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1. OZET

Bu calisma Turkiye'nin Karadeniz bolgesinde koyun ve kecilerde
Theileria ve Babesia turlerinin varligi ve yayiliginin mikroskobik baki ve
revers line blotting (RLB) yontemleri ile arastiriimasi ve bolgede koyun ve
kecilerde bulunan kene turlerinin belirlenmesi amaciyla yuruttlmustur. Bu
amagla 2010 ve 2011 vyillarinda bdlgedeki cesitli illere bagli degisik
odaklardaki koyun ve kegilerden 1128 kan drnegi toplanmis (869 koyun ve
259 keci) kan 6rnegdi toplanan koyun ve kegiler de dahil 2608 hayvan
(2161 koyun ve 447 Kkeci) kene enfestasyonu yonlinden muayene

edilmigtir.

Alinan kan o&rneklerinden surme frotiler hazirlanmisg, teknigine
uygun olarak boyanmis ve mikroskopta Theileria ve Babesia piroplasmlari
yonunden incelenmistir. EDTA’l kan orneklerinden uygun yontemlerle
genomik DNA’lar ekstrakte edilmis, bu DNA’lar kullanilarak Theileria ve
Babesia turlerinin 18S ssu rRNA geninin degisken V4 bolgesindeki,
uzunlugu 360-430 bg olan bir bdlge ¢ogaltilmig, elde edilen PZR drunleri,
tur spesifik problarin baglandigi bir membranda hibridize edilmistir.
Toplanan keneler stereo mikroskop altinda incelenmis ve tiur

identifikasyonlari yapilmigtir.

Kan frotilerinin mikroskobik muayenesinde 34 koyun (%3,91) ve 4

(%1,54) keci olmak Uzere toplam 38 (%3,37) hayvan Theileria spp.



piroplasm formlari yonunden pozitif bulunmus, hi¢bir hayvanda Babesia

spp. piroplasmlari tespit edilememistir.

RLB ile bdlgede T. ovis’in koyunlarda %34,64, kegilerde %10,04 ve
toplamda %28,99; B. ovis'in koyunlarda %0,58 ve toplamda %0,44;
Theileria sp. OT3’Un koyunlarda %2,65, ve toplamda %2,04; Theileria sp.
MK’'nin  koyunlarda %0,58, kecilerde %0,77 ve toplamda %0,62
oranlarinda yayilis gosterdigi, B. ovis ve Theileria sp. OT3’lin sadece

koyunlarda bulundugu saptanmisgtir.

Koyunlarin 665'’i (%30,77) ve kegilerin 147’si (%32,89) olmak Uzere
812 hayvanda (%31,13) kene enfestasyonu belirlenmis, 2263’U
koyunlardan, 534’U de kegilerden olmak Uzere 2797 kene toplanmistir. Bu
keneler Rhipicephalus turanicus (%28,64), Haemaphysalis parva
(%22,60), R. bursa (%18,27), Dermacentor marginatus (%16,55), R.
sanguineus (%3,32), Ixodes ricinus (%2,47), H. punctata (%2,36),
Hyalomma marginatum (%2,22), H. sulcata (%1,39), H. excavatum
(%1,18), H. concinna (%0,54) ve H. detritum (%0,46) olarak teshis
edilmistir. Kenelerin mevsimsel dagilimina bakildiginda ise Rhipicephalus
ve Hyalomma’larin ilkbahar ve yaz; Haemaphysalis'lerin kig, ilkbahar ve
sonbahar; Dermacentor ve Ixodes’lerin ise butin mevsimlerde goéraldugu

ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Karadeniz, koyun, kegi, Babesia, Theileria,

mikroskobi, RLB, kene.



2. ABSTRACT

Detection of Theileria and Babesia species in sheep and goats with

molecular methods in the Black Sea Region

This study was carried out to investigate presence and distribution
of Theileria and Babesia species with microscopic examination and
reverse line blotting (RLB) techniques in sheep and goats in the Black Sea
region of Turkiye and to determine the tick species of these animals in the
region. For this purpose 1128 blood samples (869 sheep and 259 goat)
were collected from sheep and goats by using the vacutained tubes
containing EDTA in different provinces of various cities in the region in
2010 and 2011 years. A total of 2608 animals (2161 sheep and 447 goats)
including blood samples collected sheep and goats were examined for tick

infestation.

Smears were prepared from the blood samples and stained with
Giemsa and examined under the light microscope for Theileria and
Babesia piroplasms. The genomic DNAs were extracted from blood
samples. The length of 360-430 bp fragment in the variable V4 region of
18S SSU rRNA gene of Theileria and Babesia species was amplified
using the gDNAs. The PCR products were hybridized to the membrane
connected species spesific probes. Ticks were examined for identification

under the stereo microscope.



A total of 38 animals (3.37%) including 34 sheep (3.91%) and 4
goats (1.54%) were found to be positive for Theileria spp. piroplasms in
microscopic examination of smears while Babesia spp. piroplasm could

not detected.

Infection rates were 34.64% in sheep, 10.04% in goats and totally
28.99% for T. ovis while 0.58% in sheep and totally 0.44% for B. ovis.
However, Theileria sp. OT3 was detected in 2.65% of sheep and 2.04% of
all animals, besides Theileria sp. MK had a 0.58% prevalance in sheep,
0.77% in goats and totally 0.62% with RLB. Although T. ovis and Theileria
sp MK were determined in both sheep and goats, B. ovis and Theileria sp.

OT3 were observed only in the sheep.

A total of 812 animals (31.13%) that included 665 sheep (30.77%)
and 147 goats (32.89%) were found to be infested with ticks. Totally 2797
ticks (2263 from sheep and 534 from goats) were collected. Ticks were
identified as R. turanicus (%28,64), H. parva (%22,60), R. bursa (%18,27),
D. marginatus (%16,55), R. sanguineus (%3,32), I. ricinus (%2,47), H.
punctata (%2,36), H. marginatum (%2,22), H. sulcata (%1,39), H.
excavatum (%1,18), H. concinna (%0,54) and H. detritum (%0,46).
Seasonal distribution of identified ticks were detected that Rhipicephalus
and Hyalomma present in spring and summer, Haemaphysalis in winter,

spring and autumn, Dermacentor and Ixodes in all seasons.

Key Words: Black Sea, sheep, goat, Babesia, Theileria,

microscopy, RLB, tick.



3. GIRiS

Turkiye ekonomisinde onemli bir paya sahip olan hayvancilik,
bakim ve beslenmedeki olumsuzluklarin yaninda, tlkenin subtropikal iklim
kusaginda yer almasi nedeni ile bakteriyel, viral ve paraziter kokenli
hastaliklarin da tehdidi altindadir. Paraziter hastaliklar icerisinde kene
enfestasyonlari hayvanlara direkt ve indirekt etkileri nedeni ile ayri bir

Oneme sahiptir.

Keneler, hem kan emmek ve hem de birgok hastalik etkenini kan
emdidi konaga nakletmek suretiyle zararli etki gosterirler. Kenelerin
200’den fazla patojeni nakledebilme yetenegine sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu patojenlerden protozoan parazitler, Turkiye’nin de igerisinde
yer aldigi tropikal ve subtropikal iklim kusagindaki bdlgelerde yaygin
olarak bulunmakta ve evcil ve yabani hayvanlarda klinik ve subklinik
enfeksiyonlar olugsturarak 6lum ve verim kayiplarina neden olmaktadirlar
(1, 2). Keneler tarafindan nakledilen protozoan parazitlerin basinda

Babesia ve Theileria turleri gelmektedir.

Ixodidae ailesindeki keneler tarafindan transtadial ve transovarial
olarak nakledilen Babesia tirleri, evcil ve yabani omurgalilarin
eritrositlerine yerleserek gelismelerini surdururler ve konaklarinda yuksek
ates, intravaskuler hemoliz, anemi, hemoglobinuri ve hemoglobinemi ile
karakterize hastalik tablosu olustururlar (3). Babesia turlerinden Babesia
ovis, B. motasi B. crassa, B. taylori ve B. foliata koyun ve kegilerde

babesiosise neden olurlar (1, 4-10). B. ovis’in Avrupa, Yakin ve Orta



Dogu, Orta Asya, Kuzey, Bati ve Glney Afrika, Kuzey, Gliney ve Orta
Amerika’da, 6zellikle koyunlarda ¢ok patojen oldugu; ates, anemi, ikterus
ve hemoglobindri ile karakterize ciddi enfeksiyonlar olusturdugu ve saha
sartlarinda duyarli hayvanlarda %30-50 oraninda o6lime sebep oldugu
bildirilmigtir (1). B. motasi, B. ovis’e gore daha az patojendir. Avrupa,
Kafkas Cumbhuriyetleri, Hindistan, Vietnam ve Kuzey Bati Afrika’da goraltr
(1). ki alt tirinin olabilecegdi ileri siiriilmis, bunlardan birisinin Kuzey
Avrupa’da goruldigu ve dusik patojenite gosterdigi, digerinin ise Gliney
Avrupa ve Akdeniz havzasinda bulundugu ve yuksek patojeniteye sahip
oldugu bildirilmigtir (11). B. crassanin iran’da bulundugu ve apatojen bir
tur oldugu kaydedilmigtir (12). B. taylori ve B. foliata’in koyun ve kegilerde
bulundugu belirtimesine ragmen (8, 9) varliklari hala supheli olarak
degerlendiriimektedir (11).

Babesiosis ile ilgili ilk bilgiler, Babes isimli arastirmacinin 19.
yluzyihin sonlarinda sigirlarin eritrositleri icerisinde Haematoccus bovis
olarak isimlendirdigi mikroorganizmalari kesfetmesi ve onlar sigir
hemoglobinUrisi veya red water fever ile iligkilendirmesi ile baglamig, daha
sonra ayni arastirmaci benzer mikroorganizmalari koyun eritrositlerinde de
bulmustur (13). Smith ve Kilborne tarafindan 1893 yilinda sigirlarda Texas
fever'in etkenine Pyrosoma bigeminum ismi verilmis ve bu etkenin bir kene
tarafindan nakledildigi gosterilmistir (14). Bu ayni zamanda bir
protozoonun arthropod tarafindan nakliyle ilgili ilk rapordur. Ayni vyil
Starcovici bu parazitlere Babesia bovis, B. ovis ve Babesia bigemina

isimlerini vermistir (15).



B. ovis Turkiye'de ilk kez Laveran ve Nicolle tarafindan tespit
edilmistir. Bu gelismenin ardindan Celebi 1912 vyilinda istanbul'da,
Abravanel ve Raif 1930 yilinda Bursa’da, Ekrek 1930 yilinda Etlik’te,
Lestoquard ve Ekrem 1931 yilinda Karacabey harasinda, Tuzdil 1936
yiinda Orta Anadolu'da, Ozcan 1961 yillinda Ankara’da koyunlarda
babesiosisin yaygin oldugunu bildirmiglerdir (16).

Babesia tdrlerinin Systema Naturae 2000’e gore sistematikteki

yerleri asagidaki gibidir (17).

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: Babesiidae Poche, 1913

Genus: Babesia Starcovici, 1893



Kisaca Babesia tirleri, Piroplasmorida dizisi ve Babesiidae
ailesinde klasifiye edilen, yalnizca eritrositlere yerlesen ve eritrositlerde
sizogoni yerine tomurcuklanma yoluyla ¢gogalabilen, hemozoinden yoksun
apicomplexan parazitlerdir (18).

Babesia turleri heteroksen gelisme gosterirler. Geligmeleri omurgall
konaklar ile Ixodidae ailesine baglh mera kenelerinde olur. Babesia turleri,
enfekte kenelerin konaklarindan kan emmesi esnasinda nakledilirler.
Parazitler vektor kenenin butlin evrelerinde (yumurta, larva, nimf ve
erigskin) gelismelerine devam edebilirler. Vektér keneler tarafindan hem
transtadial hem de transovarial olarak nakledilebilirler (19). Enfekte
keneler konaktan kan emerken tukuruk salgisi ile birlikte sporozoitleri de
konaga verirler. Kene tarafindan konaga inokule edilen sporozoitler,
dogrudan eritrositlere girerler. Sporozoitlerin eritrositlere girisinde, 6n
kisimlarinda bulunan roptri, mikronem, konoid, polar halka ve subpellikuler
mikrotubullerden olusan apikal kompleks organelleri rol alir (20, 21).
Sporozoitlerin eritrositlere girisi endositosisle olur. Sporozoitin temas ettigi
eritrositin yuzeyinde, 6nce aktin ve myozinin rol aldigi mekanizma ile bir
invaginasyon meydana gelir. Bunu takiben sporozoitler, direkt olarak
(vakuol olusturmadan) konak eritrositine girerler. Bu sekilde eritrosit igine
giren sporozoitler, trofozoit sekline doénusurler. Olgunlasan trofozoit,
merogoniye benzer sekilde ikiye veya dorde bolunerek ¢ogalir. Bolinme
genellikle merozoit sayisi iki olunca sona erer. Ancak B. crassa’da oldugu
gibi bazen merozoit sayisi dérdi de bulabilir. Meydana gelen merozoitler

de ayni sekilde saglam eritrositlere penetre olur ve bu sekilde eritrositleri



enfekte ederler (3, 7, 22-24). Enfeksiyon konagin élmesine veya immun

sistemin olay1 baskilamasina kadar devam eder (25).

Vektor keneler, Babesia turleri ile enfekte konaktan kan emerken
enfekte eritrositlerle birlikte etkenleri de alirlar. Alinan etkenlerin ¢ogu
parcalanir. Ancak bazi 0zel evreler (pregametosit) gametositlere
donusmek uzere kene bagirsaginda gelisimlerine devam ederler (24). Bu
evreler once gametositlere daha sonra makro ve mikro gametlere
donusdrler (26). Mikro gamet, makrogamet ile birleserek zigotu olusturur
(24). Zigotun c¢oga bolunmesiyle vermikuller (kinet) olusur. Hareket
yetenedine sahip olan kinetler, orta bagirsagi gecerek hemolenfe intikal
ederler, ovaryumlar dahil olmak Uzere birgok organi istila ederler.
Ovaryumlara gelen kinetler, burada Uretilen yumurtalara ve bu
yumurtalardan c¢ikan larvalara intikal ederler. Bodylece parazitler,
transovarial nakil olarak ifade edilen bir nesilden diger bir nesle aktariimig
olurlar (22, 24, 27). Tukurik bezlerine gelen Kkinetler, gelismelerini
surdurerek polimorf yapidaki sporontlara doénusurler. Sporontun ¢oga
bdlinmesi sonucu sporozoitler meydana gelirken, kene de gomlek
degistirmek suretiyle bir sonraki gelisme safhasina (larvadan nimfe,
nimften erigkine) gecer. TukUruk bezlerinde gelismesini tamamlayan
sporozoitler, kenenin kan emmek Uzere tutundugu yeni duyarli konaga
verilir ve parazitin vektor kenedeki yasam doéngusl tamamlanmis olur.
Bdylece vektor kene, herhangi bir gelisme doneminde enfekte konaktan
aldig1 Babesia etkenlerini bir sonraki gelisme doneminde diger bir duyarli

konaga aktarmis olur (transtadial nakil) (3, 24).



