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OZET

AFYONKARAHISAR iLINDEKiI KOYUN VE KECILERDE BABESIA VE
THEILERIA TURLERININ YAYGINLIGININ ARASTIRILMASI

Bu c¢alisma ile 2019 yili Mart-Kasim aylar1 arasinda Afyonkarahisar ilinin
Sinanpasa, Hocalar, Suhut, Bolvadin ve Thsaniye ilgelerindeki kii¢iik ruminantlarda
Theileria ve Babesia tiirlerinin yayginlig1 arastirilmistir. Arastirma merkezlerindeki
200’1 koyun, 200’1 kegi olmak tizere 400 hayvandan EDTA’l1 tiiplere kan numunesi
almmistir. Kan 6rneklerinden hazirlanan siirme frotiler mikroskobik olarak Theileria
ve Babesia piroplasmlar1 yoniinden incelenmistir. EDTA’ll kanlardan ekstrakte
edilen DNA o&rnekleri RLB-F2 ve RLB-R2 primerleri kullanilarak Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile amplifiye edilmistir. Amplifikasyon triinleri, Theileria ve
Babesia soy ve tiirlerine 06zgii problarin baglandigi bir membran iizerinde
hibridizasyona birakilarak Reverse line blotting (RLB) teknigi ile incelenmistir.

Kan frotilerinin mikroskobik muayenesinde 17 koyunda (%4,25) Theileria spp.
piroplasm formlar1 goriillirken kegilerde Theileria ve Babesia tiirlerine
rastlanilmamistir. RLB yontemi ile 400 kan 6rneginin 97 (%24,25)’sinde Theileria
ovis tirt ile tekli enfeksiyon tespit edilmistir. PCR teknigi ile bu tiir 400 6rnegin 74
(%18,5)’tinde bulunmustur. Koyun ve kecilerde diger Theileria tiirleri (Theileria
lestoquardi, Theileria luwenshuni, Theileria uilenbergi) ile genotiplerine (Theileria
sp. MK, Theileria sp. OT1, Theileria sp. OT3) ve Babesia tiirlerine rastlanilmamustir.
Caligsma siiresince koyun ve kegiler lizerinden 145 olgun kene toplanmustir.

Toplanan kenelerin 97’si (%66,8) Rhipicephalus bursa, 40'1 (%27,58) Dermacentor
marginatus, 4’ (%2,75) R. turanicus ve 4’ (%2,75) R. sanguineus olarak teshis
edilmistir. Rhipicephalus bursa olarak teshis edilen 10 adet disi keneden elde edilen
yumurta kiimelerinde Babesia spp.’ye rastlaniimamustir.

Anahtar Kelimeler: Babesia, Kegi, Koyun, PCR, RLB, Theileria



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE PREVALENCE OF BABESIA AND THEILERIA
SPECIES IN SHEEP AND GOATS IN AFYONKARAHISAR

This study investigated the prevalence of Theileria and Babesia species in small
ruminants between March and November 2019 in Sinanpasa, Hocalar, Suhut,
Bolvadin, and Ihsaniye districts of Afyonkarahisar province. Blood was taken from
400 animals, 200 of which were sheep and 200 of which were goats. Thin smear
preparations prepared from blood samples were examined microscopically for
Theileria and Babesia piroplasms. DNA samples extracted from blood were
amplified by Polymerase chain reaction (PCR) using primers RLB-F2 and RLB-R2.
Amplification products were examined by the Reverse line blotting (RLB) technique,
allowing hybridization on a membrane to which probes specific to Theileria and
Babesia strains and species were added.

In the microscopic examination of blood smears, Theileria spp. was found in 17
sheep (4.25%). While piroplasmic forms were seen in sheep, Theileria and Babesia
species were not found in goats. The RLB technique detected a single infection with
T. ovis in 97 (24.25%) of 400 blood samples. PCR was used to detect T. ovis species
in 74 (18.5 percent) of the 400 samples. Other Theileria species (Theileria
lestoquardi, Theileria luwenshuni, Theileria uilenbergi) and genotypes (Theileria sp.
MK, Theileria sp. OT1, Theileria sp. OT3), as well as Babesia species, were not
detected in sheep and goats.

