullanilarak, 100 pmol/ul konsantrasyonda olacak sekilde
sulandirilmastar.

4.4.4. RLB'de kullanilan soliisyonlar

4.4.4.1 500 mM NaHCO; (pH: 8.4) (NaHCO,, Merck)
21,0025 gr NaHCO3 500 ml distile suda ¢ozdiiriiliir.

10 M NaOH yardimiyla pH: 8.4 olacak sekilde ayarlanir ve oda
sicakliginda 1 yil siire ile saklanabilir.

4.4.4.2 %16 EDAC (1-etil-3 dimetilaminopropil karbodimin) (EDAC,
Sigma)

1,6 gr EDAC, distile su ile 10 mI’ye tamamlanir. Kullanmadan hemen
once taze olarak hazirlanir.

4.4.4.3 %10’luk SDS (oda 1s1sinda 1 ay muhafaza edilir)
100 gr SDS 1 1t “ye distile su ile tamamlanir ve 65°C’de 20 dk da

hazirlanir ve oda sicakliginda 1 ay muhafaza edilebilir.
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4.4.4.4 20X SSPE

175,3 gr NaCl,

27,6 gr NaH,PO4 — H,0 (sodium phosphate monobasic)
7,4 gr EDTA

800 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriiliir.

10 M NaOH ile pH 7,4’e ayarlanir ve 20 dk. otoklavlanir.
4445 2X SSPE

20X SSPE’den 10 kat sulandirilarak hazirlanir.

4.4.4.6 2X SSPE / % 0,1 SDS

100 ml 20X SSPE

10 ml %10 SDS

890 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir.

4.4.4.7 2X SSPE / % 0,15 SDS

100 ml 20X SSPE

15 ml %10 SDS

885 ml distile su igerisinde ¢ozdiirtliir.

4.4.48 2X SSPE /% 0,5 SDS

100 ml 20X SSPE

50 ml %10 SDS

850 ml distile su icerisinde ¢ozdiiriiliir.

4.4.4.9 %1 SDS

%10’luk SDS stogundan 10 kat1 sulandirilarak taze hazirlanir.
4441001 MEDTA

37,224 gr EDTA 1 L distile suda ¢ozdiiriiliir.
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4441120 mM EDTA

0,1 M EDTA stogundan 5 kat sulandirilarak hazirlanir.

4.4.4.12 Streptavidin POD conjugate

0,125 U/ul olarak hazirland1 ve her RLB i¢in 20 ul (2,5 U) kullanilmastir.
10 ml 2X SSPE / %0,5 SDS soliisyonuna 2,5 U konjugat ilave edilir (1/4000
oraninda sulandirilir).

4.4.5 Agaroz Jel Hazirlama

100 ml 1X TAE Buffer’a 1gr Agarose (Invitrogen) eklenir ve mikrodalga
firinda 1dk boyunca kaynatilir. Sogutulduktan sonra 6pl ethidium bromide eklenir
ve jel sehpasina dikkatlice dokiiliir.

4.4.6 Istatistiksel Analiz

Mikroskobi, PZR ve RLB sonuglarinin karsilastirilmasi, illerdeki pozitiflik
oranlarmin degerlendirilmesi, Theileria ve Babesia tiirlerinin iller ve konaklar
bazinda goriilme sikliginin degerlendirilmesi Pearson ChiSquare (y2) testi ile
yapildi. P< 0,05 bulunan degerler istatistiksel olarak onemli kabul edildi. Bu

testlerin yapilmasinda SPSS 15.00 paket programi kullanildi.
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5. BULGULAR

5.1 PZR ve RLB’nin optimizasyonu ve spesifitesi

Saha oOrneklerinin incelenmesine gec¢ilmeden 6nce PZR ve RLB testi
optimize edilmistir. Optimizasyon caligmalarinda, laboratuvarimizda mevcut T.
ovis, T. annulata, Theileria sp. MK, Theileria sp. OT3, B. ovis ve B. crassa ile
cesitli laboratuvarlardan temin edilen T. lestoquardi, T. luwenshuni, T. uilenbergi,
Theileria sp. OT1 ve B. motasi DNA ornekleri pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. RLB-F2 ve RLB-R2 primerleri ile elde edilen PZR iiriinlerinin jel
elektroforezi, beklenildigi gibi 360 ile 430 baz cifti uzunlugunda amplifikasyon
tirunii elde edildigini gostermistir (Sekil 3).

M NK 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

L ey e ———

Sekil 3: RLB-F2/RLB-R2 primerleri ile elde edilen Theileria ve Babesia tiir ve
gonotiplerine ait amplifikasyon {irlinlerinin jel goriintiisii. M, 100 bg¢’lik marker;
NK, PZR negatif kontrol; 1-11, PZR pozitif kontrol (1, T. lestoquardi; 2, T. ovis;
3, T. luwenshuni; 4, T. uilenbergi; 5, Theileria sp. MK; 6, Theileria sp. OT1; 7,

Theileria sp. OT3; 8, T. annulata; 9, B. ovis; 10, B. motasi; 11, B. crassa).
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Gerek pozitif kontrol ve gerekse saha orneklerine ait DNA’lardan elde edilen
PZR fdriinleri, Theileria ve Babesia tiir ve genotiplerine spesifik problarin
baglandigti membranda hibridizasyona tabi tutuldugunda, pozitif kontrol
DNA’lardan elde edilen PZR iirlinlerinin hepsi prob karsiliklar1 ile reaksiyon
vermistir (Sekil 4, sira 1-11). Yine saha 6rneklerinden elde edilen PZR iiriinlerinin
biiyiik bir kismi, membrandaki prob karsiliklari ile reaksiyon vermistir (Sekil 4,
sira  14-17, 19, 21-26, 30, 31, 33-41). Ancak bazi Ornekler sadece
Theileria/Babesia Catchall ve Babesia Catchall 1 ve 2 problari ile sinyal
olusturmustur (Sekil 4, sira 20, 27, 28, 32). Bu durum, bdlgede farkli bir Babesia
tiir yada genotipin varligin1 gostermesi agisindan énemli bulunmustur.

RLB testinde, beklenildigi gibi T. annulata ile T. lestoquardi arasinda ¢apraz
reaksiyon gozlenmistir (Sekil 4, sira 1 ve 8). Yine bu ¢alismada, T. luwenshuni ile
Theileria sp. OT1 arasinda da ¢apraz reaksiyon gozlenmistir (Sekil 4, sira 3 ve 6).
Diger Theileria ve Babesia tiirleri arasinda ¢apraz reaksiyon goriillmemistir. Bazi
saha 6rneklerinde miks enfeksiyonlar (Sekil 4, sira 36, 40, T. ovis + Theileria sp.

MK sira 19, 22, 24, T. ovis + B. ovis) tespit edilmistir.
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1 2 3 4 56 78 9 10 111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 #1

Theileria/Babesia catcall
Theileria sp.

T. lestoquardi

T. ovis

| T. luwenshuni

T. uilenbergi
Theileria sp. MK

_ Theileria sp. OT1
Theileria sp. OT3
T. annulata
Babesia catchall |
Babesia catchall Il
B. ovis

B. motasi

B. crassa
Babesia sp.

Sekil 4: Pozitif kontrol ve saha 6rneklerine ait PZR {iriinlerinin RLB goriintiisii.
Soldan saga prob siralari, yukaridan asagiya ornek siralar. 1-11, pozitif kontrol
(1, T. lestoquardi; 2, T. ovis; 3, T. luwenshuni; 4, T. uilenbergi; 5, Theileria sp.
MK; 6, Theileria sp. OT1; 7, Theileria sp. OT3; 8, T. annulata; 9, B. ovis; 10, B.
motasi; 11, B. crassa); 14-17, 19-28, 30-41, saha ornekleri (14, 15, 21, 23, 25, 37,
41 T. ovis; 30, 39 Theileria sp. MK; 33, 38 T. annulata; 16, 17, 26, 31, 34, 35 B.
ovis; 20, 27, 28, 32 Babesia sp.; 19, 22, 24 T. ovis + B. ovis; 36, 40 T. ovis +
Theileria sp. MK; 12, 13 negatif kontrol (enfekte olmayan koyun DNA’s1); 18, 29

buffer.

5.2 DNA dizileme ve genetik karsilastirmalar

Calismada koyun ve kegilerde identifiye edilen T. ovis, T. annulata ve B.
ovis tiirleri ile sadece Catchall problar ile sinyal olusturan izolati temsilen segilen
orneklerin parsiyel 18S rRNA niikleotid dizilimleri belirlenmistir. T. ovis, T.
annulata ve B. ovis’e ait birer, Catchall problar ile sinyal olusturan 6rneklere ait

iki izolat GenBank’a kayit edilmis ve KU714605 (Babesia sp.), KU714606
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(Babesia sp.), KU714607 (T. annulata), KU714608 (T. ovis) ve KU714609 (B.
ovis) aksesyon numaralari ile yaymlanmustir.