Babesia turleri konak spesifitesine sahiptir. Buna ragmen bazi Babesia
turlerinin (Babesia divergens, Babesia bovis, Babesia microti) hem

hayvanlarda hem de insanlarda hastalik olusturdugu bilinmektedir (28).

Babesia soyundaki protozoonlar buyuk ve kiuguk Babesia turleri
olarak gruplandirilir. Kiguk Babesia turleri yuvarlak, tek armut ve belirsiz
bir aglya sahip ¢ift armut seklindedir. Buyuk Babesia turleri ise yuvarlak,
oval, tek armut ve belirgin bir acisi olan ¢ift armut seklinde bulunurlar.
Babesia turlerinin piroplasmlari gelisme dénemlerine goére halka, ameboid
ve armut bicimini alirlar. Cift armut sekilleri birbirinden ayrilip, hicreyi terk
ederek diger alyuvarlara girer ve tekrar yuvarlak bir sekil alirlar (5, 29).

B. ovis piroplasmlari 1-2,5 ym buyukligundedir ve kiuguk Babesia
turlerindendir. B. ovis genellikle yuvarlak, anaplazmoid ve eliptik sekilde
olup tek veya cift armut formunda gorillrler ve eritrositlerin  kenar
kisimlarina yerlesirler. Anaplazmoid formlar hari¢ digerlerinde vakuol
parazitin ortasinda belirgin olarak goérulir. B. motasi buylk Babesia
turlerinden olup, 2,5-4 x 2 um buyukligundedir. Kan frotilerinde genellikle
tek veya ¢ift armut formunda goérularler. Cift armut formlarin arasindaki agi
dardir. Bu tirin yuvarlak ve ameboid formlari da vardir (5, 30). B.
crassa’da buyuk Babesia turlerindendir. Buyukligu 2-3 pm kadardir.
Genellikle eritrosit icerisinde 4 merozoit birlikte bulunur (7).

B. ovis’in en onemli arakonagi Rhipicephalus bursa’dir. Bununla
beraber R. turanicus, Hyalomma excavatum, Ixodes ricinus ve I.

persulcatus tarafindan da nakledilebilecegi belirtiimistir (3, 29, 31-33). B.
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motasi’'nin vektori H. punctata’dir (4, 6). B. crassa’nin vektoru ise
bilinmemektedir.

Theileriosis, evcil ve yabani hayvanlarda Theileria soyuna bagh
turler tarafindan olusturulan, lenf yumrularinda biyime, anemi ve ylksek
ates ile karakterize, yiksek morbidite ve mortalite ile seyreden ve Ixodidae
ailesine bagl kene turleri tarafindan transtadial olarak nakledilen protozoer
bir hastaliktir. Theileriosis, sigir, koyun ve kegi gibi ruminantlarda 6nemli
ekonomik kayiplara neden olur. Koyun ve kegilerde Theileria lestoquardi
(Syn: Theileria hirci), T. ovis, T. separata, T. uilenbergi ve T. luwenshuni
turleri bulunmustur (1, 34-38). Bu turlerden T. lestoquardi, T. uilenbergi ve
T. luwenshuninin yluksek mortalite ve morbidite ile seyreden klinik, T. ovis
ve T. separata’nin ise subklinik enfeksiyonlara neden oldugu ifade
edilmistir (1, 34, 35, 37-40). Koyun ve kegi theileriosisi, Ortadogu, Akdeniz
havzasi, Guney Avrupa, Asya, Kuzey Afrika, Hindistan ve Cin'’i igine alan

genis bir cografyada yaygin olarak goralur (5).

Theileria etkenleri ilk defa Robert Koch tarafindan, Dogu Afrika’da
sigir eritrositleri igerisinde tespit edilmis ve kuguk piroplasma olarak ifade
edilmigtir. Kafkasya sigirlarinda 1903 yilinda Dschunkowsky ve Luhs isimli
arastinicilar tarafindan kesfedilen hastaliga tropikal piroplasmose,
etkenlere ise Piroplasma annulatum adi verilmistir. Sonraki yillarda
eritrositler icindeki etkenler Theileria annulata olarak adlandiriimisg,
Portekizli arastiricilar Borges, Bettecourta ve Francia tarafindan 1907
yihinda T. annulata’nin Piroplasma bigeminum ile mukayesesi yapiimis, i¢

organlarda P. annulatum’un sizontlarinin gortulmesi Uzerine, bu kuguk
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organizmalar Theileria adi verilen yeni bir soy icinde degerlendirilmigtir.
Daha sonra yapilan arastirmalar, bu soyda bulunan turlerin Theileridae

ailesi icerisinde degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymustur (41).

Tarkiye'de koyun ve kegi theileiosisi ile ilgili yapilan caligmalar
sinirhdir ve daha c¢ok perifer kan frotilerinin mikroskobik bakisina
dayanmaktadir (16, 42, 43). Karacabey harasinda 1931 yilinda yapilan bir
calismada koyunlarda T. ovis enfeksiyonlari belirlenmistir (43). Ankara
yoresinde degisik zamanlarda hastalanip 6len 14 koyun ve 1 keginin
muayenesinde saptanan piroplasm formlarin T. lestoquardi oldugu ifade
edilmistir (44). Turkiye genelini kapsayan bir galismada koyun ve kegilerde
T. ovis enfeksiyonlari belirlenmis, kecilerdeki parazitin T. lestoquardi

olabilecegi belirtilmistir (42).

Theileria turlerinin Systema Naturae 2000’e gore sistematikteki yerleri

asagidaki gibidir. (17)

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
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Subphylum: Apicomplexa Levine, 1970

Class: Aconoidasida Mehlhorn, Peters ve Haberkorn, 1980

Order: Piroplasmorida Wenyon, 1926

Family: Theileriidae du Toit, 1918

Genus: Theileria Bettencourt, 1907

Theileria turlerinin biyolojileri tirler arasinda ¢ok kuguk farkliliklar
gOstermekle birlikte temelde ayni olup, Ixodidae ailesindeki keneler ile
sigir, koyun, keci gibi cesitli memeli hayvanlar arasinda gecer. Bu turler
Ixodidae ailesinde yer alan kenelerde gametogoni ve sporogoni, memeli
hayvanlarda ise sizogoni yoluyla cogalir. Vektér keneler Theileria
etkenlerini larva veya nimf agamasinda enfekte bir konaktan kan emerken
alirlar ve bir sonraki gelisim asamalarinda kan emdikleri duyarli hayvanlara
naklederler (transtadial nakil). Buna gore Theileria etkenleri vektér kenenin
nimf ya da eriskin doneminde nakledilebilir. Eriskin donemde Theileria ile
enfekte bir konaktan kan emen kene, bu konaktan aldigi etkenleri
ovaryumlarina intikal ettiremezler, bu sebeple transovarial nakil so6z

konusu degildir (24).

Larva ve nimf safhasinda enfekte hayvandan kan emen keneler,
kanla birlikte eritrositler igindeki piroplasm veya gametosit olarak
isimlendirilen etkenleri de alirlar. Enfekte konaktan kan emip doyan kene
bir sonraki gelisme donemine gecgebilmek igin gomlek degistirirken,

kenenin bagirsagindaki enfekte eritrositlerden piroplasm formlar serbest
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kalir. Bu formlardan 6zellikle halka sekilli olanlardan bir kismi degisime
ugrayarak mikrogamontu olusturur ve bundan da iplik seklinde
mikrogametler sekillenir. Diger piroplasm formlarin degisiklige ugramasi ile
makrogamontlar ve bunlardan da makrogametler olusur. Mikrogamet ile
makrogametin birlesmesi neticesinde zigot sekillenir. Hareketli olan bu
zigota ookinet adi verilir. Ookinet kenenin sindirim sistemi duvarini asarak
hemolenfe ulasir. Kenenin goémlek degistirmesini takiben ookinetler
tukdruk bezleri asini hucrelerinin  sitoplasmasina gecgerek burada
sporogoni yoluyla ¢ogalirlar ve enfektif sporozoitleri meydana getirirler

(24).

Enfekte keneler tarafindan kan emme esnasinda konagda verilen
sporozoitler, bolgesel lenf yumrularina tasinirlar ve lenfositlere girerek,
sizontlari olustururlar. Bu esnada konak hucreyi de bdolinmeye tegvik
ederler. Once makrosizontlar, bunlardan mikrosizontlar ve neticede
merozoitler sekillenir. Merozoitler de eritrositlere girerek piroplasm

formlarini olustururlar (24).

Theileria tarleri eritrositler iginde 0,5-2 ym buyukliginde yuvarlak,
oval, batone, anaplasmoid, armut ya da gomak seklinde bulunurlar (45).

T. lestoquardi eritrositler igerisinde yuvarlak, oval, batone ya da
anaplasmoid formlarda bulunur. Etkenlerin  %80’inin yuvarlak ve oval
formlardan olustugu ifade edilmistir (46). Yuvarlak formlar 0,6-2 pm
capinda, oval formlar ise 1,6 ym uzunlugundadir. Klguk batone formlar
0,5-1,5 um, anaplazmoid sekiller 0,5-1,2 pm capindadir. Parazitin

sitoplazmasi Giemza ile boyanmis preparatlarda agik mavi, ¢ekirdegi
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kirmizi mor renkte goérulur. Cekirdek, halka formlarin bir kenarinda, diger
formlarin ise genis kisminda bulunur. Halka ve oval sekillerin ortasinda bir
vakuol vyer alir. Anaplazmoid sekillerde sitoplazma gugclukle ayirt
edilmektedir. T. lestoquardi’'nin gizont formlarina lenf yumrulari, dalak ve
serbest lenfoblastoid seri hicrelerinde rastlanir. Sizontlarin bayukltgu
ortalama 8 um olup, kirmizimsi mavi renkte, 1-2 ym c¢apindadir ve 1-80
adet granul ihtiva ederler. Bunlardan 1-2 um capindaki merozoitler olugur
(45).

T. ovis’in piroplasm formlari T. lestoquardi’'ye benzer ancak T.
lestoquardi’de goérulen ¢omak formlarina bu tirde rastlanmaz. T. ovis ile
enfekte eritrositlerde sitoplazma iginde silik bir pece bulunur (45, 47). T.
ovis enfeksiyonlarinda eritrositlerin %2’sinden daha azi enfektedir. Bu
turln sizontlari lenf yumrusu, dalak ve karaciger ile serbest lenfoblastoid
hdcrelerde bulunur. Bunlari belirlemek ¢ok zordur ancak cok dikkatli
muayene edildigi taktirde, lenf yumrularindan hazirlanan preparatlarda
gorulebilirler (45).

T. separata yuvarlak, oval, bazen c¢omak seklinde piroplasm
formlara sahiptir. T. separata ile enfekte eritrositlerin bir kenarlarindaki
¢okuntlde iyi olusmus bir pece ve enfekte eritrositin icinde de nokta
seklinde bir leke bulunur (48).

Theileria turleri, Ixodidae ailesine bagli keneler ile biyolojik olarak
nakledildigi gibi (5, 49), enfekte hayvanlara ait kan, lenfoid doku
emdulsiyonu ve enfekte doku kultura hucrelerinin inokulasyonu ile mekanik

olarak da bulasabilmektedir (50-52). T. lestoquardi’nin saha sartlarinda
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naklinde rol oynayan kene turd Hyalomma anatolicum’dur (1, 47). Bununla
beraber H. anatolicum’un gorulmedigi Sudan’in Blue Nil bdlgesinde,
koyunlarda IFAT ile %14 oraninda T. lestoquardi'ye kargi seropozitiflik
belirlenmis olmasi (53) bu tlrin baska kene tiarleri tarafindan
nakledilebilecegini de dusunduirmektedir. Deneysel c¢alismalarda T.
lestoquardi, H. anatolicum ve Rhipicephalus spp., ile nakledilmistir (34,
54). T. ovis Dunya’'nin farkh cografik bolgelerinde farkli kene tirleri
tarafindan nakledilmektedir. T. ovis'in Guney Afrika’da R. evertsi (55), R.
bursa (56), R. haemaphysaloides (57), H. anatolicum (47), ingiltere’de H.
punctata (39), eski Sovyetler Birliginde R. bursa, Dermacentor sylvarum,
H. sulcata ve Ornithodorus lahorensis tarafindan nakledildigi bildirilmistir
(5, 52). Deneysel olarak R. evertsi (55, 58), H. punctata (39), R.
haemaphysaloides (57), H. anatolicum (47, 59) ve R. bursa’nin (56) T.
ovis’i transtatidal yolla naklettigi ortaya konmustur. T. ovis ile enfekte bir
koyun Uzerinde beslenen a¢ olgun H. anatolicum’un tukurik bezi asini
hicrelerinde Methyle Green Pyronin boyama metodu ile Theileria
sporoblastlari tespit edilmis (60), koyunlar Gzerinden toplanan R. bursa’nin
tukardk bezi asini hucrelerinde ise PZR ile T. ovis’in sporozoitleri ortaya
konmustur (61). Afrika’da koyunlarda gérulen bir tir olan T. separata’nin

R. evertsi ile nakledildigi bildirilmigtir (48).

Son vyillarda yapilan molekiler c¢alismalar, koyun ve kegilerde
Theileria ve Babesia soyuna bagli yeni genotiplerin varligini ortaya
koymustur. ispanyada reverse line blotting (RLB) ydntemi ile ilk defa

Theileria sp. OT1 ve Theileria sp. OT3 genotipleri bildiriimigtir (62).
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Bunlardan Theileria sp. OT1’in daha o6nce Cin’de bildirilen Theileria sp.
China 1 (gunumuzde T. luwenshuni olarak isimlendirilmektedir) ile 18S ssu
rRNA gen duzeyinde %99,6 oraninda benzer olduklari belirlenmistir.
Theileria sp. OT3’Un ise diger turlerden genotipik olarak farkl oldugu tespit
edilmistir. Turkiye’de Dogu Anadolu bolgesinde koyun ve kegilerde yine
ayni yontemle yapilan calismada diger Theileria turlerinden farkli bir
genotip tespit edilmis ve Theileria sp. MK olarak adlandiriimigtir (63).
Theileria sp. OT1, Theileria sp. OT3 ve Theileria sp. MK genotiplerinin
patojeniteleri ve vektorleri ile ilgili yeterli bilgi bulunmamaktadir. Cin’de
koyun ve kegilerde yapilan bir galismada, diger Babesia turlerinden
morfolojik ve genetik olarak farklh yeni bir Babesia genotipi tespit edilmis
ve Babesia sp. Xinjiang olarak adlandiriimigtir (64). Yine ayni Ulkede son
zamanlarda yeni birgok Babesia genotipi tanimlanmistir (65-69). Bu
genotipler 18S rRNA ve ITS gen sekanslarina gore B. motasi [(Babesia
sp. BQ1 (Lintan), Babesia sp. BQ1 (Ningxian), Babesia sp. (Liaoning),
Babesia sp. (Tianzhu), Babesia sp. (Madang), Babesia sp. (Hebei)] ve
Babesia sp. Xinjiang olarak iki gruba ayrilmistir (69, 70). Bu genotiplerden
Babesia sp. BQ1 (Ningxian)in Haemaphysalis longicornis tarafindan
nakledildigi, Avrupa’daki B. motasi’'ye benzer morfolojide oldugu ve koyun
ve kegilerde son derece patojen oldugu belirtiimistir (68). Babesia sp. BQ1
(Lintan) ise koyunlara deneysel olarak H. ginghaiensis ve H. longicornis
tarafindan nakledilmistir (71). Babesia sp. Xinjiang’in B. motasi ve B.
crassa’dan morfolojik olarak farkli oldugu ve koyunlarda distk patojenite

gosterdigi ifade edilmistir (64, 67).
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Tlrkiye’de evcil ve yabani hayvanlarda keneler yaygin olarak
bulunmaktadir. Kenelerin ginumuze kadar U¢ ailede yaklasik 899 turu
(Ixodidae: 713 tlr, Argasidae: 185 tur, Nuttalliellidae: 1 tur) belirlenmistir
(72). Turkiye’de yapilan g¢alismalarda ise 2 ailede 32 kene tirlu (Ixodidae:
28 tur, Argasidae: 4 tur) tespit edilmis (73), bu turlerin Ixodes hexagonus,
I. ricinus, Boophilus kohlsi, B. annulatus, R. bursa, R. sanguineus, R.
turanicus, D. marginatus, D. niveus, H. aegyptium, H. anatolicum, H.
excavatum, H. detritum, H. dromedarii, H. marginatum, H. rufipes,
Haemaphysalis concinna, H. inermis, H. numidiana, H. parva, H. punctata,
H. sulcata, Amblyomma variegatum, Argas persicus, A. reflexus,

Ornithodoros lahorensis, Otobius megnini oldugu bildirilmigtir (73-76).