A total of 145 adult ticks from sheep and goats were collected for the investigation.
Rhipicephalus bursa (66.8%), Dermacentor marginatus (27.58%), R. turanicus
(2.75%), and R. sanguineus (2.75%) were identified among the ticks collected. In 10
egg clusters collected from female R. bursa ticks, no Babesia species were found.

Keywords: Babesia, Goat, PCR, RLB, Sheep, Theileri
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

C3: komplement 3

CF: Komplement Fikzasyon

dk.: Dakika

DNA: Deoksiriboniikleik asit

DNaz: Deoksiriboniikleaz

dNTP: Deoksiniikleotrifosfat

ECL: Chemileluminecent Detection Agent
EDAC: 1-ethyl-3 (dimethylaminopropyl) carbodimiimine
EDTA: Etilendiamintetra-asetik asit

ELISA: Enzim Linked Immuno Sorbent Assay
HCI: Hidroklorik asit

ICS: immunokromatografik strip

IFAT: Indirek Floresan Antikor Testi

IHA: indirekt Hemaglutinasyon

19G: immunoglobulin G

KCI : Potasyum kloriir

LAMP: Loop Mediated Isothermal Amplification
LAT: Latex Aglutinasyon Testi

M: Molar

ml: Mililitre

mM: Milimolar

NK: Dogal katil hiicreleri

NO: Nitrik oksit

pH: Potansiyel hidrojen

pmol: Pikomol

PAMPs: Patojenle iliskili molekiiler kaliplar
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PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RIA: Radioimmunoassay

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism
RLB: Reverse Line Blotting

RNA: Riboniikleik asit

RNaz: Riboniikleaz

SDS: Sodyum Dodesil Siilfat

Sp.: Species (tiir)

spp. : Species (tiirler)

SSPE: Standard Sodyum Fosfat EDTA

TAE: Tris-Asetik asit-EDTA tampon soliisyonu
TLRs: Toll-like reseptorler

TUIK: Tiirkiye Istatistik Kurumu

UV: Ultraviyole

ul: Mikrolitre

pm: Mikrometre
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1. GIRIS

Tropik ve subtropik iklim kusaklarinda yer alan iilkelerde theileriosis ve babesiosis
gibi kene kaynakli protozoer enfeksiyonlar evcil ruminant yetistiriciliginde 6nemli

bir sorun olusturmaktadir (Jongejan ve Uilenberg, 1994).

Subtropik iklim kusaginda yer alan Tiirkiye’de kenelerle tasinan hastaliklar
yaygin olarak goriilmektedir. Bugiine kadar insanlarda ve hayvanlarda kene kaynakli

19 hastaligin varlig1 agiklanmistir (Inci vd., 2016).

Tiirkiye’de 42 milyon 126 bin bas koyun, 11 milyon 985 bin bas keci varligi
bildirilmistir. Afyonkarahisar koyun ve keg¢i yetistiriciliginin yaygin olarak yapildigi
bir il olup, koyun sayis1 bakimindan (1.124.236) Ege bolgesi illeri arasinda 1. sirada,
kegi say1s1 bakimmdan (110.810) ise 7. sirada yer almaktadir (TUIK, 2020).

Theileria ve Babesia tiirleri evcil ve yabani hayvanlarda, baz1 Babesia tiirleri
ayni zamanda insanlarda klinik ve subklinik enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu
hastaliklar, 6liim, verim diisiikliigii, veteriner hekim hizmet maliyeti ve kene kontrol
masraflar ile 6nemli 6lgiide ekonomik kayba yol agmaktadir. Akut enfeksiyonu
geciren hayvanlarin enfeksiyon kaynagi olmalari da ekonomik kaybin uzun siire
devam etmesine neden olmaktadir (Bilgi¢ vd., 2017; Aydin ve Dumanli, 2019). Bu
enfeksiyonlarin yayginliklarinin arastirilmasi ve vektor kenelerin tespiti etkili
korunma ve kontrol yontemlerinin planlanmasinda 6nem tagimaktadir (Jongejan ve

Uilenberg, 2004).