BLAST analizine bakildiginda, bu ¢alismada sekans analizleriyle
karekterizasyonu yapilan T. annulata (KU714607), T. ovis (KU714608) ve B. ovis
(KU714609) izolatlarinin yeni birer haplotip olduklari ve daha 6nce Tiirkiye’de
identifiye edilen ve GenBank’ta mevcut T. annulata (AY508471), T. ovis
(AY508461) ve B. ovis ( KT851445) sekanslari ile %98,2-99,9 oraninda benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir.

Bu calismada Catchall problara sinyal veren izolata ait sekanslar ile
(KU714605 ve KU714606) BLAST analizinde bunlara en yakin benzerlik
gosteren diger Babesia tiir (Babesia odocoilei, Babesia sp. EU1, B. divergens, B.
ovis, B. motasi, B. crassa) ve genotiplere (Babesia sp. Lintan, Babesia sp.
Madang, Babesia sp. Tianzhu, Babesia sp. Ningxian, Babesia sp. Hebei, Babesia
sp. Liaoning, Babesia sp. Xinjiang) ait sekanslar arasinda MAFFT programi
kullanilarak ayrintili ylizde benzerlik analizi yapilmis ve sonuglar Tablo 9’da

verilmistir.
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Tablo 9: Babesia sp. genotipi ile diger Babesia tiir ve genotipleri arasindaki yiizde benzerlik analizi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Babesia sp. V5 KU714605* 1 100.00 9964 9766 9745 96.96 93.53 9322 9359 9344 93.02 9367 9348 91.17 9327 90.82 9145
Babesia sp. V8 KU714606* 2 100.00 9757 97.28 9693 9332 93.08 9345 9330 9281 9346 9349 91.01 93.06 9096 9151
B. odocoilei KC460321 3 100.00 9850 9828 9330 9240 9323 9310 9235 9330 9365 88.27 93.65 91.03 91.06
Babesia sp. EU1 GQ888709 4 100.00 9796 9382 9291 93.69 9357 9281 9382 9390 8825 94.19 9055 90.37
B. divergens KP745627 5 100.00 93.16 92110 9288 9275 9199 9282 9324 89.00 93.18 90.98 90.84
B. motasi AY260179 6 100.00 9744 9821 98.15 97.03 9786 96.11 9223 9454 91.22 89.86
Babesia sp.Lintan AY260181 7 100.00 99.17 99.17 98.75 9726 9511 92115 9394 9044 89.39
Babesia sp. Madang DQ159071 8 100.00 99.88 98.10 98.09 9570 9240 94.76 91.02 89.58
Babesia sp. Tianzhu DQ159072 9 100.00 98.04 97.97 9558 9234 9470 90.96 89.58
Babesia sp. Ningxian AY260182 10 100.00 9792 9536 9338 93.77 90.58 89.20
Babesia sp.Hebei DQ159074 11 100.00 96.24 9343 9435 91.09 89.53
B. crassa AY260176 12 100.00 90.52 94.01 9152 89.94
Babesia sp. Liaoning DQ159075 13 100.00 88.81 87.48 86.48
Babesia sp. XinjiangDQ159073 14 100.00 92.93 89.82
B. ovis AY998123 15 100.00 87.81
B. lengau GQ411417 16 100.00
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Tablo 9’dan anlasilacagi tizere KU714605 ve KU714606 sekanslarinin, B.
ovis, B. motasi ve B. crassa tiirlerine %90-93; Babesia sp. Lintan, Babesia sp.
Madang, Babesia sp. Tianzhu, Babesia sp. Ningxian, Babesia sp. Hebei, Babesia
sp. Liaoning, Babesia sp. Xinjiang genotiplerine %91-93 ve ilk defa ¢ita ve
kedilerde tanimlanan, daha sonra koyunlarda da tespit edilen B. lengau tiiriine ise
%91 oraninda benzer oldugu goriilmiistiir. Diger taraftan bu sekanslarin,
geyiklerde Kklinik enfeksiyona neden olan Babesia odocoilei (B. odocoilei), geyik
ve insanlarda tanimlanan Babesia sp. EU1 ve sigir ve insanlar i¢in patojen oldugu
bilinen B. divergens’e %96-97 oraninda benzer oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuglar, ilk defa bu calismada identifiye edilen s6z konusu Babesia izolatinin
yeni bir genotip olabilecegini gdstermis ve bu yeni genotip Babesia sp. olarak
adlandirilmistir.

5.3 Yeni prob dizaym

Bu calismada identifiye edilen Babesia sp. izolatina ait sekanslar (Babesia
sp. V5 KU714605 ve Babesia sp. V8 KU714606) ile GenBank’ta kayitli B. crassa
(AY998123), B. motasi (AY533147) ve B. ovis (AY998123) sekanslar
kullanilarak ¢oklu hizalamalar yapilmistir. MAFFT programi ile yapilan ¢oklu

siralama Sekil 5’te verilmistir.
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ctcacca agy: tggtgccage agccgcggta
ctcacca agy tggtgccage agccgcggta
ctcgcca agy tggtgccage agccgcggta
ctecggea aggy tggtgccage agccgcoggta
ctcgeca agyg: tggtgccage agccgcggta
gttgcagtta tcgt
gttgcagtta tcgt
gttgcagtta tcgt
gttgcggtta tcgt
gttgcagtta tcgt
agttgaatit cag tatcggttte
agttgaattt cag tatcggcttc
agttga cag tgcgcaagat
agttga gag ccgttattygg
agrttga folets] ctgcgggtet
gc g ttttta ctttyg g

gc s a crrtga o tgt
tgc q« a2 CTTTgal t tgt
agt g a CTTTgal tt tgt
gcg c 2 CcTTtgad tt tgt

*
"
*

xxxxxxxxxx

*

tteas a ctrtrtgtert
1 a cttttgterot
tte aga cttttgtett
tte aga cttttgtett
ttcaagcagy ctttegecgt
Xk rEEXEH  kEEE Kk * %

Sekil 5: Babesia sp. V5, Babesia sp. V8, B. crassa, B.
sekanslarina ait Multible Alignment sonuglari

Babesia sp. V5(KU714605)
Babesia sp. VB8 (KU714606)
1 B. crassa(AY998123)
5 B. motasi(RY533147)
485 B. owvis (AY998123)

Babesia sp. V5(KU714605)
Babesia sp. VB (KU714606)
21 B. crassa(AY260176)
5 B. motasi(AY533147)
535 B. ovis (AY998123)

465 Babesia sp. V5(KU714605)

451 Babesia sp. V8 (KU714606)
625 B. crassa(AY998123)
612 B. motasi(AY533147)
56% B. owis (AY998123)
50% Babesia sp. V5(KU714605)
495 Babesia sp. V8 (KU714606)
675 B. crassa(RAY998123)
£63 B. motasi(AY533147)
608 B. ovis (AY998123)
550 Babesia sp. V5(KU714605)
545 Babesia sp. V8 (KU714606)
725 B. crassa(AY998123)
713 B. motasi(AYH33147)
658 B. ovis (AY998123)

motasi ve B. ovis

Sekil 5’ten anlasilacagi lizere, Babesia sp. V5 ve Babesia sp. V8

izolatlarina ait sekanslarin Babesia tiirlerinin 18S rRNA geninin V4 degisken

bolgesindeki niikleotid diziliminin, B. crassa, B. motasi ve B. ovis’in niikleotid

dizilimlerinden oldukga farkli oldugu goriilmiistiir. Bu bolgeden segilecek probun

Babesia sp. V5 ve Babesia sp. V8 izolatlarina 6zgii olacagi diisiiniilerek niikleotid

dizilimi TGCCGTGAATCGACATTCGTC’den olusan ve Babesia sp. olarak

adlandirilan yeni bir prob dizayn edilmistir. Bu probun, koyun ve kecilerde

enfeksiyona neden olan Theileria ve Babesia tiir ve genotiplerine ait PZR iiriinleri

ile hibridize edildiginde herhangi bir sinyal olusturmadigi, buna karsin Babesia

sp. genotipine ait PZR {iriinleri ile sinyal olusturdugu goriilmiistiir (Sekil 4, sira
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20, 27, 28, 32). Boylece yeni dizayn edilen bu probun, ilk defa bu ¢alismada tespit
edilen Babesia sp. izolatina spesifik oldugu anlasilmis ve sahadan elde edilen
biitiin DNA 6rnekleri Babesia sp. yoniinden de RLB ile incelenmistir.

5.4 Filogenetik analiz

Bu ¢alismada tanimlanan Babesia sp. genotipinin, gerek koyun ve kegiler
i¢in enfektif olan Babesia tiir ve genotipleri ile BLAST analizinde yakin benzerlik
veren Babesia tiirlerini (Sekil 6) ve gerekse diger piroplasmidleri temsilen segilen
sekanslar1 olusturdugu filogenetik aga¢ (Sekil 7) igerisindeki yeri belirlenmistir.
Sekil 6’dan anlagilacagi gibi, bu c¢alismada identifiye edilen Babesia sp.
genotipinin bugiine kadar koyun ve kecilerde tanimlanan Babesia tiir ve
genotiplerinin olusturdugu grupta yer almadigi, bunun yerine sigir ve insanlarda
tanimlanan B. divergens ile geyiklerde tamimlanan B. odocoilei ve insan ve
geyiklerde tanmimlanan Babesia sp. EU1l (Babesia venatorum)’in olusturdugu
kiimede yer aldig1 goriilmiistiir.