Tlrkiye’de koyun ve kecilerde bulunan kene tirlerini ve bu tlrlerin
mevsimsel aktivitelerini belirlemeye yonelik gesitli arastirmalar yapilmistir.
Malatya ve bazi Guney Dogu Anadolu illerinde koyun ve kecilerde
Ixodidae ailesine bagli 10 farkh tirin bulundugu enfestasyon oranlarinin
koyunlarda %29,1 ve kegilerde %21,5 oldugu bildirilmigtir (77). Guney
Marmara bolgesinde koyunlarda 13, kecilerde 12 tur saptanmis,
koyunlarda %42,35, kecilerde ise %59,33'lik enfestasyon orani
saptanmistir (78). Kayseri yéresinde koyun ve kegilerde 8 tur belirlenirken,
enfestasyon oranlarinin koyun ve kegilerde sirasi ile %32 ve %6 oldugu
kaydedilmistir (79), Sivas ili Zara yoresinde koyunlarda 6, kegilerde 7 tur
belirlenmis, koyunlarda %24 ve kecilerde %19,9’luk bir enfestasyon orani
saptanmistir (80). Cankiri yéresinde koyun ve kegilerde 7 tirin bulundugu

ve enfestasyon oranlarinin koyunlarda %42,96, kecilerde ise %54,45
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oldugu kaydedilmistir (81). Van yoresindeki koyunlarda %43,51 oraninda
enfestasyon belirlenmis ve dort soya ait 11 farkli kene tira tespit edilmistir
(82). Elazig bolgesinde koyun ve kecilerde ¢ogunlugu Rhipicephalus ve
Haemaphysalis soylarina ait 11’i Ixodidae, biri Argasidae ailesinden olmak
Uzere 12 kene tlrindn varhdr ortaya konmus ve enfestasyon oranlarinin
%20 ile %40 arasinda degistigi ifade edilmigtir (83). Burdur ydresinde yedi
soya ait 10 kene turu saptanmig, en fazla R. turanicus’un, en az I. ricinus
ve Hyalomma tirlerinin bulundugu bildirilmis, enfestasyon oranlarinin
koyunlarda %25,4 ve kegilerde %15,8 oldugu ortaya konmustur (84).
Ankara yoresi koyunlarinda kene enfestasyon oraninin %50 oldugu ve bu
hayvanlarda c¢ogunlukla Rhipicephalus ve Haemaphysalis daha az
olarakta Hyalomma, Dermacentor ve Ixodes soylarina bagli kene turlerinin
bulundugu belirlenmigtir (85). Kayseri yoresinde koyunlarda 7 farkli tdr

bulunmus, %21 oraninda enfestasyon saptanmistir (86).

Van yoresi koyunlarinda Rhipicephalus spp. ilkbahar, yaz ve
sonbaharda, Haemaphysalis spp. ise sonbahar, kis ve ilkbaharda tespit
edilmistir (82). Elazi§ yoresinde 1979-1980 yillari arasinda 2517 koyun ve
2125 kec¢i muayene edilmis, B. annulatus’'un ilkbahar, Hyalomma,
Rhipicephalus ve Dermacentor turlerinin ilkbahar ve yaz, Haemaphysalis
turlerinin ilkbahar sonbahar ve kis mevsiminde bulundugu tespit edilmistir
(83). Zara yoresinde koyun ve kegilerde Dermacentor tlrleri sonbahar,
Haemaphysalis turleri ilkbahar ve kis, B. annulatus ilkbahar, Hyalomma ve

Rhipicephalus turleri ise yaz aylarinda tespit edilmistir (80).
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Karadeniz bolgesinde koyun ve kegilerde kene turleri ile bu trlerin
mevsimsel aktivitelerine iligkin bulgular sinirlidir. Kelkit vadisi olarak
isimlendirilen ve Tokat ile bazi ilgelerini de i¢ine alan bir bolgede sigir,
koyun ve kegilerden 1015 erigkin kene toplanmis ve bunlarin R. bursa, H.
marginatum, B. annulatus ve H. sulcata olmak uUzere 4 farkh turden
olustugu, en yaygin turlerin R. bursa (%47,68) ve H. marginatum (%46,40)
oldugu goérulmastir (87). Giresun, Trabzon ve Rize illerinde insanlara
tutunan kene turlerinin I. ricinus, I. hexagonus, H. marginatum, H.
punctata, H. sulcata, D. marginatus ve R. bursa ve en yaygin tirun I.
ricinus oldugu tespit edilmistir (88). Samsun yoresinde koyun ve kegilerde
. ricinus, R. sanguineus, R. bursa, H. punctata, H. sulcata, H. concinna, D.
marginatus ve D. niveus tirlerinin varhigi tespit edilmis; [ ricinus’'un
Haziran, Kasim ve Aralik aylarinda, R. sanguineus ve R. bursa’nin Mart,
Nisan, Mayis Haziran ve Temmuz aylarinda, H. punctata, H. sulcata ve H.
concinna’nin Agustos, Eylul, Kasim ve Aralik aylarinda, D. marginatus ve
D. niveus’un Eylul, Kasim ve Nisan aylarinda hayvanlar Uzerinde

gorildiga bildirilmistir (89).

Tlrkiye’de Babesia ve Theileria turlerinin varligi ve yayilisina iliskin
farkli ydntemler kullanilarak gesitli arastirma ve yayinlar yapilmistir. B. ovis
ilk kez 1899 yilinda Nicolle ve Laveran tarafindan saptanmis (16), daha
sonra mikroskobik baki ve serolojik yoklamalarla Turkiye’'nin cesitli
yerlerinde koyun ve kegilerde Theileria ve Babesia turlerinin varligi ve

yayiligi ortaya konmustur.
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Kayseri yoresinden 192’si koyun, 47’si kegi olmak Uzere toplam 239
kiguk ruminantin perifer kan frotileri incelenmis, 34’0 koyun (%17,70) ve
3’0 kegi (%6,38) olmak Uzere toplam 37 hayvanin (%15,48) B. ovis ile
enfekte oldugu tespit edilmis, hi¢bir 6rnekte B. motasi’ye rastlanmamigtir
(90). Ayni yoéreden 250 koyun ve 50 keginin perifer kan frotilerinin
mikroskobik muayenesinin yapildidi diger bir calismada (79), 46 koyun ve
4 kegide Theileria sp. tespit edilmigtir. Orta, Dogu ve Guney Anadolu gibi
Tarkiye'nin degisik cografik bolgelerinden Theileria supheli 687 koyun ve
89 kec¢i muayene edilmig, serolojik olarak koyunlarin %60,26’s1, kegilerin
8,99'u, mikroskobik olarak ise koyunlarin %37,55’i ve kegilerin %5,62’si T.
ovis yonunden pozitif bulunmus, T. lestoquardi'ye rastlanmadigi
bildirilmistir (91). Cankiri yoresinden 128 koyun ve 66 kegiye ait sirme kan
frotisi mikroskobik olarak incelenmis, 27 koyun ve 8 kecgide Theileria spp.
39 koyun ve 10 kecgide ise B. ovis belirlenmistir (81). Turkiye’nin farkli
illerinden B. ovis’in mikroskobik ve serolojik prevalansi arastiriimis;
seroprevalansinin Malatya ve yoresinde %55,9, Elazi§ yoresinde %45,
Afyon yoresinde %51,96, Konya yodresinde %42,14, Urfa ve yodresinde
%41,2; mikroskobik prevalansinin ise Malatya ve yoéresinde %1,8, Afyon
yoresinde %0,49, Konya yoresinde %11,47, Urfa ve yoresinde %1,82

oldugu goérulmuastur (92-96).

Karadeniz bdlgesinde koyun ve kegi theileriosisi ve babesiosisine
iliskin veriler mikroskobik ve serolojik ¢alismalara dayanmaktadir (97-99).
Samsun Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitusi’ne, 1985-2006 yillari

arasinda kan parazitleri yonunden gonderilen perifer kan ve organ
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frotilerinin mikroskobik inceleme sonuglarini igceren verilerin yer aldigi bir
retrospektif calismada, 46 B. ovis, 4 B. motasi, 18 Babesia sp., 4
Anaplasma ovis ve 4 T. ovis olgusu bildirilmistir. Bu olgularin bolge illerine
dagihmina bakildiginda Babesia turlerinin Sinop, Samsun, Amasya, Tokat
ve Sivas’tan, T.ovis'in ise Samsun, Corum ve Amasya’dan gonderilen
preparatlarda belirlendigi anlasiimistir (97). Bu verilerin digsinda Karadeniz
bdlgesine iliskin sadece Samsun iline ait bir calismaya rastlanmis,
serolojik yontemle yapilan bu arastirmada 141 koyunun 101 tanesinin B.

ovis’e kargi seropozitif bulundugu ortaya konmustur (98, 99).

Theileriosis ve babesiosisin teghisi akut vakalarda klinik bulgular ve
Giemsa ile boyanmis kan frotilerinin mikroskobik muayenesi ile
yapillmaktadir (100, 101). Theileria ve Babesia tirleri ile olusan
enfeksiyonlarda, hastaligi atlatan hayvanlar portér duruma gecerler. Bu
hayvanlarin populasyon i¢indeki orani, hastaligin epidemiyolojisi agisindan
onemlidir (102). Portdr hayvanlarin tespitinde mikroskobik ydntemlerin
yetersiz kaldigi (47), serolojik testlerde ise (92, 96, 103-107) yanhs pozitif
ve negatif sonuglarin s6z konusu olabilecegi ileri stirulmustir (108-110).
Bu sebeplerden dolayi Theileria ve Babesia enfeksiyonlarinin
epidemiyolojilerini  belirlemeye yonelik arastirmalarda molekuler tani
yontemlerinin kullaniimasina ihtiya¢ duyulmustur. Son yillarda Theileria ve
Babesia turlerinin teshisinde parazitin DNA’sini tespit etmeye yonelik
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), Multiplex PZR, Nested PZR ve
Touchdown PZR gibi amplifikasyon yontemleri ile PZR temelli bir metot

olan ve birgok turin es zamanl teshisine olanak saglayip yeni tir /
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genotiplerin kesfedilmesine onculik eden Revers Line Blotting (RLB)

yontemi kullaniimaya baglanmistir (36, 62, 111-117).

Tarkiye'de koyun theileriosisinin molekuler  yontemlerle
belirlenmesine yonelik ilk calisma Dogu Anadolu bolgesinde Aktas ve ark.
tarafindan yapilmistir. Bu c¢alismada 218 koyuna ait kan frotisi
mikroskobik, gDNA’lar ise o6nce PZR ile Theileria spp. ydninden
incelenmis, pozitif bulunan 90 6rnek yeniden T. lestoquardi yoninden PZR
ile incelenmigtir. Hicbir 6rnekte T. lestoquardi tespit edilememistir (118).
Dogu Anadolu bdlgesinden 300 koyun ve 100 kecide Babesia
enfeksiyonlarini belirlemeye yonelik bir galismada (112) mikroskobik
muayene ile 6 Ornekte (%1,5) Babesia piroplasmlari tespit edilirken, B.
ovis spesifik PZR ile 32 koyun ve 1 kecide (%8,25) B. ovis tespit edilmigtir.
Ayni arastiricilar Dogu ve Guneydogu Anadolu bdlgesinden 677 koyun ve
142 Kkeginin kullanildigi bir ¢alismada mikroskobik baki ile koyunlarin
%18,29'unda, kegilerin ise %2,88’'inde Theileria spp. piroplasmlari
belirlerken PZR ile koyunlarin %58,79’unda, kegilerin ise %11,27’sinde T.

ovis tespit etmiglerdir (119).

Klasik PZR ile birden fazla turin es zamanh olarak teshis
edilememesinden dolayi, ayni anda 45 farkl tirin teshisine olanak
saglayan ve ilk defa 1995 yilinda ayni kenede bulunabilen doért Borrelia
trindn ayirici  teshisi igin  kullaniimis olan (120) RLB yoéntemi
geligtiriimigtir. Parazitoloji alaninda kullanimi her gegen gun artarak devam
eden bu yontem Theileria ve Babesia tirlerinin teshisinde de basarili bir

sekilde kullanilimistir (62, 63, 116, 117, 121).
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RLB yontemi Turkiye’de koyun ve kegilerde Theileria ve Babesia
turlerinin tespiti icin ilk defa Kayseri yoresinde kullaniimis, koyunlarda
%2,7 oraninda B. ovis, %34,2 oraninda da T. ovis enfeksiyonu tespit
edilmistir (122). Daha sonra Dogu Anadolu bélgesinden 705 koyun ve 215
keciye ait kan oOrnekleri Theileria ve Babesia turleri yoninden RLB ile
arastinimis ve B. ovis (%5,43), T. ovis (%34,56), Theileria sp. MK (%1,30)
ve Theileria sp. OT3 (%0,43)'Un varhdi ortaya konmustur (63). Theileria
sp. MK genotipi ilk olarak bu ¢caligmada tanimlanmigtir. Bu bolgede koyun
ve kegilerde en yaygin turin T. ovis oldugu (%50,55), T. lestoquardi’nin
ise bulunmadigi anlasilmistir (118, 119). Kayseri ili Yesilhisar yoresindeki
koyun ve kegilerdeki Theileria ve Babesia turlerinin belirlenmesi amaciyla
rastgele secilen 200 koyun ve 100 keciye ait kan frotileri mikroskobik
olarak, gDNA’lar ise RLB testi ile T. ovis ve B. ovis problari kullanilarak
incelenmigtir. Yorede B. ovis'in molekuler prevalansi %3,7 olarak tespit
edilirken T. ovis'in %37,6 oraninda bulundugu belirlenmigtir (121). Orta
Anadolu bolgesindeki Kayseri, Sivas ve Yozgat illerinden 421 koyun ve
152 keciye ait kan ornekleri RLB ile incelenmis, B. ovis %2,6, T. ovis

%33,9 oraninda belirlenmistir (123).