Babesiosis ve theileriosisin teshisi klinik bulgularin degerlendirilmesi,
mikroskobik muayene, serolojik yontemler ve molekiiler tekniklerle yapilmaktadir.
Mikroskobik muayene tiir teshisinde ve akut enfeksiyonu geciren hayvanlarda diisiik
parazitemi nedeniyle etken tespitinde yetersiz kalmaktadir. Teshis amaciyla uzun
siire kullanilan serolojik yontemlerin kullanimi, tlirler arasi ¢apraz reaksiyon ve
yanlis negatif sonu¢ vermeleri nedeniyle sinirlandirilmistir. Son yillarda tasiyici

hayvanlardaki ve vektor kenelerdeki etkenlerin tespiti amaciyla daha duyarli ve



giivenilir olan Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve Reverse line blot (RLB) gibi
molekiiler teknikler gelistirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu tiire 6zgii primerler
kullanilarak hastaliklarin tiir diizeyinde tespitini saglamaktadir. Birden fazla tiirle
enfeksiyonun oldugu durumlarda ayni anda tiim etkenlerin tespit edilmesine olanak
veren RLB teknigi ise parazitoloji alaninda oOzellikle kan parazitlerinin tespiti
amactyla yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir (Sevinc ve Dik, 1996; Dumanl

vd., 1997; Bilgi¢ vd., 2017; Ozubek ve Aktas, 2017a).

Afyonkarahisar ilindeki koyun ve kecilerde Babesia ve Theileria tiirlerinin
yaygmhgr ile ilgili kapsamli bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada,
Afyonkarahisar ilindeki koyun ve kegilerde Babesia ve Theileria tiirlerinin varligi ile
yayginligr mikroskobik muayene, PCR ve RLB yontemleri ile karsilagtirmali olarak
arastirilmig, bu hayvanlar lizerinden toplanan disi kenelerden elde edilen yumurta

kiimeleri de Babesia spp.’nin mevcudiyeti yoniinden incelenmistir.

1.1. Babesiosisin Tarihgesi ve Taksonomisi

Victor Babes, 19. ylizyilin sonunda Romanya’daki sigirlarin eritrositlerinde gordiigii
mikroorganizmalar1 sigir hemoglobiniirisi veya kirmizi su hummasi etkeni olarak
tanimlamis, koyunlarin kirmizi kan hiicrelerinde de benzer etkenlere rastlamistir
(Babes, 1888). Smith ve Kilborne (1893), ABD'de Teksas sigir hummasi etkenini
Pyrosoma bigeminum olarak adlandirmis, hastaligin keneler tarafindan nakledildigini
bildirmistir. Ayn1 yil (1893), Starcovici sigirlarda tespit ettigi etkenleri Babesia bovis
ve Babesia bigemina, koyunlarda buldugu etkeni Babesia ovis olarak isimlendirmis
olup bu parazit formlarina, genellikle armut seklinde olmalari nedeniyle ‘Piroplasm’

ad1 verilmistir (Starcovici, 1893).



Babesia tiirlerinin Systema Natura (2000)’ya gore siniflandirmadaki yeri asagidaki
gibidir (Brands, 1989-2005).
Ust alem: Corcicata Lankester, 1878
Alem: Chromista Cavalier-Smith, 1981
Alt alem: Harosa Cavalier-Smith, 2000
Asagi alem: Halvaria Cavalier-Smith, 2010
Ust sube: Alveolata Cavalier-Smith, 1991
Sube: Miozoa Cavalier-Smith, 1987
Alt sube: Myzozoa Cavalier-Smith ve Chao, 2004
Asagi sube: Apicomplexa Levine, 1970
Ust simif: Sporozoa Leuckart, 1879
Siif: Coccidiomorphea Doflein, 1901
Alt sinif: Hematozoa Vivier, 1982
Ust takim: Aconoidia Cavalier-Smith, 2014
Takim: Piroplasmida Wenyon, 1926
Aile: Babesiidae Poche, 1913