Yine Sekil 7°den anlasilacagi {izere, Babesia sp.’nin koyun ve kegileri
enfekte eden Babesia tiirlerinin de igerisinde yer aldigi 5. grubu olusturan
Ungulibabesidler yerine, 4. grubu olusturan Babesidler igerisinde yer aldigi

gorilmiistiir.
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85 Babesia sp. Lintan AY260181
96 || Babesia sp. Tianzhu DQ159072

89 Babesia sp. Madang DQ159071

Babesia sp. Ningxian AY260182
Babesia sp. Hebei DQ159074

%5 Babesia sp. Liaoning DQ159075

Babesia motasi AY260180
100 50 Babesia motasi AY260179
Babesia motasi AY533147

93 Babesia crassa AY260176
97 L Babesia crassaJX542614

Babesia sp. Xinjiang DQ159073

Babesia ovis AY998124
Babesia ovis AY998123
Babesia ovis AY150058

100

100  Babesia sp. V5 KU714605
Babesia sp. /8 KU714606

Babesia odocoilei AY046577

Babesia odocoileilU16369
9
99 ‘~

Babesia odocoilei KC460321

Babesia divergens GQ304525
00

Babesia divergens EF458220

Babesia divergens KP745627

47| | Babesia sp. EU1JQ993425
100 | Babesia sp. EU1 GQ888709
86' Babesiasp. EU1 EF185818

4,7 Babesia lengau GQ411417
100 Toxoplasma gondii 124381

—
n.02

Sekil 6: Bu c¢alismada tanimlanan Babesia sp. izolatina ait 18S rRNA gen
sekanslar1 ile BLAST analizinde bunlara yakin benzerlik gosteren diger Babesia
tiir ve genotiplerine ait sekanslarin olusturdugu filogenetik agag (GTR+G modeli).
Bu aga¢c, MEGA 6 programi kullanilarak yapilmistir. Bu ¢alismada tanimlanan

Babesia sp. genotipine ait sekanslar bold olarak yazilmstir.
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Babesia sp. V5 KUT14605

Babesia sp. V8 KU714606
B.divergens Z48751

Babesia sp. isolate RD61 AF411337
gg| | Babesia odocoilei U16369

ap |100 L Babesia sp. RD1 AF158711
Babesia gibsoni AF175301

Babesia gibsoni AF175300 4
Babesia sp. Okinawa AF271082
100 | Babesia sp. AF396749

Babesia sp. AF396748

Babesia sp. Oklahoma AF205636

Babesia canis L19079

W,_’— Babesia canis vogeli AY072825
100 L Babesia canis canis AY072926

Babesia caballi EU642513 -
Babesia sp. RD63 AF411338

B.higemina X59604

Babesia sp. UD9834

Babesia ovis AY150058
Babesia bovis AY 150059 5
Babesia bovis MB7566
Babesia bovis L31922

Babesia bovis L19077
86 Babesia bovis L19078

54 Theileria buffeli AF236097

99[| Theileria sp. U97047
97| Theileria sp. U97051

Theileria sp. U97053

Theileria sp. U97054 3
Theileria parva HQB89I5985
Theileria annulata M64243
B.egui Z15105

Cytauxzoon felis L19080

g4 Piroplasmida gen. sp. FD1 AF 158707

100 | Piroplasmida gen. sp. MD1 AF158706 2
Piroplasmida gen. sp. BH1 AF158708

Babesia conradae AF158702
Babesia sp. WA1 AY027816
Babesia sp. spanish dog AF188001

Babesia microti U09833

Babesia rodhaini M87565

Babesia leo AF244911 1
Babesia sp. (CARACAL1)AF244913

Babesia sp. (CARACALZ2)AF244814

601 Babesia felis AF244912

P.falciparum M19172

Sekil 7: Bu calismada tanimlanan Babesia sp. izolatina ait 18S rRNA gen
sekanslart ile GenBank’ta mevcut diger piroplazmidlere ait sekanslarin
olusturdugu filogenetik aga¢ (GTR+G modele dayali Maximum Likelihood
metodu). Archeopiroplasmidler (1. grup), Prototheileridler (2. grup), Theileridler
(3. grup), Babesidler (4. grup) ve Ungulibabesidler (5. grup). Bu agag, MEGA 6
programi kullanilarak yapilmistir. Bu ¢alismada tanimlanan Babesia sp.

genotipine ait sekanslar bold olarak yazilmstir.
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5.5 Mikroskobik muayene

Kan frotilerinin mikroskobik muayenesinde eritrositler i¢inde ve disinda
tek ve cift armut seklinde Babesia spp. (Sekil 8, 9), yuvarlak, oval ve yiizikk
seklinde ise Theileria spp. (Sekil 10) piroplasm formlarina raslanmistir.

Bu arastirmanin saha ¢alismalar1 esnasinda Adana’da 2, Gaziantep’de 5 ve
Adiyaman’da 3 olmak tizere toplam 10 koyunda klinik babesiosis (ates, anemi,

istahsizlik, durgunluk) olgusu saptanmuistir.

7

T S el
4 o

Sekil 8: Dogal enfekte koyunlarda eritrosit igerisinde tek ve c¢ift armut formunda

Babesia ovis piroplasmlarinin mikroskobik goriintiisii (orijinal).
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Sekil 9: Dogal enfekte koyunlarda eritrosit disinda tek ve ¢ift armut formunda

Babesia ovis piroplasmlarinin mikroskobik goriintiisii (orijinal).

10 ym |

Sekil 10. Dogal enfekte bir koyunda eritrosit i¢erisinde Theileria ovis piroplasm

formu (orijinal).
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56 Koyun ve Kkecilerde Theileria ve Babesia enfeksiyonlarmin

prevalansi

Adana, Mersin, Gaziantep ve Adiyaman illerinde 421’1 koyun ve 379°u
kegi olmak tizere toplam 800 hayvan Theileria ve Babesia tiirleri yoniinden
mikroskobik baki, PZR ve RLB yontemi ile incelenmis ve sonuglarin illere
dagilim1 Tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10: Adana, Mersin, Gaziantep ve Adiyaman illerinde mikroskobik bakai,
PZR ve RLB sonuglarinin odaklara dagilimi

Odak Teshis metodu
Mikroskobik baki PZR RLB
Theileria spp. Babesia sp.

n i % + % i % + %
Adana 200 2 1 6 3 40 20 58 29
Mersin 200 7 3,5 4 2 31 15,5 43 21,5
Gaziantep 200 9 4,5 11 55 96 48 117 58,5
Adiyaman 200 6 3 11 55 57 28,5 74 37
Toplam 800 24 3 32 4 224 28 292 36,5

Buradan anlagilacagi gibi, kan frotilerinin mikroskobik muayenesinde
bolgedeki koyun ve kegilerin 24’tinde (%3) Theileria spp., 32’sinde (%4) ise
Babesia spp. tespit edilmistir. Mikroskobik bakida Theileria spp. en yiiksek %4,5
ile Gaziantep’te, en diisiik %1 oraniyla Adana’da; Babesia spp. ise en yiiksek
%5,5 ile Gaziantep ve Adiyaman’da, en diisiik ise %2 ile Mersin’de goriilmiistiir.
Theileria ve Babesia spp. pozitif Orneklerin illere gore dagilimi

karsilastirildiginda, ortaya ¢ikan farklilik  istatistiksel olarak anlamli
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bulunmamustir (Theileria spp., P = 0,268, y* = 3,944; Babesia spp., P = 0,176, y* =
4,948). Theileria ve Babesia enfeksiyonlarinin dagilimi agisindan ise anlamli bir
farklilik tespit edilmemistir (P = 0,276, XZ =1,184).

Mikroskobik muayenede pozitif Orneklere ait DNA’lar kullanilarak
yapilan PZR’de, parazit amplifikasyonu ger¢eklesmis ve RLB ile bu parazitlerin
T. ovis ve B. ovis olduklar: tespit edilmistir. Ayrica mikroskobi ve RLB pozitif
numuneler arasindan rastgele segilen 10 6rnegin DNA dizi analizi yapilarak
sonugclar teyit edilmistir.

Koyun ve kegilerden elde edilen DNA o6rnekleri RLB-F2/RLB-R2
primerleri ile PZR’a tabi tutuldugunda, 800 6rnegin 224’tinde (%28) pozitiflik
saptanmigtir. PZR pozitiflik oran1 en yiiksek Gaziantep (%48), en disiik
Mersin’de (%15,5) tespit edilmistir (Tablo 10). Illerde PZR ile elde edilen
pozitiflik oranlar1 arasindaki farklilik, istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P =
0,0001, y° = 61,558).

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda elde edilen amplifikasyon iirlinleri,
Therileria ve Babesia tiir ve genotiplerine 6zgii problarin bagli oldugu memranda
hibridizasyona tabi tutuldugunda, 292 6rnegin (%36,5) Theileria veya Babesia tiir
ve genotipleri ile enfekte oldugu goriilmiistiir. RLB ile pozitiflik orani en yliksek
Gaziantep (%58,5), en diisiik ise Mersin’de (%21,5) tespit edilmistir (Tablo 10).
Illere gore RLB pozitiflik oranlar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemli
bulunmustur (P = 0,0001, * = 66,055).