Koyun ve kecilerde keneler ve kenelerle bulasan hastaliklar ciddi
verim kayiplarina yol acmaktadir. Karadeniz Bodlgesinin, Theileria ve
Babesia etkenlerine vektorliuk yapan kene turleri i¢in iklim, bitki ortusu ve
diger cografik 6zellikleri agisindan uygun oldugu asikardir. Ancak bdlgede
koyun ve kegilerde kene enfestasyonlari ve kenelerin naklettigi Theileria

ve Babesia turlerine iligkin yeterli epidemiyolojik veriler bulunmamaktadir.

24



Bu calisma ile Karadeniz bodlgesindeki bazi illerde (Bolu,
Kastamonu, Corum, Samsun, Tokat, Giresun ve Bayburt) koyun ve
kegilerde enfeksiyonlara neden olan Theileria ve Babesia turlerinin RLB
yontemi ile belirlenmesi ve bu tdrlerin olusturdugu hastaliklar ile ilgili
epidemiyolojik verilerin elde edilerek, RLB metodunun, koyun ve kecilerde
Theileria ve Babesia turlerinin teshisinde mikroskobik baki ve PZR ile
karsilastiriimasi ve bdlgede koyun ve kecilerde bulunan kene turlerinin

belirlenmesi amacglanmistir.
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4. GEREG VE YONTEM

Bu calisma, Karadeniz bdlgesinde koyun ve Kkecilerde
enfeksiyonlara neden olan Theileria ve Babesia tlrlerinin RLB yontemi ile
belirlenmesi ve bu tirlerin olusturdugu hastaliklar ile ilgili epidemiyolojik
verilerin elde edilmesi, koyun ve kegilerde Theileria ve Babesia turlerinin
teshisinde RLB metodunun, mikroskobik baki ve PZR ile karsilastiriimasi
ve bdlgede koyun ve kegilerde bulunan kene turlerinin belirlenmesi amaci

ile yapiimistir.

4.1. Calisma alaninin ve o6rnek sayisinin belirlenmesi

Karadeniz bolgesinin  tamamini temsil etmesi planlanan bu
calismada, illerdeki koyun ve keci sayisi Tirkiye Istatistik Kurumunun
(TUIK) 2009 yili hayvancilik veritabanindan (124) elde edilmistir. Buna
goére bolgede 1.063.666 koyun ve 139.939 keci populasyonunun mevcut
oldugu gorulmustar. Bolgedeki illerin cografik dagilimi, hayvan varhidi, iklim
sartlari ve bitki 6rtlisU dikkate alinmak suretiyle Bolu, Kastamonu, Corum,
Samsun, Tokat, Giresun ve Bayburt illeri calisma alanlar olarak
secilmistir. illerdeki populasyonu temsil edecek sayida her ilden en az 121

koyun ve 32 kegi ¢alismaya alinmistir (Sekil 1., Tablo 1.).
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Sekil 1: Karadeniz bdlgesinde érneklerin toplandigi iller

Tablo 1: Karadeniz bélgesinde arastirma kapsamindaki iller ve 2009 yili verilerine gére

koyun ve kegi sayilari

il Koyun Kegi Toplam
Bayburt 26.513 2571 29.084
Bolu 81.209 17.022 98.231
Corum 91.003 12.293 103.296
Giresun 77.975 4.633 82.608
Kastamonu 57.278 13.202 70.480
Samsun 122.371 5.222 127.593
Tokat 158.652 22.153 180.805
Toplam 615.001 77.096 692.097
Bolgedeki toplam koyun ve kegi sayisi 1.063.666 139.939 1.203.605

Karadeniz bdlgesi Turkiye’'nin en fazla yagis alan bdolgesidir.

Yiizélgimii 143.537 km? olup, Tiirkiye topraklarinin %18’ini kapsar. %27’si

ormanlarla ortuludur. Diger bolgelerle kiyaslandiginda yuzolguimu

yonunden 3., orman varligi ydonunden ise birinci sirada yer alir. Bélgede iki

farkli iklim etkindir. Kiy1 seridi, denizden gelen nemli hava kutleleri
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nedeniyle her mevsim yagis alir ve bu nedenle yazlari serin, kiglari ise ik
gecer. Kiyidan itibaren yukselken daglar, nemli hava kditlelerinin i¢
kesimlere gegcisini engeller. Bu nedenle i¢ kesimlerde yagis miktar1 azdir

ve karasal iklim etkilidir.

4.2. Saha ¢aligmalan

4.2.1. Kan orneklerinin toplanmasi

Kan ornekleri, 2010 ve 2011 yillarinda vektor kenelerin aktif oldugu
ilkbahar ve yaz aylarinda Karadeniz bdlgesinde yer alan Bolu (Merkez,
Gerede, Kibrisgik, Mengen, Seben ve Mudurnu), Kastamonu (Merkez,
Arag, Bozkurt, Catalzeytin, Daday, inebolu ve Tasképrii), Corum (Merkez,
Alaca, Dodurga, Kargi, Osmancik, Sungurlu ve Ugurludag), Samsun
(Merkez, Bafra, Havza, Ladik, Tekkekdy ve Terme), Tokat (Merkez,
Almus, Erbaa, Niksar, Resadiye, Turhal ve Zile), Giresun (Merkez, Alucra,
Camoluk, Dereli, Kesap, Piraziz ve Sebinkarahisar) ve Bayburt (Merkez,

Aydintepe, Demirdzi) illerinden secilen odaklardan toplanmistir (Sekil 2).
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Sekil 2: Karadeniz bdlgesinde koyun ve kegcilerden kan ve kene drneklerinin alindigi merkezler

1 Bolu 9 Kastamonu~ 18 Corum’ 26  Samsun’ 34 Tokat 42  Giresun’ 51 Bayburt
2 Gerede 10 Arag 19 Alaca 27 Bafra 35 Almus 43 Alucra 52 Aydintepe
3  Kibrisgik 11  Bozkurt 20 Dodurga 28 Havza 36 Erbaa 44  Camoluk 53 Demirdzi
4 Mengen 12  Catalzeytin 21  Kargi 29 Ladik 37  Niksar 45  Dereli
5 Seben 13 Daday 22  Osmancik 30 Tekkekody 38 Resadiye 46 Kesap
6  Mudurnu 14 inebolu 23 Sungurlu 31 Terme 39 Turhal 47 Piraziz
7  Dértdivan” 15  Taskopri 24 Ugurludag 32  Atakum” 40  Zile 48 Sebinkarahisar
8 Yenicaga 16  ihsangazi” 25 Lagin” 33 Kavak 41  Pazar 49 Bulancak”

17 Tosya 50 Espiye’

* Merkez ilge, **Sadece kene 6rnegi alinmistir.
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Yukarida adi gecen illere bagl ilcelere gidilerek, belirlenmis
odaklardaki surulerden rastgele secilen koyun ve kegilerden EDTA (di-
sodium ethylenediaminetetra-acetic acid)’li tlplere (Greiner bio-one,
Austria) yaklasik 4 ml kan alinmigtir. Kan 6rnegi alinacak koyun ve kegi
sayllari siranin buyudkliglne gore belirlenmis, her striden 5-25 hayvan
rastgele secilmis ve bunlarin en az bir hastalik sezonu (Nisan-Eylul aylari
arasi) gecirmis olmalarina dikkat edilmistir. Bu kanlardan mikroskobik
muayene amaciyla sirme frotiler hazirlanmistir. Ornek alinan hayvanlarin
tur, irk, cinsiyet, yas ve kene enfestasyon durumlari ile érnegin alindigi

odak ve tarih bilgileri ilgili protokole kaydedilmigtir.

Kan ornekleri, +4 °C’yi saglayan termos icerisinde Firat Universitesi
Veteriner Fakultesi Parazitoloji Anabilim Dali Molekuler Parazitoloji
laboratuvarina getirilmis, DNA ekstraksiyonunda kullanilincaya kadar -20

°C’de muhafaza edilmisgtir.

Saha calismalari neticesinde, Bolu’dan 163 (123 koyun ve 40 kegi),
Kastamonu’dan 163 (125 koyun ve 38 keci), Corum’dan 165 (125 koyun
ve 40 keci), Samsun’dan 158 (123 koyun ve 35 kegci), Tokat'tan 162 (123
koyun ve 39 keci), Giresun’dan 161 (129 koyun ve 32 keci), Bayburt'tan
156 (121 koyun ve 35 kegi) ve toplamda 1128 (869 koyun ve 259 kegi)
hayvandan kan 6érnegi toplanmistir. illere gére kan drneklerinin toplandigi

koyun ve keci sayilari Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2: Calismanin yiritildiagu illere gore kan ornekleri toplanan koyun ve kegi sayilari

Odak Koyun Keci Toplam
Bolu 123 40 163
Kastamonu 125 38 163
Corum 125 40 165
Samsun 123 35 158
Tokat 123 39 162
Giresun 129 32 161
Bayburt 121 35 156

Toplam 869 259 1128

4.2.2. Kenelerin toplanmasi

Keneler; 2010 yili Haziran, Temmuz, Ekim, Kasim ve 2011 yil
Ocak, Nisan ve Mayis aylarinda arastirmanin yurataldiaga il ve ilgeler ile,
Bolu'nun Dortdivan, Yenicaga, Kastamonu’nun ihsangazi, Tosya,
Corum’un Lagin, Samsun’un Atakum, Kavak, Tokat'in Pazar, Giresun’un
Bulancak ve Espiye ilgelerinden kan 6rnegi alinan koyun ve kecilerde dahil
olmak Uzere 53 farkh yerlesim merkezine bagl degisik odaklardaki koyun
ve keciler Uzerinden toplanmistir. Kene orneklerinin toplandigr merkezler

Sekil 2.de gosterilmigtir.

Hayvanlarin kuyruk alti, perineum, scrotum, meme, prepisyum,
kulak ici, boyun alti ve sternum bolgeleri kene enfestasyonu ydninden
muayene edilmis ve toplanan keneler plastik tlpler igerisinde laboratuvara
ulastirihip stereo mikroskop altinda tar identifikasyonlari yapildiktan sonra

%70’lik ethanol igeren ependorf tlrlere alinmigtir.
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Saha cgaligsmalari neticesinde; 2161 koyun ve 447 kegi olmak Uzere
2608 kugukbas hayvan muayene edilmis ve 2797 adet erigkin kene
toplanmisgtir. Calismanin yurittldagu illere goére kene yéninden muayene

edilen hayvan sayilari ve toplanan kene sayilari Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3: Calismanin ylrittldigu illere gére kene yoninden muayene edilen koyun ve
keci sayilari ve toplanan kene sayilari

Muayene edilen koyun ve kegi
y y ¢ Toplanan kene sayisi

i sayisl

Koyun Kegi Toplam Koyun Kegi Toplam
Bayburt 257 40 297 239 10 249
Bolu 308 97 405 277 153 430
Corum 325 64 389 571 61 632
Giresun 280 56 336 213 84 297
Kastamonu 334 63 397 208 14 222
Samsun 323 66 391 503 144 647
Tokat 334 61 395 252 68 320
Toplam 2161 447 2608 2263 534 2797

4.3. Laboratuvar ¢aligmalari

4.3.1. Mikroskobik muayene

EDTA’l kanlardan hazirlanan frotiler, metil alkol (Merck, Germany)
ile 5 dk. tespit edildikten sonra %5’lik Giemsa sollsyonu ile 20-30 dk.
boyanmistir. Preparatlar boyamayi takiben ¢esme suyu ile yikanmig ve
havada kurumasi saglandiktan sonra immersiyon yagi damlatilarak isik

mikroskobunda (Nikon, Japonya) 100’lUk objektifte (x1000 buyltme)
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Theileria ve Babesia spp. piroplasm formlari yonunden incelenmistir.
Mikroskobik bakida en az 100 mikroskop sahasi incelenmis ve bir etkenin

gO6rulmesi durumunda froti pozitif olarak degerlendirilmigtir.

4.3.2. Kene identifikasyonu

Kenelerin tur identifikasyonlari, ilgili literaturlerin (74, 125) i1s1dinda

morfolojik 6zellikleri dikkate alinarak yapiimigtir.

4.3.3. Molekiiler galigmalar

4.3.3.1. DNA ekstraksiyonu

Kan ornekleri once oda isisinda ¢ozdurulmis ve homojen hale
gegmesi igin 10-15 sn. vortekste bekletildikten sonra DNA ekstraksiyonuna
gecilmistir. DNA ekstraksiyonu, ya ticari DNA izolasyon kitleri kullanilarak
ya da manuel yontemle yapilmistir. Manidel DNA ekstraksiyonu, Aktas ve
ark. (126)'nin bildirdigi sekilde yapiimistir. Bu amacla 125 pl kana 250 pl
lysis buffer (0,32 M sucrose, 0,01 M Tris, 0,005 M MgCL,, %1 Triton X-
100, pH 7,5) ilave ettikten sonra 11600 x g'de 1 dk. santriflj edilmistir.
Pellet Ui¢ defa lysis buffer ile yikandiktan sonra, tzerine 250 ul PCR buffer
(50 mM KCI, 10 mM Tris-HCL (pH 8), %0,1Triton X-100, pH 8,3) ve 50 ug
proteinaz K/ml ilave edilerek, 56 °C’de 1 saat inklbe edilmistir. Son olarak
ornekler, 95 °C’de 10 dk. kaynatiimis ve elde edilen genomik DNA’lar PZR
isleminde template olarak kullanilincaya kadar — 20 °C’de muhafaza

edilmistir.
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4.3.3.2. Kontrol DNA ornekleri

Pozitif kontrol DNA 6rnegi olarak, T. ovis (EF092452), B. ovis
(EF092454), Theileria sp. MK (EU262483) ve Theileria sp. OT3
(EF092455) icin daha 6nce laboratuarimizda izole edilen ve stoklarimizda
mevcut genomik DNA’lar kullaniimistir. T. lestoquardi pozitif DNA ornegi
ise Dr. Jabbar Ahmed (Immunology and Cell Biology, Research Center,

Borstel Germany)'den temin edilmigtir.

4.3.3.3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

PZR, Hybaid PCR Sprint Thermal Cycler cihazinda gergeklestirilmigstir.
Touch Down Polimeraz Zincir Reaksiyonunda (Touch Down PZR)
Theileria ve Babesia turlerinin 18S ssu rRNA geninin V4 degisken
bdlgesini ¢ogaltan (360-430 bg) RLB-F2 ve RLB-R2 primerleri (Tablo 4)
kullanilmigtir (127). Amplifikasyonda kullanilan primerler, “The Midland
Certified Reagent (Co. Inc. A.B.D.), Eurofins MWG Operon (Almanya) ve
lontek (istanbul)” firmalarina sentezlettirilmistir. Liyofilize halde génderilen
primerler, DNaz ve RNaz igcermeyen bi-distile steril su ile 100 pmol/ul

konsantrasyonda sulandiriimistir.