Cins: Babesia Starcovici, 1893

1.2. Koyunlarda ve Kecilerde Babesiosis

Koyun ve kegilerde babesiosise Babesia ovis, B. motasi, B. crassa, B. foliata, B.
taylori, B. sp. Xinjiang, B. sp. BQ1 ile Babesia sp. BQ1’in Lintan ve Ningxian
suglarinin neden oldugu bildirilmistir (Hasherni-Fesharki ve Uilenberg, 1981;
Levine, 1985; Uilenberg, 2001; Liu vd. 2007; Guan vd., 2008).

Babesia tiirleri mikroskobik olarak merozoitlerin biiyiikliiklerine gore biiyiik
ve kii¢iik olmak {izere iki gruba ayrilir. Kiigiik Babesia etkenleri, 1,0-2,5 um biiyiik
Babesia etkenleri ise 2,5-5 um uzunlugundadir. Kiiciik Babesia etkenlerinde ¢ift
armut formlar1 arasindaki agi genis, biiylik Babesia etkenlerinde ise ¢ift armut
formlar1 arasindaki ag1 dardir. Babesia ovis, B. taylori ve B. foliata kii¢iik Babesia
tirlerinden, B. motasi ve B. crassa ise biiyiikk Babesia tiirlerindendir (Chauvin vd.,
2009).



Babesia ovis, genellikle yuvarlak formda olup oval, tek veya ¢ift armut
formlar1 da mevcuttur. Konak eritrositinin geperine yakin yerlesim gosteren tiiriin ¢ift

armut formlar1 arasindaki ag1 genistir (Levine, 1985).

Babesia taylori merozoitleri, cogunlukla oval veya yuvarlak, nadiren armut
formundadir. Babesia foliata merozoitleri ise B. ovis’e benzemekle birlikte yaprak
seklindedir (Levine, 1985).

Babesia motasi merozoitleri genellikle tek veya ¢ift armut formunda olup B.

bigemina’ya benzer (Levine, 1985).

Biiyiik Babesia tiirlerinden olan B. crassa eritrositler iginde genellikle dortli
formda bulunur (Levine, 1985).

Babesia sp. Xinjiang ve B. sp. BQ1 Cin’de tespit edilmis iki yeni tiirdiir.
Babesia sp. Xinjiang 2,42 pum uzunlugunda ve ¢ift armut formundadir (Liu vd.
2007).

Eritrositler iginde farkli gelisim asamalarinda bulunmalari, konaga tasinirken
boyut ve sekil degisiklikleri olusmasi gibi nedenler Babesia tiirlerinin morfolojik

ayrimin1  giiclestirmektedir (Homer vd., 2000).

Babesia merozoitleri, diger Okaryotik hiicrerlerde oldugu gibi c¢ekirdek,
sitoplazma, hiicre zar1, endoplazmik retikulum (ER), golgi aygiti ve mitokondri gibi
organellere sahiptirler. Alveolata kokiinde yer almalari nedeniyle sahip olduklar
alveol tabakas1 ve ikincil bir mikrotiibiil tabakasi, parazit hareketi ile konak hiicreye
giriste gorev almaktadir (Lew vd., 2002). Hiicre i¢i gelisim gosteren Babesia
tiirlerinde apikal kompleks ad1 verilen yap1 konak hiicreyi bulmayi, hiicreye girmeyi
ve hiicreye adapte olmayr saglamaktadir. Kutup halkasi, rhoptri, mikronem ve
subpellicular mikrotubullerden olusan yapi1 konak hiicreye giris tamamlandiktan
sonra genellikle rezorbe olmaktadir. Babesia tiirlerinde apikal kompleks

organellerinden olan konoid yoktur (Blackman vd., 2001; Klinger vd., 2013).