Koyun ve kegilerde kan parazitlerini belirlemede mikroskobik baki, PZR
ve RLB’nin duyarlilign karsilastirilmis ve aradaki farkin istatistiksel olarak

anlaml oldugu gdriilmiistiir (P = 0,0001, 3 2 = 203,235). Mikroskobik bakiya gore
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PZR ve RLB (P = 0,0001, y* = 122,182; P = 0,0001, y* = 204,532)’nin, PZR’ye

gore ise RLB’nin daha duyarli oldugu tespit edilmistir (P = 0,0001, xz = 13,227).
Adana, Mersin, Gaziantep ve Adiyaman illerinde koyun ve kecilerden elde

edilen 800 DNA o6rnegi, RLB yontemi ile Theileria ve Babesia enfeksiyonlari

yoniinden incelenmis ve sonuglarin illere gore dagilimi Tablo 11°de verilmistir.
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Tablo 11: Adana, Mersin, Gaziantep ve Adiyaman’da koyun ve kegilerde RLB ile Theileria ve Babesia tiirlerinin dagilimu.

Toplam enfeksiyon (%)

Tek enfeksiyon (%0)

Mix enfeksiyon (%0)

Theileria Theileria Theileria
) T. annulata/ T. annulata/
Odak Konak Ornek Sayisi T. ovis sp. MK.  T. lestoquardi B. ovis Babesia sp. T. ovis sp. MK. T.lestoquardi  B.ovis Babesiasp. T.ovist+B.ovis sp. MK+T. ovis
Koyun 115 40 (%34,78) 1(%0,87) 1(%0,87) 9 (%7,83) - 35 (%30,43) - 1(%0,87) 5 (%4,35) - 4 (%3,48) 1 (%0,87)
Adana Kegi 85 5 (%5,88) - 5 (%5,88) 2 (%2,35) - 5 (%5,88) - 5(%5,88) 2 (%2,35) - - -
> 200 45 (%22,5) 1 (%0,5) 6 (%3) 11 (%5,5) - 40 (%20) - 6 (%3) 7 (%3,5) - 4 (%2) 1 (%0,5)
Koyun 78 19 (%24,36) - - 4 (%5,13) - 17 (%21,79) - - 2 (%2,56) - 2 (%2,56) -
Mersin  Kegi 122 15 (%12,29) - - - 7 (%5,74) 15 (%12,29) - - - 7 (%5,74) - -
3 200 34 (%17) - - 4 (%2) 7 (%3,5) 32 (%16) - - 2(%1)  7(%35) 2 (%1) -
Koyun 125 86 (%068,8) - 9 (%7,2) 23 (%18,4) - 64 (%51,2) - 9 (%7,2) 1 (%0,8) - 22 (%17,6) -
Gaziantep  Kegi 75 21 (%28) - - - - 21 (%28) - - - - - -
> 200 107 (%53,5) - 9 (%4,5) 23 (%11,5) - 85 (%42,5) - 9 (%4,5) 1 (%0,5) - 22 (%11) -
Koyun 103 45 (%43,69) 1(%0,97) 5 (%4,85) 7 (%6,78) - 39 (%37,86) 1(%0,97) 5(%4,85) 1(%0,97) - 6 (%5,82) -
Adiyaman  Kegi 97 18 (%18,55) - 3 (%3,09) 1(%1,03) - 18 (%18,55) - 3(%3,09) 1(%1,03) - - -
¥ 200 63 (%315) 1(%0,5) 8 (%4) 8 (%4) - 57 (%28,5) 1(%0,5) 8 (%4) 2 (%1) - 6 (%3) -
Koyun 421 190 (%45,13) 2 (%0,47) 15 (%3,56) 43 (%10.21) - 155 (%36,82) 1(%0,24) 15 (%3,56) 9 (%2,14) - 34 (%8,08) 1 (%0,24)
Toplam  Kegi 379 59 (%15,57) - 8(%2,11)  3(%0,79) 7 (%1,84) 59 (%15,57) - 8(%2,11)  3(0,79) 7 (%1,84) - -
y 800 249 (%31,12) 2(%0,25) 23 (%2,87) 46 (%575) 7 (%0,87) 214 (%26,75) 1(%0,12) 23 (%2,87) 12(%15) 7 (%0,87) 34 (%4,25) 1 (%0,12)
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Tablo 11°’den anlasilacag lizere, PZR iiriinleri Theileria ve Babesia tiir ve
soy spesifik problarin baglandigi membranda hibridizasyona tabi tutuldugunda,
prob karsiliklar ile sinyal olusturmuslardir (Sekil 4). Buna gore bolgedeki koyun
ve kegilerin tek ya da miks enfeksiyonlar seklinde T. ovis, Theileria sp. MK, T.
annulata/T. lestoquardi, B. ovis ve Babesia sp. ile enfekte olduklar1 belirlenmistir.
PZR iiriinlerinin RLB hibridizasyonunda, 800 6rnegin 249 (%31,12)’u T. ovis, 2
(%0,25)’si Theileria sp. MK, 23 (%2,87)’i T. annulata/T. lestoquardi, 46
(%5,75)’s1 B. ovis ve 7 (%0,87)’si Babesia sp. probuna sinyal vermistir. Miks
enfeksiyonlar T. ovis + B. ovis ve T. ovis + Theileria sp. MK seklinde olmak tizere
toplam 35 hayvanda belirlenmistir.

Incelenen koyunlardan 190 (%45,13)’1 T. ovis, 2 (%0,47)’si Theileria sp.
MK, 15 (%3.56)’i T. annulata/T. lestoquardi, 43 (%10.21)’i B. ovis, 34
(%8,08)’1i T. ovis + B. ovis, 1 (%0,24)’i T. ovis + Theileria sp. MK ile enfekte
bulunmustur. Kegilerin ise 59 (%15,57)’unun T. ovis, 8 (%2,11)’inin T.
annulata/T. lestoquardi, 3 (%0,79)’tiniin B. ovis ve 7 (%]1,84)’sinin Babesia sp.
ile enfekte oldugu goriilmiistiir. Kegilerde miks enfeksiyona rastlanmamistir.
Koyun ve kegilerdeki RLB pozitiflik karsilastirildiginda, gerek Theileria ve
gerekse Babesia tiirlerinin goriilme siklig1 kecilere gore koyunlarda daha yiiksek
bulunmus ve aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (P =
0,0001, y° = 125,949).

5.7 Theileria annulata ve T. lestoquardi’nin RFLP ile ayirim

Theileria annulata ve T. lestoquardi ‘nin RLB-F2 ve RLB-R2 primerleri
ile ¢ogaltilan 18S rRNA geninin V4 degisken bolgesinde niikleotid dizilimleri

ayni oldugundan, RLB’de her iki proba kars1 sinyal veren drnekler T. annulata/T.
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lestoquardi olarak degerlendirilmistir. Bu ¢alismada 15 koyun ve 8 ke¢i olmak

tizere toplam 23 6rnek her iki proba sinyal vermistir. RFLP analizi sonucunda bu

orneklerin tamamiin T. annualata oldugu goriilmistiir (Sekil 10).

Sekil 11: RLB’de T. lestoquardi ve T. annulata probuna sinyal veren 6rneklerden
amplifiye edilen (18S rRNA gen) PZR iirlinlerinin Hpa II enzimi ile restriksiyonu
sonucunda olusan bant profillerinin agarose jel goriintiisi. M, 100 baz ¢iftlik
marker; 1, T. lestoquardi (pozitif kontrol); 2, T. annulata (pozitif kontrol); 3,
negatif kontrol; 4, B. ovis (saha 6rnegi); 5, 8, 10, T. annulata (saha 6rngi); 6, T.
annulata-T. ovis miks (laboratuvar miksi); 7, Babesia sp. (saha 6rnegi); 9, 11, T.

ovis (saha ornegi).
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5.8 Kene tiirleri

Calismanin yiiriitiildigi illerde koyun ve kegilerden toplanan kenelerin ve
kene tiirlerinin konak ve odaklara gore dagilimi Tablo 12 ve Tablo 13’de
verilmistir.

Buradan anlagilacagi gibi, kan orneklerinin toplandig1r esnada bolgedeki
koyun ve kegilerin 5 farkli kene tiiri ile enfeste oldugu goriilmiistiir. Kene
enfestasyonu tespit edilen hayvanlar ilizerinden 546 adet kene toplanmis olup,
bunlardan 301 (% 55,12)’i R. bursa, 178 (%32,60)’i R. turanicus, 55 (%10,07)’i
Hy. excavatum, 8 (%1,46)’i Haemaphysalis parva (Hae. parva) ve 4 (%0,73)’i
Hy. anatolicum olarak identifiye edilmistir.