Toplam 25 yl hacimde hazirlanan PZR karisimina, 125 yM dNTP
miks, 1,25 U Taq DNA polymerase enzimi, 5 mM MgCl, 1X PCR Buffer
[750 mM Tris-HCI (pH 8,8), 200 mM (NH.),SO., %0,1 Tween 20], RLB-F2,
RLB-R2 primerlerinden 2,5 pl (20 pmol/ul) ve hedef DNA’dan (template)
2,5 pl ilave edilmigtir. PZR sartlar Tablo 5, reaksiyon icerigi ise Tablo 6'da

verilmigtir. Her PZR reaksiyonunda pozitif ve negatif kontrol kullaniimistir.
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Tablo 4: Calismada kullanilan primer dizilimleri

Primer Sekans (5°-3’) Konsantrasyon Kaynak
pmol /ul
RLB-F2 GACACAGGGAGGTAGTGACAAG 20 127
RLB-R2 Biotin-CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT 20 127
Tablo 5: Calismada kullanilan Touch Down PZR isi sartlari
islem Is1 (C°)— Siire (sn) Déngl Sayisi
Denaturasyon 94 —20
Hibridizasyon 67 —30 2
Annealing 72-30
Denatirasyon 94 - 20
Hibridizasyon 65— 30 2
Annealing 72-30
Denatiirasyon 94 - 20
Hibridizasyon 63 -30 2
Annealing 72-30
Denatirasyon 94 - 30
Hibridizasyon 61— 45 2
Annealing 72 -45
Denatirasyon 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 6: Touch Down PZR reaksiyonu igerigi
Madde Miktar (ul) Konsantrasyon
Steril distile su 13
PCR Buffer 25
MgCl 25
dNTP 2 1,25 mM
Tag DNA polimeraz 0,1
Revers primer 1,25 20 pmol/ul
Forward primer 1,25 20 pmol/ul
Template DNA 2,5

final konsantrasyon: 25 pl
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4.3.3.4. Agaroz jel elektroforezi

PZR sonucu elde edilen urtnlerin bir kismi, 5 pl yukleme solusyonu
(Loading Dye) ile karnistirilarak jeldeki (%1,6’lik agaroz jel) kuyucuklara
yuklenmis ve 90 voltluk akimda 1 saat sureyle yurutulmustir. Daha sonra
jel, ethidium bromide (10mg/ml) ile 30 dk. boyandiktan sonra, UV
(Ultraviole) transilluminatorde spesifik bantlarin  varhgr yéninden
incelenmigtir. Bantlarin molekuler agirhgini saptamak icin 100 bg’lik
marker kullaniimistir. PZR Grdnlerinin jel elektroforezi sonucunda, 360-430
b¢'lik bantlar Theileria ve Babesia turleri yoninden pozitif olarak kabul

edilmigtir.

4.3.3.5. Revers line blotting (RLB)

RLB testi ilgili literatlrlerde belirtildigi sekilde yapilmistir (63, 114,

127, 128). RLB testinin prensibi Sekil 3’de (129) verilmistir.
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Isik Emisyonu

ECL
\’ Streptavidine-peroxidase
biotin
Tir
18S IRNA spesifik
PZR tirtind prob
aminolinker
N—H
|
C=0
Biodyne C Membran

Sekil 3: RLB’nin galisma prensibi (129)
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RLB’de kullanilan problarin nikleotid dizileri ve konsantrasyonlari

Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7: Calismada kullanilan prob dizilimleri

Prob Sekans pmol / 150 ulI* Kaynak
Catchall TAATGGTTAATAGGA(AG)C(AG)GTTG 200 114
Theileria spp. TGATGGGAATTTAAACC(CT)CTTCCA 200 62
T. ovis TTTTGCTCCTTTACGAGTCTTTGC 400 62
T. lestoquardi ATTGCTTGTGTCCCTCCG 400 36
T. uilenbergi TGCATTTTCCGAGTGTTACT 400 36
T. luwenshuni TCGGATGATACTTGTATTATC 400 36
Theileria sp. OT1  ATCTTCTTTTTGATGAGTTGGTGT 400 62
Theileria sp. OT3  ATTTTCTCTTTTTATATGAGTTTT 400 62
Theileria sp. MK CATTGTTTCTTCTCATGTC 400 62
Babesia spp. CCT(GT)GGTAATGGTTAATAGGAA 200 36
B. ovis GCGCGCGGCCTTTGCGTTTACT 400 62
B. motasi ATTGGAGTATTGCGCTTGCTTTTT 400 62
B. crassa TTATGGCCCGTTGGCTTAT 400 36

* Prob konsantrasyonlari bu ¢alismada standardize edilmistir.
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4.3.3.5.1. RLB membraninin hazirlanmasi

RLB testinde kullanilacak ture 6zgu problar 5’ — uglarinda amino grubu
N — (Trifluoracetamidohexyl — eyanoethyl, N, N, - diisopropyl
phoshoramidite (TFA)-C6 aminolinker) icerecek sekilde “The Midland
Certified Reagent (Co. Inc. A.B.D.) firmasina sentezlettirilmigtir. Liyofilize
halde gonderilen problar, DNaz ve RNaz igermeyen bi-distile steril su ile
100 pmol/pl konsantrasyonda sulandiriimistir. Biodyne C membran (PALL
Gelman Laboratory, A.B.D.) oda i1sisinda 10 dakika, 10 ml %16 EDAC [1-
Ethyl-3-(3-dimethyloamino-propyl)corbodimiide), (Sigma, A.B.D.)] ile aktive
edildikten sonra, demineralize su ile yikanmis ve MN45 Miniblotter'a
(Isogen Life Sciences, Hollanda) yerlestiriimistir. Membran, Gzerindeki
kalinti sivi aspire edildikten sonra, 500 mM NaHCOg3; (pH: 8,4) ile uygun
konsantrasyonlarda (50-1200 pmol/150ul) sulandirilan problardan 150 pl
alinarak ilk ve son kanal hari¢ tim kanallara dokulmustir. Membranin ilk
ve son kanallarina ise 2XSSPE %0,5 SDS ile 1/100 oraninda sulandiriimig
¢ini murekkebi dokulmus ve oda isisinda 10 dakika inkibe edilmistir.
inkiibasyondan sonra kanallardaki sivilar aspire edilerek uzaklastiriimistir.
Membran, Miniblotterdan g¢ikarilmis ve oda isisinda 10 dk. 100 mM NaOH
icinde inkiibe edilerek inaktive hale getirilmistir. inaktivasyondan sonra
membran, 2X SSPE/ %0,1 SDS icinde 60 ‘C'de 5 dakika yikanarak

kullanilir duruma getirilmigtir.
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4.3.3.5.2. Reverse line blotting

PZR urinlerinden 20 pl alinarak, 2X SSPE / %0,1 SDS ile 150 pl'ye
tamamlanmis ve Thermal Cycler cihazinda 99 "C’ de 10 dakika tutularak
denature edilmistir. Denaturasyon isleminden sonra, DNA iplikgiklerinin
tekrar birlesmemesi icin PZR Urunleri buz Uzerinde sok sogutulmustur. 20
mM EDTA icerisinde +4 °C’de muhafaza edilen membran, 2X SSPE /
%0,15 SDS ile oda isisinda 5 dk. yikanmistir. Prob siralari ile Miniblotter
kanallari 90° agi yapacak sekilde Miniblotter'a yerlestirilien membran,
Uzerindeki fazla sivi aspire edilip uzaklastirildiktan sonra PZR Granleri
Miniblotter kanallarina doékilmis ve diz bir zeminde 42 ‘C’ de 1 saat
inkibe edilerek hibridizasyon saglanmigtir. Hibridizasyon igleminden
sonra, kanallardaki sivi aspire edilmis ve membran Miniblotterdan
cikarilarak, 2X SSPE / %0,5 SDS soltsyonu ile 2 defa 52 °C’de 10 dakika
yikanmigtir. Membran 42 *C’de 30 dakika 2X SSPE/ %0,5 SDS ile 1:4000
oraninda sulandiriimig 10 ml Peroksidaz ile isaretlenmis streptavidin-POD
Konjugat (Roche, Almanya) solisyonunda hafif calkalanarak inkube
edilmistir. inkibasyonu takiben membran, 2X SSPE / %0,5 SDS ile 2 defa
42 °C'de 10 dakika ve 2X SSPE ile 2 defa oda isisinda 5 dakika
yikanmistir. Membran 10 ml ECL sivisinda (Amersham, Iingiltere) 1 dakika
inklbe edildikten sonra, sert bir zemine alinarak, Uzeri asetatla ortilmus
ve hava kabarciklari uzaklastirildiktan sonra, karanlik ortamda Kodak
Biomax Light Film (A.B.D.) altinda, sinyallerin kuvvetine goére 30 sn -30 dk.

bekletiimis ve banyo islemine gegilmistir.
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Degerlendirmede, filmler Gzerinde prob ve PZR Urlnlerinin dékuldugu
siralarin kesistigi kisimlarda meydana gelen siyah lekeler pozitif olarak

kabul edilmistir.

4.4. Calismada kullanilan solusyonlar

4.4.1. Mikroskobide kullanilan soliisyonlar
Metanol (Merck, Germany)
Giemsa stok sollisyonu (Merck, Germany)
%5’lik Giemsa soliisyonu
Giemsa stok solUsyonu distile suda %5 oraninda sulandirildi.

immersiyon yagi

4.4.2. DNA ekstraksiyonu i¢in gerekli solisyonlar
Lysis Buffer (pH 7,5)
0,32 M sucrose (kati) (ADR)
0,01 M Tris (kati) (Sigma, St. Louis, MO, US)
0,005 M MgCL (kati) (Sigma, St. Louis, MO, US)

%21 Triton X-100 (Sivi) (Sigma, St. Louis, MO, US)
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Hazirlanisi: (250 ml distile su igin)

27,38 gr sucrose, 0,303 gr tris, 0,253 gr MgCl, 6H,O ve 2,5 ml

Triton X Ben Mari’de ¢ozduralir.

PCR Buffer (pH 8,3)

50 mM KCI (kati) (Sigma, St. Louis, MO, US)

10 mM Tris-HCL (sivi) (pH 8) (1 M, Sigma, St. Louis, MO, US)

%00,1 Triton X-100

Hazirlanisi: (50ml distile su igin)

0,5 ml Tris HCI, 0,19 gr KCI, 0,05 ml: 50 ul Triton X ben mari’de
¢Ozdurulir. Kullanilacagi zaman 1 ml buffer igin 2 ul (25 mg/ml) proteinaz-

K ilave edilir.

Proteinase K Solliisyonu (100 mg, Sigma, St. Louis, MO, US)

1 ml'sinde 100 ug olacak sekilde hazirlandi.

4.4.3. PZR icin gerekli soliisyonlar

10 X PCR Buffer (MBI Fermentas, Lithuania)

750 mM Tris-HCI (pH 8,8; 25 °C)

200 MM (NH4)2S0O4

%0,1 Tween 20
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Her PZR numunesi i¢in 5 pl kullanildi.
MgCl2 (25 mM; Sigma, St. Louis, MO, US)
Her PZR numunesi i¢in 5 pl kullanildi.
dNTP Set (100 mM’lik miks; dATP + dTTP + dCTP + dGTP; MBI
Fermentas, Lithuania)
Steril distile su kullanilarak 1,25 mM yogunlukta hazirlandi.
Taqg DNA Polymerase Enzimi (500 U; MBI Fermentas, Lithuania)
Her PZR numunesi icin 1,25 U (0,25 pl) kullanildi.
Primerler (The Midland Certified Reagent Co. Inc. USA)

Primerlerin sentezi The Midland Certified Reagent (Co. Inc. A.B.D.),
MWG (Almanya) ve iontek (istanbul) ” firmalarinca yapilmis ve liyofilize
halde teslim alinmistir. Primerler firmanin énerdigi miktarlarda bi-distile
DNaz ve RNaz icermeyen steril su kullanilarak, 100 pmol/pul

konsantrasyonda olacak sekilde sulandiriimistir.

4.4.4. Agaroz jel elektroforezi igin gerekli sollisyonlar
5X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon Soliisyonu
Tris 54,4 g
Borik Asit 27,2 g
EDTA4,6 g
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Yukaridaki maddeler tartilip distile su ile 1 It'ye tamamlandi. pH
8,3’e ayarlandi. Elektroforez solisyonu olarak 1 X oraninda sulandirilarak

kullanildi.

Agarose LE (Promega, Madison, US)

1,6 gr Agorose LE’'ye 100 ml 1X TBE sollsyonuna ilave edildi ve

Mikrodalga firinda kaynatildi

DNA ladder (50ug/100 pl; MBI Fermentas, Lithuania)

1/6 oraninda sulandirildi ve 5 pl kullanildi.

Loading Dye Solisyonu (6X; MBI Fermentas, Lithuania)

1/6 oraninda sulandirildi 1 birim PZR drund i¢in 1 birim 1X Loading

Dye kullanildi.

Ethidium Bromide (AppliChem GmbH, Dramstadt, Germany)

10mg/pl olacak sekilde sulandirildi. Agorase jeli boyama igin 250 ml

distile suya 10 pl Ethidium Bromide solusyonu katild1.

4.4.5. Revers line blotting icin gerekli sollisyonlar

500 mM NaHCO3 (pH 8,4)

21,0025 gr NaHCO3 500 ml distile suda ¢ozdurular.

Oda 1sisinda 1 yil saklanabilir.
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%16’ik EDAC [(1-ethyl-3-(3-dimethylamino-propyl)carbodiimide) (Sigma,

USA)] (taze hazirlanir)
1,6 gr EDAC 10 ml steril distile suda ¢ézduralir.
20X SSPE (stok)
175,3 gr NaCl
27,6 gr NaH,PO,4 — H,0O(sodium phosphate monobasic)
7.4 gr EDTA
800 ml distile su
10 M NaOH ile pH 7,4’e ayarlanir ve 20 dk. otoklavlanir.
2X SSPE (taze hazirlanir)
20X SSPE 10 kati sulandirilir.
100 mM NaOH (taze hazirlanir)
0.4 gr NaOH 100 ml distile suda ¢ozdurular.
%10’luk SDS (oda 1sisinda 1 ay muhafaza edilir)

100 gr. SDS 1 It. ‘ye distile su ile tamamlanir ve 65 °C’de 20 dk.’da

hazirlanir.
2X SSPE / %0,1 SDS (taze hazirlanir)
100 ml 20X SSPE ve 10 ml %10luk SDS, 890 ml distile suda

¢Ozdurular.
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2X SSPE / %0,15 SDS (taze hazirlanir)

100 ml 20X SSPE ve 15 ml %10’luk SDS, 885 ml distile suda

cozduralar.

2X SSPE / %0,5 SDS (taze hazirlanir)

100 ml 20X SSPE ve 50 ml %10'luk SDS, 850 ml distile suda

¢Ozdurular.

Streptavidine POD conjugate (taze hazirlanir)

0,125 U/ul olarak hazirlandi ve her RLB igin 20 ul (2,5 U)

kullaniimistir.

10 ml 2X SSPE / %0,5 SDS solusyonuna 2,5 U konjugat ilave edilir

(1/4000 oraninda sulandirilir).

%1’lik SDS (taze hazirlanir)

%10’luk stoktan 10 kati sulandirilir.

0,1 M EDTA (stok)

37,224 gr EDTA 1 litre distile suda ¢ozduralur.