1.3. Babesia Tiirlerinin Yasam Dongiisii

Babesia tiirleri yasam dongiisiinde eseyli ¢ogalmanin gectigi ixodid kene ve eseysiz

cogalmanin gectigi omurgali konak olmak {iizere iki farkli konaga ihtiya¢ duyarlar

(Sekil 1.1).
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Sekil 1.1: Babesia tiirlerinin yasam siklusu (Bock vd., 2004)’den degistirilerek

1.3.1. Omurgah Konakta Gelisim

Babesia tiirleri omurgali konaklara ixodid kenelerce transstadial ve transovarial
olarak taginmaktadir. Vektor kene tiikiirigii ile konakcgiya verilen sporozoitler,
dogrudan eritrositlere girerek, piroplazmik (trofozoit) forma doniisiirler (Uilenberg,
2006). Zorunlu hiicre i¢i paraziti olan Babesia spp. konak eritrositi igine girerken



yiizeyinde bulunan ve ligand ad1 verilen molekiiller eritrosit yilizeyindeki reseptorler
ile etkilegsmektedir. Hiicre i¢ine girdikten sonra da konak bagisiklik sisteminden
kagabilmektedirler (Yokoyama vd., 2006; Rodriguez vd., 2013). Enfekte kenenin kan
emmesiyle birlikte tiikiiriik salgisinda bulunan sporozoitler konak kan dolagimindaki
eritrositlere endositozisle girerler. Sporozoitin temas ettigi eritrositin ylizeyinde
meydana gelen invaginasyonla vakuol olugmaksizin konak eritrositine giris
gerceklesir. Eritrosit icine giren sporozoitler yuvarlaklasarak trofozoit sekline
dontisiirler. Trofozoitin olgunlasmasi ile apikal kompleksi olusturan yapilar tekrar
olusur. Olgun trofozoitin ikiye veya dorde boliinmesiyle oval, ameoboid ya da armut
formlarina kadar degisen piroplasmik formlar meydana gelir. Trofozoit ikiye veya
dorde boliinerek merozoitleri olusturur. Cogalma sonucu olusan merozoitlerden
meydana gelen Oncii gamontlar, vektdr kene tarafindan alinincaya kadar gelismez.
Enfekte eritrositin pargalanmasi ile serbest kalan diger merozoitler, saglam
eritrositleri enfekte ederler. Eritrositten serbest kalan merozoitler saglam eritrositlere
girme esnasinda apikal kompleksin bulundugu ucu dondiirerek invaginasyona neden
olur. Merozoitlerin yiizeyinde bulunan complement 3 (C3) proteininin eritrositlerde
bulunan C3 reseptoriine baglanmasi ile penetrasyon meydana gelir. Merozoit yiizey
ortiisii ile roptri ve mikronem proteinleri konak hiicreye giriste kullanilan ligandlardir
(Chapman ve Ward 1977; Dominguez vd., 2010; Besteiro vd., 2011; Asada vd.,
2012; Gubbels ve Duraisingh 2012; Lobo vd., 2012). Eritrosit i¢inde ¢ogalma ya
konagin oliimiine kadar ya da konagin bagisiklik sistemi, parazitin ¢ogalmasina son
verene kadar devam eder. Babesia tiirleri, Plasmodium ve Haemoproteus tiirlerinden
farkli olarak konak hiicrede, hemoglobini kalinti birakmayacak sekilde metabolize

ederek hemozoin pigmenti olusturmazlar (Uilenberg, 2006).

1.3.2. Vektor Kenedeki Gelisim

Vektor kenenin enfekte omurgali konaktan emdigi kanin, kenenin orta bagirsagina
gelmesi ile vektorde gelisim baslar. Enfekte eritrositlerle alinan 6ncili gamontlardan
olusan “Strahlenkorper” veya ‘isinsal cisimcik (ray body)’ adi verilen cikintili
formlar eritrosit i¢inde ¢ogalarak ¢ok c¢ekirdekli 1sinsal cisimcik topluluklari

olustururlar. Cok ¢ekirdekli 1sinsal cisimciklerden tek ¢ekirdekli ve haploid yapida