Doymus eriskin disi keneler, yumurta elde etmek {izere etiive alinmis ve
bunlardan toplam 72 adet yumurta kiimesi elde edilmistir. Yumurta kiimelerinin
36’smin R. bursa, 30’unun R. turanicus ve 6’simmin Hae. parva’ya ait oldugu
saptanmustir. Yumurta kiimelerinden ekstrakte edilen DNA’lar, Babesia etkenleri
yoniinden incelenmis ve R. bursa’ya ait iki Ornekte B. ovis amplifikasyonu
gerceklesmistir. Bu kenelerin kan emdigi koyunlarin da B. ovis ile enfekte

olduklar1 goriilmiistiir.
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Tablo 12: Koyun ve kegilerden toplanan kenelerin konak ve odaklara gore dagilimi.

Stirii sayis1 Enfeste siirii sayist Enfeste hayvan sayist Toplanan kene sayist
Odak Koyun Kegi Toplam Koyun Kegi Toplam
Adana 11 5 38/115 23/85 61 98 34 132
Mersin 11 4 15/78 38/122 53 28 81 109
Gaziantep 11 6 33/125 18/75 51 120 41 161
Adiyaman 12 5 47/103 26/97 73 109 35 144
Toplam 45 20 133/421 105/379 238/800 355 191 546

Tablo 13: Koyun ve kegilerden toplanan ixodid kene tiirlerinin konak ve odaklara gére dagilimu.

R. bursa R. turanicus Hae. parva Hy. anatolicum Hy. excavatum
Odak Koyun Kegi Koyun Kegi Koyun Kegi Koyun Kegi Koyun Kegi
Adana 75 18 15 12 - - - - 8 4
Mersin 20 62 8 19 - - - - - -
Gaziantep 52 12 50 24 8 - 1 - 9 5
Adiyaman 45 17 40 10 - - 2 22 7
Toplam 192 109 113 65 8 - 3 39 16
> % 301, 55,13 178; 32,60 8; 1,46 4,0,73 55; 10,07
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6. TARTISMA

Tirkiye’nin iklimi ve bitki ortiisii bakimindan, ixodid kenelerin yerlesip
biyolojik aktivitelerini devam ettirebilecegi bir iilke oldugu yapilan ¢alismalardan
bilinmektedir. Buna bagli olarak keneler tarafindan nakledilen theileriosis ve
babesiosis gibi hastaliklar bolgesel farkliliklar gostermekle birlikte yaygin olarak
goriilmektedir. Koyun ve kegilerde theileriosise neden olan 6 (T. lestoquardi, T.
uilenbergi, T. luwenshuni, T. separata, T. ovis ve T. recondita), babesiosise neden
olan 5 (B. ovis, B. motasi, B. crassa, B. taylori ve B. foliata) tiir tanimlanmistir (4,
14-18, 22, 48-53). T. uilenbergi, T. luwenshuni ve T. lestoquardi’nin yiiksek
mortalite ve mobidite ile seyreden klinik, diger Theileria tiirlerinin ise subklinik
enfeksiyona neden oldugu belirtilmistir (4, 15-20). B. ovis’in B. motasi’ye gore
daha yiiksek patojeniteye sahip oldugu (4), B. crassa’nin ise apatojen bir tiir
oldugu bildirilmistir (50).

Son yillarda koyun ve kecilerde Theileria soyuna bagli Theileria sp. OT1,
Theileria sp. OT3 ve Theileria sp. MK (63, 64), Babesia soyuna bagli Babesia sp.
BQ1 Lintan, Babesia sp. BQ1 Ningxian, Babesia sp. Tianzhu, Babesia sp.
Madang, Babesia sp. Hebei, Babesia sp. Liaoning, Babesia sp. Xinjiang olarak
adlandirilan farkli genotipler tanimlanmistir. Ancak bunlarin patojeniteleri ve
vektorleri ile 1ilgili detayli bilgi bulunmamaktadir (65, 66). Son olarak
Yunanistan’da koyunlarda hemolitik anemi seyirli hastalik tablosuna neden olan
ve B. lengau-like olarak adlandirilan bir izolat rapor edilmistir (71). Bu ¢alismada
farkli cografik karaktere sahip Adana, Mersin, Gaziantep ve Adiyaman illerinde
koyun ve kecilerde bulunan Theileria ve Babesia tiirlerinin varligi ve yaygimligi

arastirtlmis ve bolgedeki koyun ve kegilerin T. ovis, T. annulata, Theileria sp.
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MK, B. ovis ve Babesia sp. ile enfekte olduklar1 belirlenmistir. Tiirkiye’de koyun
ve kegilerde T. ovis, Theileria sp. MK ve B. ovis’in varlig1 bilinmektedir (64, 154,
155, 163-167). Ancak ilk defa bu ¢alismada molekiiler diizeyde kecilerde yeni bir
Babesia tiirii ya da genotipi (Babesia sp.) tespit edilmistir. Yine Tiirkiye’de ilk
defa koyun ve kegilerde T. annulata’ya rastlanmistir.

Theileria ve Babesia tiirlerinin teshisi, eritrosit i¢indeki piroplasm
formlarin morfolojik yapilarina bakilarak yapilabilmektedir. Ancak bu tiirlerin
tanimlanmasinda, parazitlerin yasam ¢emberi, vektor kene ve cografik orijini gibi
unsurlarin da goz Onilinde bulundurulmasi gerektigi belirtilmistir (181). Diisiik
parazitemiden dolay1 6zellikle subklinik enfeksiyonlarda mikroskobik baki ile tiir
diizeyinde parazitlerin identifikasyonu olduk¢a zordur. Birden fazla Theileria
veya Babesia tiirtiniin istirak ettigi miks enfeksiyonlarda bu durum daha da
zorlagmaktadir. Teshis amaciyla, parazitlere karst sekillenen antikorlarin
belirlenmesi esasina dayanan serolojik yontemler her iki hastalik ile ilgili
epidemiyolojik ¢alismalarda kullanilmistir (128-146). Serolojik testlerde, immun
yanitin zayif olmasi, uzun siiren portorliik durumunda antikorlarin her zaman
belirlenememesi ve tiirler arasinda capraz reaksiyonlarin goriilmesi gibi bazi
olumsuzluklar ile karsilasgilmistir (78, 151). Bu olumsuzluklar, molekiiler
yontemlerin parazitoloji alaninda kullanilmaya baglamasiyla biiylik Olgiide
ortadan kalkmistir. RLB, hem yiiksek bir duyarlilia sahip olmasi, hem de es
zamanli olarak birden fazla tiirli tespit edebilmesi bakimindan, Theileria, Babesia
ve Anaplasma gibi keneler ile nakledilen patojenlerin belirlenmesinde son yillarda
tercih edilen bir yontem olmustur (16, 63, 64, 108, 113, 156, 160, 161, 163-167,

182). Bu ¢alismada, hem konvensiyonel hem de molekiiler yontemler kullanilarak
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koyun ve Kkegilerde Babesia ve Theileria tiirlerinin varligi ve yayilisi
arasgtirtlmistir. Bu amagla Adana, Mersin, Gaziantep ve Adiyaman illerinde
muayene edilen toplam 800 koyun ve keginin mikroskobik baki ile 24 (%3)’{iniin
Theileria, 32 (%4)’sinin Babesia piroplasmlar tasidigi tespit edilmistir. Ayni
hayvanlarin PZR ile 224 (%28), RLB ile 292 (%36,5)’sinin Theileria ve/veya
Babesia enfeksiyonlar1 yoniinden pozitif oldugu gorilmistiir (Tablo 10). Bu
sonuglar, daha once yapilan calismalarda oldugu gibi (163-167), koyun ve
kecilerde kan parazitlerini belirlemede mikroskobik bakiya gére PZR ve RLB (P
=0,0001, y* = 122,182; P = 0,0001, x> = 204,532), PZRye gore ise RLB’nin (P =
0,0001, XZ = 13,227) daha duyarli oldugunu gdstermistir.