20 mM EDTA

0,1 M’lik stoktan 5 kat sulandirilarak hazirlanir.
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4.5. istatistiksel analiz

Mikroskobi, PZR ve RLB sonuglarinin karsilastiriimasi, illerdeki
pozitiflik oranlarinin degerlendiriimesi, Theileria ve Babesia turlerinin iller
ve konaklari bazinda gorulme sikliginin degerlendiriimesi Pearson Chi-
Square (x2) 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. Mikroskobik muayene sonuglari

Karadeniz bolgesinde Theileria spp. ve Babesia spp. yonunden
incelenen koyun ve kegilerin mikroskobik baki sonuglari Tablo 8 ve 10’da
verilmistir.

Tablodan izlenebilecedi gibi 34 koyun (%3,91) ve 4 keci (%1,54)
olmak Uzere toplam 38 (%3,37) hayvanda Theileria spp. piroplasm formlari
tespit  edilmistir.  Hayvanlarda  Babesia spp. piroplasmlarina
rastlanmamistir. Pozitiflik orani en fazla Corum’da (%6,06) en az ise
Bayburt’ta (%0,64) tespit edilmistir. Mikroskobi sonuglarina gore Theileria
spp. gorulme oranlari koyun ve kegiler arasinda istatistiksel olarak onemli
bulunmamis (P degeri: 0,064, x2: 3,437), buna karsin Theileria spp. pozitif
orneklerin illere gére dagihmi karsilastirildiginda, ortaya c¢ikan farklihk

istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P degeri: 0,016, x2: 15,623).

5.2. Polimeraz zincir reaksiyonu sonugclari

Tdm Theileria ve Babesia turlerini ¢ogaltan primerlerle (RLB-R2-
Biotin, RLB-F2) yapilan PZR sonuglari Tablo 8 ve 10’da, PZR’de elde
edilen drunlerin agarose jel elektroforez sonrasi gorunimu Sekil 4‘de
verilmigtir. Buna gore 1128 o6rnegin 201 tanesinde (%17,82) pozitiflik
saptanmigtir. incelenen 869 koyunun 185’inin (%21,29), 259 keginin
16’sinin (%6,18) Theileria ya da Babesia turleri ile enfekte olduklari
belirlenmistir. Pozitiflik orani en fazla Corum’da (%32,73) en az ise

Bayburt'ta (%3,21) tespit edilmisti. PZR sonuglarina gore koyun ve
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kegilerde pozitiflik oranlari (P degeri: 0,0001, x2: 31,114) ve illere goére
pozitiflik oranlari arasindaki farklar (P degeri: 0,0001, x2: 77,646)

istatistiksel olarak dnemli bulunmustur.

Mo Qmw:§imanifmniaes Sy w2l M

Sekil 4: Theileria ve Babesia soy spesifik RLB-R2-Biotin, RLB-F2 primerleri ile yapilan
PZR’de elde edilen Urunlerin etidium bromide ile boyall agarose jeldeki gériunimu. M:
marker (100 b¢'lik), 1. T. ovis, 2. Theileria sp. OT3, 3. Theileria sp. MK, 4. B. ovis, 5. T.
ovis + B. ovis (miks 6rnek), 6. T. ovis pozitif kontrol, 7. B. ovis pozitif kontrol, 8. PZR
negatif kontrol (distile su) 9. Ekstraksiyon negatif kontrol (Theileria ve Babesia ile enfekte

olmayan koyun gDNA’sI)

5.3. Revers line blotting sonuclari

RLB sonuglart Tablo 8, 9, 10'da, Theileria ve Babesia tur /
genotiplerine ait Revers line blotting goruntisi Sekil 5’de verilmistir.
Tablolardan da izlenebilecedi gibi RLB ile muayene edilen 1128 kuguk

ruminantin 362 tanesi (%32,09) [334 koyun (%38,43), 28 kegi (%10,81)]
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tek veya miks enfeksiyonlar seklinde pozitif bulunmustur. Bélgedeki koyun
ve kegilerin T. ovis, Theileria sp. OT3, Theileria sp. MK ve B. ovis ile
enfekte olduklari belirlenmistir. Bunlardan T. ovis 327 (%28,99), Theileria
sp. OT3 23 (%2,04), Theileria sp. MK 7 (%0,62), B. ovis ise 5 (%0,44)
hayvanda tespit edilmistir (Tablo 13). Miks enfeksiyonlar T. ovis + B. ovis,
T. ovis + Theileria sp. OT3 ve T. ovis + Theileria sp. MK olmak uzere
toplam 15 hayvanda belirlenmistir. RLB sonucglarina gére en fazla
enfeksiyon orani %63,03 ile Corum’da, en az oran ise %5,13 ile Bayburt'ta
belirlenmistir.

incelenen koyunlardan 288'i (%33,14) T. ovis, 16’si (%1,84)
Theileria sp. OT3, 2’si (%0,23) Theileria sp. MK, 2’si (%0,23) B. ovis, 3’U
(%0,35) T. ovis + B.ovis, 7’si (%0,81) T. ovis + Theileria sp. OT3 ve 3’U
(%0,35) T.ovis + Theileria sp. MK ile enfekte bulunmustur. Kegilerin ise
24’0 (%9,27) T. ovis ve 2’si (%0,77) T. ovis + Theileria sp. MK ile enfekte
oldugu ortaya konmustur. Sonug¢ olarak bdlgede T. ovis’in molekiler
prevalansi koyunlarda %34,64 (301/869), kecilerde %10,04 (26/259)
olarak belirlenmistir. B. ovis’in molekuler prevalansi koyunlarda %0,58
(5/869), kecilerde %0 (0/259), Theileria sp. OT3’Un molekuler prevalansi
koyunlarda %2,65 (23/869), kegilerde %0 (0/259), Theileria sp. MK’'nin
molekuler prevalansi koyunlarda %0,58 (5/869), kegilerde %0,77 (2/259)

olarak tespit edilmigtir.
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1 2 345 6 7 89 1011121314
oo ® OO ®® ® P catchall
®eee e ® © O | Theileria spp.
. & ® ® e | 7 ovis
o T. lestoquardi
- a3 EN Theileria sp. OT3
mn & ® | Theileria sp. MK
- B R Babesia spp.
ko) ®e B. ovis

Sekil 5: Theileria ve Babesia tiir / genotipleri ile enfekte koyun ve kegilere ait genomik
DNA’larin ve negatif kontrollerin template olarak kullanilarak amplifikasyonu sounucu
yapilan Revers Line Blotting goériintisi. Oligonikleotit proplar satirlarda, érnekler ise
sutlinlarda gosterilmistir. Pozitif ve negatif kontroller, tek veya miks enfeksiyonlar sirayla
gOsterilmigtir.

1: T. ovis (Pozitif Kontrol); 2: T. lestoquardi (Pozitif Kontrol); 3: Theileria sp. OT3 (Pozitif
Kontrol); 4: Theileria sp. MK (Pozitif Kontrol); 5: B. ovis (Pozitif Kontrol); 6: Negatif Kontrol
(Enfekte Olmayan Koyunun genomik DNA'sI); 7: Negatif PZR Kontrol (Distile Su); 8: T.
ovis (Saha Ornegi); 9: Theileria sp. OT3 (Saha Ornegi); 10: Theileria sp. MK (Saha
Ornegi); 11: B. ovis (Saha Ornegi); 12: T. ovis ve B. ovis ile miks (Saha Ornegi); 13: T.
ovis ve Theileria sp. OT3 ile miks (Saha Ornegi); 14: T. ovis ve Theileria sp. MK ile miks

(Saha Ornegi)
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Tablo 8: Karadeniz bolgesinde mikroskobi, PZR ve RLB ile saptanan Theileria ve Babesia tirlerinin illerde koyun ve kegilere gére dagilimi

Toplanan Orneklere Ait Mikroskobi PZR
e RLB Sonucu
Bilgiler Sonucu Sonucu
Toplam Enfeksiyon Sayisi Tek Enfeksiyon Sayisi Mix Enfeksiyon
Sayisi
T.
- . - I I S ovis T.ovis+ T.ovis+
i | Konak g;;leskl Th:‘l)lrt)erla Bi?;;s'a Pozitif T.ovis delloe_lr_ls Tshpe”'\jla O\B/i.s T.ovis Z;elloe_lr_lgl Tshpe”’arlla o‘\a/ils + Theileria  Theileria
’ ’ ' ’ ’ ’ B. sp. OT3 sp. MK
ovis
Koyun 123 9 - 46 66 6 1 - 63 4 - - - 2 1
Bolu Kegi 40 - - - - - - - - - - - - -
> 163 9 - 46 66 6 1 - 63 4 - - - 2 1
Koyun 125 3 - 22 35 3 - 2 33 2 - 1 1 1 -
Kastamonu  Kegi 38 - - 1 1 - - - 1 - - - - - -
> 163 3 - 23 36 3 - 2 34 2 - 1 1 1 -
Koyun 125 10 - 54 101 3 - - 99 1 - - 2
Corum Kegi 40 - - - - - - - - - - - - -
> 165 10 - 54 101 3 - - 99 1 - - - - -
Koyun 123 7 - 33 51 1 3 1 48 - 2 - 1 1 1
Samsun Kegi 35 2 - 3 6 - 1 - 5 - - - - - 1
> 158 9 - 36 57 1 4 1 53 - 2 - 1 1 2
Koyun 123 2 - 20 30 7 1 2 27 6 1 1 1 1
Tokat Kegi 39 1 - 6 8 - 1 - 7 - - - - - 1
s 162 3 - 26 38 2 2 34 6 - 1 1 1 2
Koyun 129 2 - 6 14 - - - 14 - - - - - -
Giresun Kegi 32 1 - 5 10 - - - 10 - - - - - -
> 161 3 - 11 24 - - 24 - - - - -
Koyun 121 1 - 4 4 3 - - 4 3 - - - - -
Bayburt Kegi 35 - - 1 1 - - - 1 - - - - - -
s 156 1 - 5 5 3 - 5 3 - - - -
Koyun 869 34 - 185 301 23 5 5 288 16 2 2 3 7 3
Toplam Kegi 259 4 - 16 26 - 2 - 24 - - - - - 2
> 1128 38 - 201 327 23 7 5 312 16 2 2 3 7 5
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Tablo 9: RLB ile koyun ve kegilerde belirlenen Theileria ve Babesia tirlerinin prevalansi

Parazit Turu

Pozitiflik
i Theileria sp. Theileria sp. .
T.ovis B. ovis
oT3 MK
327 +
23 +
7 +
5 +
362 (%32,09) 327 (%28,99) 23 (%2,04) 7 (%0,62) 5 (%0,44)

Tablo 10: Mikroskobik baki, PZR ve RLB sonuglarinin odaklara dagilimi

) Test
lller
Mikroskobik baki PZR RLB
n + % + % + %

Bolu 163 9 5,52 46 28,22 73 44,79
Kastamonu 163 3 1,84 23 14,11 41 25,15
Corum 165 10 6,06 54 32,73 104 63,03
Samsun 158 9 5,70 36 22,78 63 39,87
Tokat 162 3 1,85 26 16,05 49 30,25
Giresun 161 3 1,86 11 6,83 24 14,91
Bayburt 156 1 0,64 5 3,21 8 5,13
Toplam 1128 38 3,37 201 17,82 362 32,09

Pozitif 6rnekleri belirlemedeki RLB, PZR ve mikroskobi yontemleri
arasindaki farkliliklar, RLB sonuglarina goére illerdeki pozitiflik oranlari,

Theileria ve Babesia turlerinin ve koyun ve kecilerdeki Theileria ve
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Babesia enfeksiyonlarinin gorulme sikhigi arasindaki farklar istatistiksel

olarak anlamh bulunmustur (Tablo 11, 12, 13, 14).

Tablo 11: Mikroskobi, PZR ve RLB sonuglarinin Pearson Chi-Square testi ile
karsilastiriimasi

Test
Mikroskobi PZR RLB n P degeri
(+, %) (+, %) (+ %)
o 38/1128 201/1128 362/1128 0,0001
Pozitiflik (3.37) (17,82) (32,09) 1128 %2:318,588

Tablo 12: RLB ile belirlenen pozitiflik oranlarinin illere gére Pearson Chi-Square testi ile
karsilastiriimasi

iller Pozitiflik (+, %)
Bolu 73/163 (44,79)
Kastamonu 41/163 (25,15)
Corum 104/165 (63,03)
Samsun 63/158 (39,87)
Tokat 49/162 (30,25)
Giresun 24/161 (14,91)
Bayburt 8/156 (5,13)
Toplam 362/1128 (32,09)
P Degeri 0,0001
X2 166,626

Tablo 13: Karadeniz bdlgesinde tespit edilen Theileria ve Babesia turlerinin gérilme
sikhginin Pearson Chi-Square testi ile karsilastiriimasi

Parazit Turu

T. ovis (+, Theileria sp. Theileria sp. B. ovis (+, P degeri
%) OT3 (+, %) MK (+, %) %)
Pozitiflik 327/1128 23/1128 7/1128 5/1128 0,0001
(%28,99) (%2,04) (%0,62) (%0,44) ¥x2:898,267

Tablo 14: Karadeniz bdlgesinde Theileria ve Babesia enfeksiyonlarinin koyun ve
kecilerde gortlme sikliginin Pearson Chi-Square testi ile karsilastiriimasi

Tar .

Koyun Keci P degeri

Pozitifiik 334/869 (%38,43) 28/259 (%10,81) 0,0001
’ ’ X2:69,867
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5.4. Kene identifikasyon sonuglari

Calismanin yuratuldaga illerde koyun ve kegilerde gorulen kene
enfestasyon oranlarina iliskin veriler Tablo 15'de gdsterilmistir. Tabloya
g6re muayene edilen 2608 klgukbas hayvanin (2161 koyun, 447 kegi) 812
tanesi (665 koyun, 147 keci) kene ile enfeste bulunmus, koyunlardan 2263
ve kegilerden 534 olmak Uzere 2797 adet kene toplanmistir. Bolgedeki
klgUkbas hayvanlarin kene ile enfestasyon orani %31,13 olarak tespit
edilmig, bu oran koyunlarda %30,77, kecilerde ise %32,89 olarak
belirlenmistir. illerdeki enfestasyon oraninin %20,65 ile %41,18 arasinda
degistigi, Kastamonu’da en disuk (%20,65), Samsun’da ise en ylksek
(%41,18) dlizeyde oldugu saptanmistir.