Bu calismada, RLB membranina baglanan problarin hemen hepsi spesifik
karsiliklar1 olan Theileria ve Babesia tiirleri ile sinyal olusturmustur. Ancak
beklenildigi gibi T. lestoquardi probu, T. annulata ile ¢apraz reaksiyon vermistir
(Sekil 4, sira 1 ve 8). Daha Once yapilan calismalarda da benzer sonug elde
edilmis ve bu durum, iki parazitin genetik yapisinin birbirlerine ¢ok benzer olmast
ile izah edilmistir (16, 63, 162). Yine bu ¢alismada, T. luwenshuni ile Theileria sp.
OT1 arasinda da ¢apraz reaksiyon gozlenmistir (Sekil 4, sira 3 ve 6). Bu durumun
da, T. lestoquardi ile T. annulata’da da oldugu gibi parazitlerin genetik
yapisindaki benzerlikten kaynaklandigi sonucuna varilmistir. Zira Theileria sp.
OT1 (AY533143) ve T. luwenshuni (JX469518)’nin 18S rRNA gen sekanslarina
ait coklu siralama analizine bakildiginda, bu sekanslar arasinda %99,89 oraninda

benzerlik oldugu goriilecektir.
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RLB yonteminde, Catchall ve soy spesifik proplar ile sinyal veren, ancak
membrandaki tir ve genotiplere 0zgii problar ile sinyal olusturmayan
amplikonlarin, yeni bir tiiriin, alt tiiriin yada farkli bir genotipin varligini isaret
edebilecegi belirtilmistir (16, 64, 160, 183). Bu c¢alismada, 4 Catchall
(Theileria/Babesia, Theileria spp., Babesia Catchall 1 ve Catchall 2) ve 11 tiir
spesifik prob kullanilmistir (Tablo 5). Theileria/Babesia genel primerleri (RLB-
F2/RLB-R2) ile koyun ve kegilere ait saha Orneklerinden elde edilen PZR
tirlinlerinin biiyiik bir kismi, T. annulata/ T. lestoquardi, T. ovis, Theileria sp. MK
ve B. ovis spesifik prob karsiliklari ile sinyal verirken, bazi amplikonlar sadece
Catchall ve Babesia soy spesifik problar ile sinyal olusturmustur (Sekil 4, sira 20,
27, 28, 32). Bunlardan iki 6rnegin 18S rRNA sekans analizleri, koyun ve
kegilerde bugiine kadar bilinen Babesia tiir (B. ovis, B. motasi ve B. crassa) ve
genotiplerinden (Babesia sp. Lintan, Babesia sp. Madang, Babesia sp. Tianzhu,
Babesia sp. Ningxian, Babesia sp. Hebei, Babesia sp. Liaoning, Babesia sp.
Xinjiang) genetik olarak farkli yeni bir Babesia tiir ya da genotipin varligini
gostermistir (Tablo 9). Bu sekanslarin, filogenetik agagta koyun ve kecilerdeki
Babesia tiir ve genotiplerine ait kiime yerine farkli bir kiimede yer aldigi
goriilmistir (Sekil 6). Yine bu sekanslarin, piroplasmidlerin filogenetik olarak
yapildigr 5’li gruplandirmada (184), koyun ve kecilerde bulunan Babesia
tiurlerinin de i¢inde yer aldigi 5. grup olan Ungulibabesidler yerine,
karnivorlardaki Babesia tiirleri ile B. divergens ve B. odocoilei tiirlerini igeren ve

4. grubu olusturan Babesidler igerisinde yer almistir.
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Ayrica 2010 yilinda ilk defa Giiney Afrika’da yabani kedilerde B. lengau
sp. olarak adlandirilan yeni bir Babesia tiirii identifiye edilmis (69) ve bunun evcil
kedilerde hemolitk anemi seyirli klinik enfeksiyona neden oldugu bildirilmistir
(70). Daha sonra genetik olarak B. lengau’ye yakin benzerlik gosteren ve B.
lengau-like olarak adlandirilan bir izolatin, Yunanistan’da koyunlarda hemolitik
anemi seyirli hastalik tablosuna neden oldugu rapor edilmistir (71). Bu ¢alismada
tespit edilen Babesia sp. izolatina ait sekanslarin, koyun ve kegilerdeki Babesia
tiir ve genotiplerinde oldugu gibi, B. lengau-like izolatindan da gerek genetik ve
gerekse filogenetik olarak farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 9, Sekil 6).

Babesia sp. izolatina ait sekanslar ile B. crassa, B. motasi ve B. ovis
sekanslar1 arasinda Multible Alignment yapilarak yeni bir prob dizayn edilmistir
(Sekil 5). Bu probun RLB’de sadece s6z konusu Babesia izolatina ait PZR
tirlinlerine kars1 sinyal olusturdugu goriilmiistiir (Sekil 4, sira 20, 27, 28, 32).

Bu calismada elde edilen gerek RLB ve gerekse genetik, filogenetik ve
Multible Alignment sonuglari, yeni bir Babesia tiirli, alt tiirii ya da genotipinin
varligim gostermistir (Tablo 9, Sekil 5, 6 ve 7). Ancak tiir tanimlamasi i¢in vektor
kene, detayli morfolojik yapi, patojenite, biyolojik siklus gibi genetik olmayan
ilave verilerin de bulunmasinin gerekli odugu ifade edilmistir (185). Bu sebeple
bolgede kegilerde saptanan bu izolat, simdilik Babesia sp. olarak adlandirilmstir.

Mersin’de kegilerde tespit edilen Babesia sp.’nin, koyun ve kegilerdeki
Babesia tiir ve genotiplerinden ziyade B. divergens, Babesia sp. EUl (B.
venatorum) ve B. odocoilei’ye benzer oldugu tespit edilmistir (Tablo 9, Sekil 6).
B. divergens’in sigirlarda klinik enfeksiyona neden oldugu bilinmektedir (186). B.

venatorum (Babesia sp. EU1) karaca, dag kegisi ve geyiklerde bulunan bir tiir

70



olup (90; 187-190), bunun Isvi¢re ve Hollanda’da geyiklerde Kklinik babesiosise
yol actig1 bildirilmistir (191). ilk defa 1970 yilinda Amerika’nin Texas eyaletinde
beyaz kuyruklu geyiklerde tanimlanan B. odocoilei’nin, kanada ve ren geyigi ile
karibularda zaman zaman oOldiriicii olabilen klinik babesiosise neden oldugu
bildirilmis (192, 193), bu tiiriin koyun, ke¢i ve splenektomili buzagilardaki nakil
calismalarinda basari1 saglanamamistir (194). B. divergens ve B. venatorum ayni
zamanda zoonotik karektere de sahip olup, 6zellikle dalagi alinmis insanlarda bu
tirlerden kaynaklanan klinik enfeksiyonlar rapor edilmistir (195, 196). Bu
caligmada Babesia sp. pozitif 7 keginin hi¢ birinde, kan 6rnegi alindigi sirada
babesiosisi isaret edecek herhangi bir klinik bulgu (ates, anemi, istahsizlik,
durgunluk) gozlenmemistir. Ayrica bu hayvanlara ait kan frotilerinin mikroskobik
muayenesinde, eritrositler igerisinde piroplasm formlara da rastlanmamistir. Bu
veriler, kegilerde ilk defa tespit edilen Babesia sp.’nin patojenitesi ile ilgili yorum
yapmak i¢in yeterli gériilmemistir. Bu izolat ile ilgili olarak, kecilerin esas veya
rezervuar konak olup olmadigi, vektor kene, detaylt morfolojik yapi, patojenite,
biyolojik siklus gibi verilerin ortaya konmasi igin bdolgede detayli ilave
caligmalarin yapilmas1 gerektigi kanaatine varilmistir.

RLB yontemi basta olmak {izere molekiiler tekniklerin parazitoloji
alaninda kullanimi, bir taraftan parazitlerin dogru adlandirilmasini, ya da tek
parazit tiiri yerine birden ¢ok genotipi igeren grup oldugunun anlasilmasini, diger
taraftan bircok yeni tiir, alt tiir ve genotipin ortaya ¢ikarilmasini saglamistir. Zira
son yillara kadar Cin’de koyun ve kecilerde klinik theileriosise neden olan tiiriin
T. lestoquardi oldugu ileri siirtilmistiir (197). Ancak elde edilen bir takim genetik

veriler sonucunda, bu parazitin T. lestoquardi’den farkli oldugu anlagilmis ve
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once Theileria sp. China olarak tanimlanmistir (162). Daha sonra bunun, Theileria
sp. China 1 ve Theileria sp. China 2 olmak tizere farkli iki genotipinin bulundugu
belirlenmis (16) ve en sonunda bunlarin yeni tiirler oldugu anlasilmis ve T.
luwenshuni ve T. uilenbergi olarak adlandirilmistir (17, 198). Aymi sekilde
Ispanya’da koyunlarda sadece T. ovis enfeksiyonlarmin varlig: bilinirken, yapilan
genetik c¢alismalar sonucunda, Theileria sp. OT1 ve Theileria sp. OT3 olarak
isimlendirilen farkli iki genotipin de bulundugu ortaya konmustur (63). Bu
baglamda Tiirkiye’de koyun ve kegilerde genetik olarak farkli en az ti¢ Theileria
tirti ya da genotipinin (T. ovis, Theileria sp. OT3 ve Theileria sp. MK) varligi
rapor edilmistir (64, 153, 155, 164, 166, 167).

Molekiiler tekniklerin parazitoloji alaninda kullanimi, bir¢ok kan
parazitinin normal konag disinda beklenmedik konaklarda bulunabilecegini de
gostermistir. Yapilan molekiiler ¢alismalarda, kopeklerin T. annulata (80, 81), B.
caballi (82), B. felis (83), B. microti (84); kedilerin B. canis (85), B. vogeli, T.
ovis, B. bigemina (86); atlarin B. microti (87); kegilerin B. bigemina (88);
koyunlarin B. bigemina ve B. bovis (89); geyiklerin ise B. divergens (90) ile
enfekte olabildikleri tespit edilmistir. Bu ¢alismada, bolgedeki koyun ve kegilerin
T. annulata ile enfekte olduklar1 gériilmiistiir. Konak degisimi (parazitin normalde
bulunmasi gereken konak yerine baska bir konakta bulunmasi) olarak ifade edilen
bu durumun, biyolojik ve patolojik 6nemi tam anlamiyla bilinmemektedir. Ancak
bu durum, kan parazitlerinin hayatta kalma stratejileri olarak yorumlanmistir (89).

Sigirlar igin enfektif olan T. annulata ile koyun ve kegiler igin enfektif
olan T. lestoquardi arasinda genetik, antijenik, biyolojik, morfolojik, vektor kene

ve patojenite bakimindan yakin bir iliski oldugu bildirilmistir (162). Yapilan
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calismalarda T. annulata sporozoitlerinin koyun ve ke¢i mononiikleer hiicrelerini
in-vitro (77, 199) ve in-vivo (78) yontemlerle enfekte ettigi gosterilmistir.
Deneysel olarak T. annulata sporozoitlerinin koyunlari enfekte edebildigi,
sizontlarin gelistigi fakat piroplasm formlarin gelismedigi ve orta dereceli bir
enfeksiyon sekillendigi rapor edilmistir (78). T. annulata sizontlar1 kullanilarak
yapilan baska bir deneysel ¢alismada, sizontlarin in-vitro olarak koyun, ke¢i ve
sig1r eritrositlerini enfekte edebildigi ve piroplasm formlarin gelistigi belirtilmistir
(200). Aymi ¢alismada in-vivo olarak koyun ve kegilerin sizontlarla enfekte
olmadigi, piroplasm formlarin olusmadigi ve sadece orta dereceli bir atesin
meydana geldigi rapor edilmistir. Enfekte keneler kullanilarak yapilan baska bir
deneysel caligmada, T. annulata’nin koyunlara nakli basarili olmustur (76).
Ayrica saha kosullarinda yapilan bir¢ok ¢aligmada (79, 95, 98, 104), koyunlarin T.
annulata ile enfekte oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada, 15’i koyun ve 8’i kegi
olmak iizere toplam 23 (%2,87) hayvanda T. annulata tespit edilmistir. Ancak bu
hayvanlarin hi¢ birinde theileriosise ait klinik bulgu goézlenmemistir. Yine bu
hayvanlarin kan frotilerinde etken tespit edilememistir.

Bu calismanin yiiritildigi illerde koyun ve kegilerde Theileria ve
Babesia tiirlerinin varligi, yayilist ve molekiiler karakterizasyonlari ile ilgili
yeterli veri bulunmamaktadir. Adana’nin bazi1 boélgelerinde koyunlarda
mikroskobik yontemle B. ovis’in bulundugu bildirilmistir (201). Adiyaman’da ise
koyun ve kegilerden temin edilen 88 kan Ornegi piroplasm etkenleri yoniinden
incelenmis ve 7 drnekte pozitiflik saptanmistir (64). Bu ¢alismada, her iki ilde de

gerek mikroskobik baki ve gerekse PZR ve RLB ile T. ovis ve B. ovis’in varligi
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ortaya konmus, ayrica bu iki ilde, koyunlarda B. ovis’ten kaynaklanan klinik
enfeksiyonlar tespit edilmistir.

Tirkiye’de koyun ve kegilerde theileriosis ve babesiosis ile ilgili
baslangicta mikroskobik baki, daha sonra serolojik ve son olarak molekiiler
yontemlerin kullanildigi ¢ok sayida arastirma yapilmis ve T. lestoquardi (202,
203), T. ovis (64, 126, 164-167), Theileria sp. OT3 (64, 166), Theileria sp. MK
(64, 166, 167), B. ovis (64, 128-146, 163-166), B. motasi (168, 169) ve B. crassa
(170, 171)’nin varh@ bildirilmistir. Ancak, bu tiirlerden T. lestoquardi (i¢, Dogu
ve Gilineydogu Anadolu Bolgesi) ve B. motasi (Karadeniz bolgesi ve Van)’nin
varlig1 sadece mikroskobik baki sonuglarina dayandirilmis olup (168, 169, 202,
203), son yapilan molekiiler ve serolojik ¢alismalarda bu iki tiiriin varhigina iligkin
bir kayda rastlanmamistir (64, 126, 153, 164-166). B. crassa ise molekiiler olarak
Haemaphysalis tiirii kenelerde bildirilmistir (170, 171). Bu ¢alismada koyun ve
kegilerde T. ovis, Theileria sp. MK ve B. ovis tespit edilmis olup, bu sonuglar
daha 6nce yapilan molekiiler ¢alismalar1 destekler niteliktedir.

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda, mikroskobik baki ile koyun ve kegilerde
theileriosis prevalansinin %1,54-59 (64, 123, 125, 126, 127, 153, 164, 166, 167),
babesiosis prevalansinin ise %0,49-67,4 (123, 124, 127, 129-133, 138, 141, 153,
154, 164) arasinda degistigi bildirilmistir. Karadeniz bolgesinde yapilan bir
aragtirmada, toplam 1128 koyun ve kecgide Babesia piroplasm formlarina
rastlanmamistir (166). Serolojik arastirmalarda her iki hastaligin prevalansinin
cok yiiksek oldugu (theileriosis %8,99-60,26, babesiosis %8,92-91,02) rapor
edilmistir (128-146). Adana, Mersin, Gaziantep ve Adiyaman illerinde toplam 800

koyun ve keci iizerinde yiiriitilen bu c¢alismada, mikroskobik prevalans
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theileriosis i¢in %3, babesiosis i¢in %4 olarak tespit edilmis, bu prevalans
degerlerinin diisiik diizeyde de olsa Tiirkiye’'nin diger yorelerinde yapilan
caligmalarda saptanan mikroskobik prevalans degerleri igerisinde yer aldigi
goriilmiistiir. Gerek theileriosis ve gerekse babesiosisin mikroskobik prevalans
marjimnin ¢ok genis olmasi (theileriosis %1,54-59, babesiosis %0,49-67,4),
arastirmalarin  yiirtitildiigii bolgelerdeki cografik farklilik, o6rnek toplama
mevsimi, frotinin perifer veya sistemik kandan hazirlanmasi, vektor kene dagilimi
gibi bircok faktore bagli olarak degisebilecegi seklinde yorumlanmistir.
Seroprevalansin yliksek olmasi ise, serolojik testlerde capraz reaksiyonlar ile
yanlis pozitifliklerin olabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

Tiirkiye’de koyun theileriosisinin molekiiler yontemlerle belirlenmesine
yonelik ilk ¢alisma Dogu Anadolu Boélgesinde yiiriitiilmiis, bu calismada 218
koyunun 90 (%41,2)’ninda Theileria spp. pozitif bulunmustur (153). Dogu
Anadolu Bolgesinden 300 koyun ve 100 kecide Babesia enfeksiyonlarini
belirlemeye yonelik bir ¢calismada B. ovis spesifik PZR ile 32 koyun ve 1 kegide
(%8,25) B. ovis tespit edilmistir (154). RLB yontemi Tiirkiye’de ilk defa Kayseri
yoresinde koyunlarda kullanilmig, incelenen 111 &rnegin %2,7’sinde B. ovis,
%34,2’sinde T. ovis'in varligi ortaya konmustur (163). Dogu ve Giineydogu
Anadolu Bolgelerinden 705 koyun ve 215 kegide Babesia ve Theileria tiirleri ve
yayiliglart RLB ile arastirilmis, en yaygin tiiriin %34,56 ile T. ovis oldugu, bunu
B. ovis (%5,43) ve Theileria sp. MK (%1.30)’nin izledigi ve Theileria sp. OT3
en diisik yayilisa (%0.43) sahip oldugu tespit edilmistir (64). Kayseri ili
Yesilhisar yoresinde 200 koyun ve 100 ke¢i RLB yontemi ile T. ovis ve B. ovis

yoniinden incelenmis, B. ovis’e %3,7, T. ovis’e ise %37,6 oranda rastlanmistir
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(164). Orta Anadolu bolgesindeki Kayseri, Sivas ve Yozgat illerinden 421 koyun
ve 152 ke¢inin kullanildig1 bir ¢alismada RLB ile B. ovis %2,6, T. ovis ise %33,9
oraninda tespit edilmistir (165). RLB ile Karadeniz bolgesinde 1128 koyun ve
ke¢ide yiiriitiilen bir ¢alismada, T. ovis’in %28,99, B. ovis’in %0,44, Theileria sp.
OT3’iin %2,04 ve Theileria sp. MK’nin %0,62 oranninda yayilis gosterdigi rapor
edilmistir (166). Dogu Karadeniz bolgesinde ise T. ovis %18,9, Theileria sp. MK
%0,99, Theileria sp. OT3 %0,43 oraninda bulunmustur (167).

Adana, Mersin, Gaziantep ve Adiyaman illerini kapsayan bu ¢alismada,
RLB ile toplam 800 koyun ve keginin 292 (%36,5)’sinin Theileria ve/veya
Babesia enfeksiyonlar1 ydniinden pozitif oldugu goriilmiistiir. illere gére RLB
pozitifliginin %21,5 ile %58,5 arasinda degistigi (Tablo 10), bolgedeki koyun ve
kegilerin %31,12’sinin T. ovis, %5,75’inin B. ovis, %2,87’sinin T. annulata,
%0,87’sinin Babesia sp. ve %0,25’inin ise Theileria sp. MK ile enfekte olduklar
belirlenmistir. Gerek bu g¢aligmada ve gerekse daha Once yapilan yukaridaki
caligmalarda elde edilen sonuglar, farkli cografik yap1 ve iklime sahip bolgeler
hatta illerde koyun ve kecilerde Theileria ve Babesia tiirlerinin prevalansinda
degiskenlik olmakla beraber, Tirkiye’nin hemen her bolgesinde bulundugu ve
Theileria tiirlerinin daha yaygin oldugunu gdstermistir.