Tespit edilen kene tarlerinin gorilme orani ve il bazindaki
dagiimlan Tablo 16’da sunulmustur. Buna gére hayvanlar tzerinden 2797
adet eriskin kene toplanmis. Bu kenelerin Haemaphysalis, Rhipicephalus,
Dermecentor, Ixodes ve Hyalomma soylarina ait ve R. turanicus (%28,64),
H. parva (%22,60), R. bursa (%18,27), D. marginatus (%16,55), R.
sanguineus (%3,32), |. ricinus (%2,47), H. punctata (%2,36), H.
marginatum (%2,22), H. sulcata (%1,39), H. excavatum (%21,18), H.

concinna (%0,54) ve H. detritum (%0,46) olmak Uzere 12 farkh tirden

olustugu gorulmastar.
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Tablo 15: Calismanin yuratildaga illere gére muayene edilen ve kene tespit edilen koyun ve kegi sayilari ile toplanan kene sayilari ve

enfestasyon oranlari

Muayene edilen hayvan sayisi Kene tespit edilen hayvan Tespit edilen kene sayisi Kene Enfestasyon orani
i sayisl (%)

Koyun Keci Toplam Koyun Keci Toplam Koyun Keci  Toplam Koyun Kegi Toplam

Bayburt 257 40 297 78 2 80 239 10 249 30,35 5,00 26,94
Bolu 308 97 405 80 45 125 277 153 430 25,97 46,39 30,86
Corum 325 64 389 144 15 159 571 61 632 44,31 23,44 40,87
Giresun 280 56 336 70 25 95 213 84 297 25,00 44,64 28,27
Kastamonu 334 63 397 73 9 82 208 14 222 21,86 14,29 20,65
Samsun 323 66 391 124 37 161 503 144 647 38,39 56,06 41,18
Tokat 334 61 395 96 14 110 252 68 320 28,74 22,95 27,85
Toplam 2161 447 2608 665 147 812 2263 534 2797 30,77 32,89 31,13
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Tablo 16: Tespit edilen kene tirlerinin illere gére dagilimi

. - Bolu Kastamonu Corum Samsun Tokat Giresun Bayburt Toplam %

KENE TURU

Rhipicephalus spp. 95 100 451 368 181 210 1405 50,23
Rhipicephalus bursa 1 99 24 187 68 132 511 18,27
Rhipicephalus sanguineus 90 3 93 3,32
Rhipicephalus turanicus 94 1 337 178 113 78 801 28,64
Haemaphysalis spp. 216 18 75 171 74 6 192 752 26,89
Haemaaphysalis parva 153 6 73 156 54 190 632 22,60
Haemaphysalis punctata 45 9 4 66 2,36
Haemaphysalis sulcata 13 2 16 4 39 1,39
Haemaphysalis concinna 5 1 2 4 1 2 15 0,54
Dermacentor spp. 99 82 71 103 40 11 57 463 16,55
Dermacentor marginatus 99 82 71 103 40 11 57 463 16,55
Ixodes spp. 7 3 3 56 69 2,47
Ixodes ricinus 7 3 3 56 69 2,47
Hyalomma spp. 13 19 35 2 25 14 108 3,86
Hyalomma excavatum 2 25 5 1 33 1,18
Hyalomma detritum 3 1 1 8 13 0,46
Hyalomma marginatum 10 16 10 1 12 13 62 2,22
Toplam 430 222 632 647 320 297 249 2797

57



Tablo 17'de bdlgede tespit edilen kene tirlerinin koyun ve
kecilerdeki dagihmi verilmigtir. Buradan da izlenebilecegi gibi R.
sanguineus ve H. excavatum sadece koyunlarda diger tirler ise hem
koyun ve hemde kegilerde bulunmus, koyunlarda en yaygin turlerin
sirasiyla R. turanicus, H. parva ve D. marginatus; kecilerde ise R. bursa,

R. turanicus ve H. parva oldugu belirlenmigtir

Tablo 17: Tespit edilen kene tirlerinin koyun ve kegilerdeki dagilimi

Kene Taru Koyun Kegi Toplam
Rhipicephalus spp. 1063 342 1405
Rhipicephalus bursa 322 189 511
Rhipicephalus sanguineus 93 93
Rhipicephalus turanicus 648 153 801
Haemaphysalis spp. 647 105 752
Haemaaphysalis parva 561 71 632
Haemaphysalis punctata 43 23 66
Haemaphysalis sulcata 33 6 39
Haemaphysalis concinna 10 5 15
Dermacentor spp. 410 53 463
Dermacentor marginatus 410 53 463
Ixodes spp. 57 12 69
Ixodes ricinus 57 12 69
Hyalomma spp. 86 22 108
Hyalomma excavatum 33 33
Hyalomma detritum 12 1 13
Hyalomma marginatum 41 21 62
Toplam 2263 534 2797

Tespit edilen kene turlerinin mevsimsel dagilimlari ile ilgili bilgiler
Tablo 18'de verilmigtir. Buradan da izlenebilecegi gibi D. marginatus

sonbahar, kis ve ilkbahar aylarinda daha fazla olmak Uzere tim
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mevsimlerde, H. concinna kisin ve daha az olarak da yaz aylarinda, H.
parva yaz hari¢ butin mevsimlerde, H. punctata ve H. sulcata ¢ogunlukla
sonbahar, daha az olarak da kis ve ilkbaharda, Hyalomma turleri ilkbahar
ve yaz aylarinda, I. ricinus butin mevsimlerde, R. bursa yazin, R.
sanguineus ilkbahar ve R. turanicus ¢ogunlukla yaz ve ilkbahar daha az

olarak da sonbaharda hayvanlar uzerinde bulunmustur.
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Tablo 18: Tespit edilen kene tirlerinin mevsimlere gore dagilimi

Mevsimlere gore kene sayilari

Kene tiirii Kis ilkbahar Yaz Sonbahar Toplam
Ocak Nisan Mayis Haziran Temmuz Ekim Kasim
Dermacentor marginatus 96 75 39 34 3 68 148 463
Haemaphysalis concinna 13 1 1 15
Haemaaphysalis parva 176 92 19 79 266 632
Haemaphysalis punctata 6 6 43 11 66
Haemaphysalis sulcata 2 1 4 14 18 39
Hyalomma excavatum 18 13 33
Hyalomma detritum 2 5 13
Hyalomma marginatum 14 26 16 62
Ixodes ricinus 4 24 12 10 3 16 69
Rhipicephalus bursa 68 443 511
Rhipicephalus sanguineus 93 93
Rhipicephalus turanicus 9 198 202 389 3 801
Toplam 297 334 316 324 857 210 459 797
297 650 1181 669
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6. TARTISMA

Koyun ve kegilerde bugline kadar Theileria soyuna bagh T.
lestoquardi, T. ovis, T. separata, T. uilenbergi ve T. luwenshuni ve
Babesia soyuna bagl B. ovis, B. motasi, B. crassa, B. taylori ve B. foliata
turleri saptanmig, bu turlerden T. lestoquardi, T. uilenbergi ve T.
luwenshuni’nin  ylksek mortalite ve morbidite ile seyreden klinik
enfeksiyonlara (1, 34, 35, 37, 38, 40), T. ovis ve T. separata’nin ise
subklinik enfeksiyonlara yol actigi (39), B. ovis'in koyunlarda yuksek
patojeniteye sahip oldugu (1), B. motasi'nin B. ovis’e gore daha az
patojenite gosterdidi (1) ve farkli patojenitelerde iki alt tirtintn olabilecegi

(11) B. crassa’nin ise apatojen bir tir oldugu belirtilmistir (12).

Theileria ve Babesia enfeksiyonlarina uygun kontrol stratejilerinin
geligtiriimesinde, hastaliga neden olan turlerin identifikasyonu ve 6zellikle
populasyon iginde portdr hayvanlarin insidensinin saptanmasi gereklidir.

Theileriosis ve babesiosis, akut vakalarda klinik bulgular ve kan ve
lenf yumrusu frotilerinin mikroskobik muayenesiyle (100, 101), subklinik
enfeksiyonlarda ise serolojik (53, 92, 94, 96, 103-107) ve molekuler test

yontemleri ile teshis edilmektedir (62, 111, 117).

Theileria ve Babesia enfeksiyonlarini atlatan hayvanlarda etkenler
¢cok az miktarlarda da olsa uzun sure eritrositler igerisinde kalirlar (130).
Bu hayvanlar tasiyici (portér) konumunda olup, keneler igcin enfeksiyon
kaynagini olustururlar. Portor hayvanlarin populasyon igindeki orani,

hastaliin  epidemiyolojisi agisindan  6nemlidir  (102).  Subklinik

61



enfeksiyonlarda enfekte eritrosit orani ¢ok distk ve tlrlerin piroplasm
formlari benzer oldugundan, mikroskobik muayene yontemi kullanilarak
enfeksiyonun teshisi ve 0Ozellikle birden fazla tur tarafindan olusturulan
miks enfeksiyonlarin tur identifikasyonu ¢ok zordur (130, 131). Serolojik
testlerde tlrler arasinda capraz reaksiyonlarin gorilebilmesi, spesifik
immun yanitlarin zayif olabilmesi ve uzun sureli portérlik durumunda
antikorlarin her zaman tespit edilememesi gibi sebeplerden dolay! hatall

teshislerin konmasi s6z konusu olabilmektedir (108-110).

Bu sebeplerden dolayi Theileria ve Babesia enfeksiyonlarinin
epidemiyolojilerine yodnelik arastirmalarda mikroskobik ve serolojik
yontemlere alternatif olarak yuksek spesifite ve sensitiviteye sahip
molekuler tani yontemleri tercih edilmeye baslanmistir. PZR’in Theileria ve
Babesia tlrlerinin ayrimi ve subklinik enfeksiyonlarin teshisinde glvenli bir
yontem oldugu bildirilmistir (113, 119, 132, 133). Klasik PZR metodu
kullanilarak, 6zellikle tasiyici hayvanlarda Theileria ve Babesia turlerinin
duyarl ve 6zgul bigimde teshisi saglanmistir. Her tar icin ayri yapilmasi
gerekli olan tur spesifik PZRIn zaman ve ekonomik kayba yol a¢gmasi
sebebi ile her seferde es zamanl olarak birden fazla taran (2-3 tadr)
belirlenmesini saglayan multiplex PZR ve son yillarda PZR ve
hibridizasyonun birlikte kullanildigi RLB metodu gelistiriimistir. RLB ile bir
defada ¢ok sayida parazit teshis edilebilmekte ve bu yontem Theileria ve
Babesia turlerinin teshisinde de basarili bir sekilde kullaniimaktadir (62,

63, 115-117, 121, 134).
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Bu calismada, mikroskobik baki, PZR ve RLB yontemleri
kullanilarak, Karadeniz bolgesinde koyun ve kegilerde bulunan Babesia ve
Theileria enfeksiyonlarinin varligi ve yayilisi arastirimistir. Bu amacla
bolgede muayene edilen 1128 hayvandan mikroskobik baki ile 38
(%3,37)'inin Theileria piroplasmlari tasidigi, PZR ile 201, buna karsin RLB
ile 362’sinin Theileria ve/veya Babesia enfeksiyonlari yoninden pozitif
oldugu bulunmustur. Bdylece, koyun ve kecilerde Theileria ve Babesia
enfeksiyonlarinin belirlenmesinde RLB’nin mikroskobik baki ve PZR’den

daha duyarli oldugu sonucuna variimigtir.

Tarkiye’'de koyun ve kegilerde theileriosis ve babesiosis hakkinda ilk
bulgu 1889 yilinda Laveran ve Nicolle tarafindan B. ovis’in saptanmasi
olarak kaydedilmis, sonraki yillarda mikroskobik, serolojik ve molekuler
yontemler kullanilarak arastirmalar yuritilmuas ve T. lestoquardi (42, 44),
T. ovis (42, 43, 91, 119, 121-123), Theileria sp. OT3 (63), Theileria sp. MK
(63), B. ovis (16, 63, 90, 92-98, 112, 121-123), B. motasi (97) ve B. crassa

(135) turlerinin varligi bildirilmistir.

Ancak, bu turlerden T. lestoquardi ve B. motasi’nin Turkiye’deki
varligi sadece mikroskobik baki sonuglarina gore iddia edilmis (42, 44,
97), T. lestoquardinin Tirkiye'de i¢, Dogu ve Gilineydogu Anadolu
bélgelerinde kegilerde tespit edildigi bildiriimis, fakat enfekte hayvanlarin
hi¢ birinde parazitemi oranindan, sizontlarin varligindan ve diger klinik
bulgulardan bahsedilmemistir (42). B. crassa’nin molekller ydntemlerle
yapilan bir calismada Turkiye'de tespit edildigi ileri sirtlmus ve AY260177

accession numarasi ile gen bankasina kayit edildigi gorulmustar (135).
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Son yillarda molekller ve serolojik ydntemlerle yapilan higbir
calismada bu 3 tirtn varligina iliskin bir kayda rastlanmamistir (91, 118,
119, 121-123). Karadeniz bdlgesinden yurutilen bu ¢alismanin sonuglari

da yukaridaki molekuler galigmalari destekler niteliktedir.

Karadeniz bolgesinde koyun ve kegi theileriosisi ve babesiosisine
iliskin veriler sadece mikroskobik ve serolojik ¢alismalara dayanmaktadir.
Mikroskobik yontemle B. ovis, B. motasi, Babesia sp. ve T. ovis’in
bulundugu ileri striimus (97), B.ovis’in Samsun ydresinde serolojik olarak
%71,63 (101/141) ve mikroskobik olarak %67,37 (95/141) yayginhk
gOsterdigi bildirilmigtir (98, 99). Karadeniz bdlgesinde yuritilen bu
calismada mikroskobik bakida B. ovis piroplasm formlarina rastlanmamis,

34 koyun ve 4 kecide (%3,37) Theileria spp. saptanmistir.

B. ovis'in mikroskobik prevalansi; Urfa yoresinde %1,82 (95).
Malatya ve yoéresinde %1,8 (92), Dogu Anadolu bdlgesinde %1,5 (112),
Afyon yoresinde %0,49 (94), Konya ydresinde %11,47 (96), Kayseri
Yesilhisar yoresinde %3 (121), Kayseri yoresinde %15,48 (90), Cankiri

yoresinde %25,3 (81) olarak belirlenmistir.

Theileriosis koyun ve Kkecilerde mikroskobik olarak Kayseri
Yesilhisar yoresinde %8 (121), Kayseri yoresinde %16,66 (79), Cankiri
yoresinde %18 (81), Dogu ve Guneydogu Anadolu bolgesinde koyunlarda
%18,29, kecilerde ise %2,88 (119), Orta, Guney ve Dodu Anadolu’da
theileriosis supheli koyun ve kegide sirasi ile %37,55 ve %5,62 (91) olarak

bulunmustur.
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Karadeniz bolgesinden yedi ilde 1128 kugukbas hayvan Uzerinde
yuratilen bu galigmada, theileriosisin mikroskobik prevalansi %3,37 olarak
tespit edilmis (koyunlarda %3,91 ve kecilerde %1,54), koyun ve Kkegi
theileriosisinin Turkiye’nin diger yorelerinde yapilan ¢alismalarda saptanan
mikroskobik prevalansa (%16,66-37,55) gore c¢ok disik oldugu
gOrulmustir. Mikroskobik baki ile Konya, Kayseri ve Cankir’da %11,47-
25,3 gibi énemli bir prevalans gdsteren (81, 90, 96), buna karsin Urfa,
Malatya ve Afyon ve Dodu Anadolu’da disuk bir prevalansa (%0,49 ile
1,82) sahip oldugu belirlenen (92, 94, 95, 112,) B.ovis’in piroplasm formlari
bu c¢alismada saptanamamigtir. Bu durum bodlgede koyun ve Kegi
babesiosisin Turkiye'nin diger bdlgelerine gdre daha dusik bir yayilisa

sahip oldugu kanaatini dogurmaktadir.

Koyun ve kegilerde babesiosisin serolojik prevalansinin; Urfa,
Malatya, Elazig, Afyon ve Konya yorelerinde %41,02 ile %55,9 arasinda
degistigi bildirilmistir (92-96). Orta, Dogu ve Guney Anadolu bolgelerinden
Theileria supheli 687 koyun ve 89 keginin serolojik muayenesinde, sirasi

ile %60,26 ve 8,99 oranlarinda T. ovis yonunden pozitiflik saptanmigtir

(91).