Bu c¢alismada, gerck Theileria ve gerekse Babesia tiirlerinin goriilme
siklig1 kecilere gore koyunlarda daha yiiksek bulunmus ve aradaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu gériilmiistiir (P = 0,0001, y* = 125,949). Daha
once yapilan arastirmalarda da benzer sonug elde edilmistir (4, 63, 204). Bu
durum, babesiosisden iyilesen hayvanlarda parazitemi oranmin hizla diiserek

belirlenemeyecek diizeye inmesiyle izah edilmistir (205). Yine bu ¢alismada, daha
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onceki ¢alismalarda (64, 166) oldugu gibi koyun ve kegilerde kan parazitlerini
belirlemede mikroskopik bakiya gére PZR ve RLB (P = 0,0001, Xz =122,182; P =
0,0001, xz = 204,532), PZR’ye gore ise RLB’nin daha duyarli oldugu tespit
edilmistir (P = 0,0001, XZ =13,227). Buna goére RLB’nin, gerek yiiksek duyarliliga
sahip olmasi dolayis1 ile tasiyict (portér) hayvanlarin populasyon icindeki
oraninin belirlenmesi ve gerekse miks enfeksiyonlar ile yeni tiir ya da genotiplerin
ortaya konmasinda iyi bir teshis metodu olarak kullanilabilecegi kanaatine
varilmstir.

Bu ¢alismada, Dogu Anadolu Bolgesi (64) ile Karadeniz Bolgesinde (166)
RLB yontemi ile yapilan ¢alismalara benzer olarak %0,25 oraninda Theileria sp.
MK genotipi tespit edilmis, her iki bolgede de yiiksek oranda yayilis gosteren T.
ovis’in  (%28,99- 34,56), bu bolgede de en yaygm tir (%31,12) oldugu
goriilmiistiir. Dogu Anadol1 ve Karadeniz bolgelerinde %0,4-5,4 arasinda yayilis
gdsteren B. ovis’e bu ¢alismada %35,75 oraninda rastlanmustir. ilk defa Ispanyada
koyunlarda tespit edilen (63), daha sonra RLB ile yapilan ¢alismalarda Tiirkiye’de
de varhigi ortaya konan (64, 166) Theileria sp. OT3’ e bu c¢alismada
rastlanmamuistir.

Tiirkiye’de koyun ve kegilerde bu giine kadar Ixodidae ailesine bagli ¢ok
sayida kene tlrii belirlenmistir. Elazig yoresinde yapilan bir c¢alismada,
koyunlarin, Hy. excavatum, Hyalomma detritum (Hy. detritum), Hyalomma
marginatum (Hy. marginatum), R. sanguineus, R. bursa, Hae. parva, Hae.
sulcata, Hae. punctata, Dermacentor marginatus (D. marginatus), Boophilus
annulatus (B. annulatus), O. lahorensis tiirleri ile enfeste oldugu, bunlardan Hae.

punctata, D. marginatus ve O. lahorensis hari¢ diger tiirlerin kegilerde de
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bulundugu, koyun ve kegilerde en fazla R. bursa’ya rastlandigi bildirilmistir
(206). Giiney Marmara bolgesinde yapilan calismada, koyunlarin en fazla R.
bursa, kegilerin ise I. ricinus ve R. bursa ile enfeste oldugu kaydedilmistir (207).
Burdur yoresinde yapilan ¢alismada, koyunlarda, R. turanicus, R. bursa, Hae.
parva, D. marginatus, Dermacentor niveus (D. niveus)’un eriskinleri ile I. ricinus,
Hy. excavatum ve Ornithodoros sp. nimflerine; kegilerde, R. turanicus, D. niveus,
D. marginatus, Hae. parva’nin eriskinleri ve Rhipicephalus spp. nimflerine
rastlanmistir. Ayni ¢alismada R. bursa’nin koyunlar {izerinden toplanan kenelerin
%10,9’unu  olusturdugu, ancak bu kene tiiriine kegilerde rastlanmadigi
bildirilmistir (208). Kayseri yoresinde, koyun ve kegilerde, R. bursa, R, turanicus,
R. sanguineus, D. niveus, Hy. marginatum, Hae. parva, ve Hae. sulcata tiirlerine
rastlandig1 bildirilmistir (209). Mus ve Malatya illerinde koyunlar iizerinde R.
bursa ve R. sanguineus tiirleri tespit edilmistir (64). Adana, Mersin, Gaziantep ve
Adiyaman illerinde koyun ve kecilerde ixodid kene tiirleri ile ilgili bir kayida
rastlanmamistir. Bu c¢alisma ile bolgedeki koyun ve kegilerde R. bursa, R.
turanicus ve Hy. excavatum, Hae. parva ve Hy. anatolicum olmak tizere 5 fakli
kene tiirii tespit edilmis olup, kene enfestasyonlarinin %55,12’sinin R. bursa’dan
kaynaklandig1 goriilmistiir.

Yukaridaki ¢aligmalardan koyun ve kegilerde yaygin olarak goriilen kene
tirlerinden birinin R. bursa oldugu anlasilmaktadir. Koyun ve kegi
piroplasmosisinin epidemiyolojisinde vektor kenenin biyo-ekolojisinin 6nemli
oldugu ve R. bursa ile enfeste alanlarda babesiosisin her yil goriildiigi
bildirilmistir (210). Bu kenenin tiikiirik bezlerinde elektron mikroskobuyla B.

ovis tespit edilmistir (211). Yine son yapilan molekiiler ¢alismalarda, R.
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bursa’nin yumurta ve tiikiiriik bezlerinde B. ovis’e rastlanmistir (97, 212, 213). Bu
kenenin, T. ovis ile de enfekte oldugu sahada koyunlar iizerinden toplanan
orneklerde gosterilmistir (42). Bu g¢alismada, doymus eriskin kenelerden elde
edilen yumurta kiimeleri Babesia tiirleri yoniinden incelenmis ve R. bursa’ya ait
iki 6rnekte B. ovis saptanmistir. Bu sonuglar, R. bursa 'nin hem T. ovis hem de B.
ovis’in epidemiyolojisinde 6nemli rol oynayabilecegini gostermistir.

Sonug olarak;

e Adana, Mersin, Gaziantep ve Adiyaman illerinde koyun ve kecilerde 3
Theileria (T. ovis, T. annulata, Theileria sp. MK) ve 2 Babesia (B. ovis, Babesia
sp.) tlirii ya da genotipi (Babesia sp.) tespit edilmis ve bunlarin molekiiler
prevalansi ortaya konmustur.

e Bolgedeki koyun ve kegilerde 6zellikle B. ovis ve T. ovis’in yaygin
olarak bulundugu ve B. ovis’ten kaynaklanan klinik enfeksiyonlarm gorildigi
saptanmistir.

e Molekiiler diizeyde kegilerde ilk defa bu ¢alismada yeni bir Babesia tiiri
ya da genotipi (Babesia sp.) tespit edilmis, ancak bu yeni genotipin daha iyi
tanimlanabilmesi i¢in patojenite, vektor kene ve molekiiler epidemiyoloji ile ilgili
daha kapsamli arastirmalarin yapilmasi gerektigi kanaatine varilmustir.

e Bu tiir caligmalarda RLB yonteminin kullanilmasinin, yeni genotiplerin
ortaya c¢ikarilmasi agisindan 6nemli oldugu anlagilmistir.

e Tiirkiye’de ilk defa koyun ve kegilerde T. annulata pozitifligi tespit
edilmistir.

e RLB’nin mikroskopik baki ve PZR’ye gore ¢ok daha duyarli oldugu,

Theileria ve Babesia tiirleri ile enfekte portor hayvanlarin belirlenmesinde bu
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metodun kullanilmasi ile daha saglikli ve dogru sonuglarin elde edilebilecegi
gorilmiistiir.

e Bolgede koyun ve kegilerde klinik enfeksiyona neden olan tiiriin B. ovis
oldugu, B. motasi ve B. crassa’nin bu bolgede koyun ve kegilerde bulunmadigi
gorilmiistiir.

e Bolgedeki koyun ve kegilerde Theileria tiirlerinin, Babesia tiirlerine gére
daha yaygm oldugu, c¢esitli iilkelerde koyun ve kegilerde tespit edilen T.
lestoquardi’nin bu bolgede bulunmadigi ve bolgede en yaygin tiirin T. ovis
oldugu, ortaya konmustur.

e Tirkiye’de R. bursa’min hem T. ovis ve hem de B. ovis’in

epidemiyolojisinde 6nemli rol oynayabilecegi ortaya ¢ikmustir.
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