Bu sonuglar farkh cografik yapi ve iklime sahip olan bdlgelerde
koyun ve kecilerde Theileria ve Babesia enfeksiyonlarinin yaygin
oldugunu gostermekle birlikte, ayni yorelerdeki dusuk mikroskobik
prevalanslarla karsilastirildiginda, serolojik prevalanslarda c¢apraz
reaksiyonlar ile yanhs pozitifliklerin gézden uzak tutulmamasi gerektigi

kanaatini dogurmustur.
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Tarkiye'de koyun theileriosisinin molekuler  yontemlerle
belirlenmesine yonelik ilk ¢galisma Dogu Anadolu bodlgesinde yurutulmus,
bu calismada 218 koyuna ait kan érnekleri soy spesifik PZR ile incelenmis,
90 drnek (%41,2) Theileria spp. pozitif bulunmus, pozitif bulunan ve tar
spesifik PZR ile incelenen bu oOrneklerin hi¢ birinde T. lestoquardi'ye
rastlanmamistir (118). Dogu ve Guneydogu Anadolu bdlgesinden 677
koyun ve 142 kecinin kullanildigi bir ¢alismada PZR ile koyunlarin
%58,79'u, kegilerin ise %11,27’si T. ovis yoninden pozitif bulunmus, bu
calismada da T. lestoquardi'ye rastlanmamistir (119). Dogu Anadolu
bdlgesinden 300 koyun ve 100 kecide Babesia enfeksiyonlarini
belirlemeye yonelik bir galismada B. ovis spesifik PZR ile 32 koyun ve 1
kecgide (%8,25) B. ovis tespit edilmis (112), Karadeniz bdlgesinde
yuratilen bu ¢alismada toplam 1128 koyun ve keginin 201 tanesi (%17,82)

Babesia ve Theileria enfeksiyonlari yoninden PZR ile pozitif bulunmustur.

RLB yontemi Turkiye'de ilk defa Kayseri yoresinde koyunlarda
Theileria ve Babesia tirlerinin tespiti igin kullanilimig, incelenen 111
ornegin %2,7’sinde B. ovis, %34,2’sinde T. ovis enfeksiyonu tespit
edilmigtir (122). Daha sonra Dogu Anadolu boélgesinden 705 koyun ve 215
kegiye ait kanlarda Theileria ve Babesia turleri RLB ile arastiriimis ve B.
ovis (%5,43), T. ovis (%34,56), Theileria sp. MK (%1,30) ve Theileria sp.
OT3 (%0,43) tur/genotip’leri tespit edilmistir. Theileria sp. MK genotipi ilk
olarak bu c¢alismada tanimlanmistir. Bu bdlgede koyun ve kegilerde
theileriosisin  yaygin oldugu (%50,55), enfeksiyonlarin T. ovis’ten

kaynaklandidi, T. lestoquardi’nin bulunmadigi bildirilmistir (119). Kayseri ili
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Yesilhisar yoresinde koyun ve kegcilerdeki Theileria ve Babesia turlerinin
belirlenmesi amaciyla rastgele secilen 200 koyun ve 100 kegiye ait
gDNA’lar RLB testi ile T. ovis ve B. ovis yonunden incelenmig, B. ovis’in
%3,7, T. ovis’in ise %37,6 oranda bulundugu belirlenmigtir (121). Orta
Anadolu bodlgesindeki Kayseri, Sivas ve Yozgat illerinden 421 koyun ve
152 keginin kullanildigi bir galismada RLB ile B. ovis %2,6, T. ovis ise

%33,9 oraninda tespit edilmistir (123).

Karadeniz bdlgesinde yapilan bu c¢alismada da Dogu Anadolu
bdlgesinde koyun ve kecilerde RLB yontemi ile yapilan ¢alismaya benzer
olarak %0,62 oraninda Theileria sp. MK genotipi tespit edilmis, Theileria
sp. OT3 ise %2,04'luk oran ile Dogu Anadolu bodlgesinden yuksek
citkmistir. Turkiye'nin diger yorelerinde yuksek oranda yayilis gosteren T.
ovis'in (%37,6- 33,3), bu bdlgede de en yaygin tir (%28,99) oldugu
gorulmas, diger bolgelerde %2,7-5,4 arasinda yayilis gosteren B. ovis ise
Karadeniz bolgesinde %0,44 oraninda tespit edilmistir. Genel anlamda her
iki turin de diger bolgelere gore dusuk bir yayilis gosterdigi ortaya ¢ikmis
olmakla birlikte, B. ovis’in bu boélgede beklenilen seviyenin cok altinda
olmasi, Turkiye'de koyun babesiosisinin 6zellikle mikroskobik ve serolojik
teshisinde gecgmiste Onemli vyanilgilar yasandigi gergegini ortaya

cikarmistir.

Theileria sp. OT3 ilk olarak ispanyada koyunlarda (62), Theileria sp.
MK ise Turkiye’de koyun ve kegilerde tespit edilmistir (63). Turkiye’'de
koyun ve kecilerde Theileria ve Babesia turlerinin tespitine yonelik RLB ile

yapilan calismalarda sadece Altay ve ark. (63) Theileria sp. OT3 ve
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Theileria sp. MK probunu kullanmigtir. Bu sebeple diger molekuler
calismalarda Theileria sp. OT3 ve Theileria sp. MK'nin bulunusuna iligkin
bir sonuca rastlanmamigtir. Karadeniz bolgesinde yurutulen bu ¢alismada
23 hayvanda (%2,04) Theileria sp. OT3, 7 hayvanda (%0,62) ise Theileria
sp. MK tespit edilmistir. Turkiye’nin diger bolgelerinde de saptanmasinin
muhtemel oldugu dusunulen bu genotiplerle ilgili patojenite ve vektor kene

konularinda detayli calismalar yapilmasi gerektigi kanaati dogmustur.

Tarkiye'de bu glne kadar koyun ve kecilerde 16’sI Ixodidae, ve biri
Argasidae ailesinden olmak Uzere toplam 17 kene tiri tespit edilmis, bu
turlerin, H. excavatum, H. detritum, H. marginatum, H. aegyptium R.
sanguineus, R. bursa, R. turanicus, H. parva, H. sulcata, H. punctata, H.
concinna, D. marginatus, D. niveus, B. annulatus B. kohlsi, I. ricinus ve O.
lahorensis oldugu bildirilmistir. (73, 74, 77, 78, 80, 82-84, 86, 99, 136).
Karadeniz bolgesinde koyun ve kecilerdeki kene turlerinin belirlenmesine
yonelik calismalar sinirlidir. Samsun ilinde koyun ve kegilerde, I. ricinus, R.
sanguineus, R. bursa, H. punctata, H. sulcata, H. concinna, D. marginatus
ve D. niveus’un varligi ortaya konmus (89), Kelkit vadisi olarak
isimlendirilen bir bodlgede koyunlardan 17 ve kecilerden 396 kene
toplanmig, kenelerin H. marginatum (48 adet) ve R. bursa (365 adet)
oldugu saptanmigtir (87). Karadeniz bdlgesinde tarafimizdan yapilan bu
¢calismada, koyunlarda 12, kegilerde ise 10 farkh tir saptanmis, Ixodidae
ailesinden R. turanicus, H. parva, R. bursa, D. marginatus, R. sanguineus,
I. ricinus, H. punctata, H. marginatum, H. sulcata, H. excavatum, H.

concinna ve H. detritum turlerinin varligi ortaya konmus, R. sanguineus ve
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H. excavatum sadece koyunlarda gérilmustir. Onceki yayinlarda
Tarkiye’'nin diger bolgelerinde varhdi bildirilen B. annulatus, B. kohlsi, H.
aegyptium ve O. lahorensis ile Samsun’da da bulundugu kaydedilen D.
niveus’a (77, 80-84, 89) bu calismada rastlanmamigtir. Bu c¢alismada
koyun ve kecilerde saptanamayan O. lahorensis’in hayvan meskenlerinin
catlak ve yariklarinda bulundugu (137), B. annulatus’un daha ¢ok
sigirlarda goéruldugi ve Guney Marmara bdlgesi sidirlarinda en fazla
rastlanan tur oldugu buna kargin koyun ve Kkecilerde ¢ok az sayida
bulundugu (78), D.niveus’a Cankiri ve Van yoresinde ¢ok az rastlandigi
(81, 82), Guney Marmara ve Kayseri’de koyunlarda goériimedigi (78, 86),
H. aegyptium’'un ise normalde kaplumbaga kenesi oldugu (74)

kaydedilmigtir.

Tarkiye’'nin  farkli  bdlgelerinde kene enfestasyon oranlarinin
koyunlarda %21 ile %50, kecilerde ise %6 ile %59,33 arasinda degistigi
bildirilmigtir (79-86). Karadeniz bdlgesinde yuratulen bu ¢alismada, koyun
ve kecilerde tespit edilen kene enfestasyon oranlarinin sirasi ile %30,77
ve %32,89 oldugu ve diger bolgelerdeki sonugclar ile benzerlik arz ettidi
saptanmigtir.

Koyun ve kecilerde yapilan g¢alismalarda en yaygin turlerin Van
yoresinde R. turanicus, H. parva ve D. marginatus Elazig yoresinde
Rhipicephalus ve Haemaphysalis (H. parva ve H. sulcata), Burdur
yoresinde R. turanicus, Ankara’da Rhipicephalus ve Haemaphysalis

soylarina bagl turler olduklari belirlenmistir. (82, 83, 85). Bu ¢alismada ise
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en yaygin turler koyunlarda R. turanicus, H. parva ve D. marginatus;
kecilerde ise R. bursa, R. turanicus ve H. parva olarak belirlenmistir.

Tlarkiye'’de koyun ve Kkegilerde kene tdrlerinin  mevsimsel
aktivitelerini belirlemeye yonelik arastirmalar yapilimigtir. Rhipicephalus
spp.; Van yoresinde ilkbahar, yaz ve sonbaharda (82), Elazi§ yoéresinde
ilkbahar ve yazin (83), Zara yodresinde yaz aylarinda (80), Burdur
yoresinde Nisan — Agustos aylari arasinda (84), Samsun yoresinde
ilkbahar ve yazin (89) tespit edilmigtir.

Haemaphysalis spp.; Van yoéresinde sonbahar, kis ve ilkbaharda
(82), Elazi§ yoresinde ilkbahar, sonbahar ve kigin (83), Zara yoéresinde
ilkbahar ve kisin (80), Samsun yoéresinde yaz, sonbahar ve kis aylarinda
belirlenmistir (89). H. parva’ya Burdur yodresinde sonbaharda, Zara
yoresinde ise sonbahar ve kigin sigir, koyun ve Kkegiler Uzerinde

rastlanmistir (80, 84).

B. annulatus’un ilkbahar ve sonbaharda daha fazla olmak Gzere yil
boyunca hayvanlar Uzerinde bulundugu (42), Burdur yodresinde Subat,
Mart ve Agustos aylari digindaki aylarda sidirlarda rastlandigi (84), Zara
yoresinde ilkbaharda goruldugu (80), Elazig yoéresinde ¢ogunlukla ilkbahar
mevsiminde olmak Uzere sigir ve koyunlarda bulundugu (83) ifade

edilmistir.

Dermacentor turlerinin 6zellikle sonbaharda bulundugu bildirilmis

(42), Zara yoresinde sonbahar (80), Elazi§ yoresinde ilkbahar ve yaz (83)
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ve Samsun yodresinde ilkbahar ve sonbaharda (89) aktif oldugu

kaydedilmigtir.

Hyalomma turlerinin Elazig yoresinde ilkbahar ve yaz (83), Zara
yoresinde yazin (80); I. ricinus’'un Samsun yoresinde yaz, sonbahar ve kis

aylarinda (89) hayvanlardan kan emdigi saptanmistir.

Karadeniz bolgesinde tarafimizdan vyapilan bu c¢alismada D.
marginatus sonbahar, kis ve ilkbahar aylarinda daha fazla olmak Uzere
tim mevsimlerde, H. concinna kisin ve daha az olarak da yaz aylarinda,
H. parva ilkbahar, sonbahar ve kisin, H. punctata ve H. sulcata cogunlukla
sonbahar, daha az olarak da kis ve ilkbaharda, Hyalomma tirleri ilkbahar
ve yaz aylarinda, I. ricinus bdtin mevsimlerde, R. bursa yazin, R.
sanguineus ilkbahar ve R. turanicus ¢ogunlukla yaz ve ilkbahar daha az

olarak da sonbaharda hayvanlar Gzerinde bulunmustur.

Sonug olarak;

e Karadeniz bolgesindeki koyun ve kecilerde T. ovis, Theileria sp. OT3,
Theileria sp. MK ve B. ovis tur ve genotiplerinin varligi ile bunlarin

molekuler prevalansi tespit edilmigtir.

e Koyun ve kegilerde Theileria ve Babesia turlerinin teshisinde kullanilan
metotlardan RLB’nin PZR ve mikroskobik bakiya gore ¢ok daha 6zgul

ve duyarli oldugu goriimustar.

e Karadeniz bolgesinde koyun ve kegilerde Theileria enfeksiyonlarinin

Babesia enfeksiyonlarina gore daha fazla oldugu ve bunlardan T.
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ovis'in en yaygin tur oldugu, gesitli Glkelerde koyun ve kegilerde tespit
edilen T. lestoquardi’nin ise bu bodlgede bulunmadidi ortaya

konmustur.

Bolge iklim ve bitki ortusu yonunden kene tarlerinin yayilisina
uygundur. Bu sebeple, Babesia turlerinin olasi vektorleri olarak kabul
Rhipicephalus ve Haemaphysalis'lere ek olarak bdlgede Ixodes
turlerinin de bulunmasi, buna karsin koyun ve kecilerde Babesia
enfeksiyonlarinin disuk prevalansi, vektor kenelerin tespitine yonelik

yeni arastirmalarin yapilmasi gerektigi sonucunu dogurmaktadir.

Dogu Anadolu’da oldugu gibi Karadeniz bdlgesinde de Theileria sp.
OT3 ve Theileria sp. MK’nin bulundugu, bu genotiplerin éncelikle tur
olup olmadiginin acikhga kavusturularak, Turkiye’nin  diger
bolgelerindeki yayilislari ile vektorleri ve patojenitelerinin, detayli olarak

ortaya konmasi gerektigi sonucuna variimigtir.

Karadeniz bolgesinde koyun ve kecilerde 12 farkh kene turt (H. parva
R. bursa, R. turanicus, D. marginatus, R. sanguineus, H. punctata, I.
ricinus, H. marginatum, H. sulcata, H. excavatum, H. concinna, H.
detritum) tespit edilmistir. Bolgede koyun ve kecilerde Rhipicephalus,
Haemaphysalis ve Dermecentor soyuna bagh kene tirleri ile
enfestasyonlarin Hyalomma ve Ixodes tirlerine gore daha fazla oldugu

ortaya gikmistir.
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e Karadeniz bolgesinde koyun ve keciler Gzerinde Rhipicephalus ve
Hyalomma’larin ilkbahar ve yaz; Haemaphysalis'lerin kis, ilkbahar ve
sonbahar; Dermacentor ve Ixodes’lerin ise butin mevsimlerde

goruldugu belirlenmistir.
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