cok sayida mikro ve makro gametler meydana gelir. Mikro ve makro gametlerin
birlesmesiyle olusan zigot, sindirim hiicrelerinde ¢ogaldiktan sonra basofilik
hiicrelerde daha fazla boliinme gegirerek cok sayida ‘ookinet’, ‘Sporokinet’ veya
‘vermikiil’ olarak bilinen ¢omak sekilli hareketli formlar1 olusturur. Bu hareketli
formlar kenenin hemolenfine gegerek malpighi tubul hiicreleri, tiikiiriikk bezleri,
disilerde ovaryumlar gibi degisik hiicre ve dokularda sekonder sizogoni ile ikinci
nesil kinetleri sekillendirirler. Enfekte disi kenenin yumurtalariyla larval doneme
transovarial nakil gerceklesir. Enfekte larvalarda kinetler, tlikiiriik bezi hiicrelerine
girerek sporogoni gegirirler. Bu eseysiz ¢ogalma fazinda once sporoblastlar, vektor
kenenin kan emmek i¢in omurgali konaga tutunmasiyla da sporoblastlardan enfektif
form sporozoitler meydana gelir. Transovarial nakilde sporozoitlerin omurgali
konaklara nakli vektor kenenin larva, nimf ya da olgun asamasinda gergeklesir
(Wenyon, 1926; Mehlhorn vd., 1986; Uilenberg, 2006). Transstadial nakilde larva
veya nimf doneminde enfekte konaktan kan emen vektor keneler, kanla birlikte
etkenleri de alarak bir sonraki gelisme doneminde verirler. Vektor kenede
gametogoninin tamamlanmasiyla olusan ookinet, hemolenf ile tiikiirik bezi, diger
doku ve organlara gider. Tiikiiriik bezi hiicrelerinde sporogoni yolu ile ¢ogalarak
sporoblastlart olugturur. Kenenin kan emmesi ile baglayan tomurcuklanma
sonucunda enfektif form sporozoitler olusur. Vektor kenenin kan emmeye
baslamasindan birkag¢ giin sonra olgunlasan sporozoitler, kenenin tiikiiriik salgist ile

aktifleserek duyarl konaga verilirler (Uilenberg, 2006).

1.4. Epidemiyoloji

Babesiosisin epidemiyolojisinde; bolgenin cografik konumu ve iklimi, bitki ortiisd,
bolgedeki mevcut kene tiirleri ile mevsimsel aktiviteleri, kene enfestasyon ve
enfeksiyon oranlari, kapali mekanda yetistirilme veya meraya ¢ikarilma, asilama,
duyarli konak mevcudiyeti, bolgedeki hastalik durumu ve yayilis1 gibi faktorlerin
etkili oldugu bildirilmistir (Kuttler, 1981; I¢a vd., 2005). Enfeksiyonun subklinik
seyrettigi hayvanlar vektor kene tiirleri icin enfeksiyon kaynagi olmalar1 agisindan

epidemiyolojik 6nem tasir (Levine, 1985).



Babesia ovis; Rhipicephalus bursa, R. turanicus, R. evertsi, Hyalomma
anatolicum excavatum ve Ixodes persulcatus tiirii kenelerle tasinmaktadir. Babesia
motasi; R. bursa, Haemaphysalis punctata, 1. ricinus, Hae. parva ve D. silvarum
tarafindan nakledilmektedir (Levine, 1985). Babesia crassa’nin Hae. sulcata, Hae.
parva, Hae. concinna ve Hae. inermis tarafindan tasinabildigi bildirilmistir (Aktas,
2014). Babesia sp. Xinjiang’in vektorii olarak H. anatolicum (Guan vd., 2009), B. sp.
BQ1I’in vektorleri olarak Hae. ginghaiensis ve Hae. longicornis tiirleri a¢iklanmistir
(Guan vd., 2010).

Babesiosis koyun ve kecilerde siddetli seyrederken oglak ve kuzularda hafif
bir seyir gostermektedir. Enzootik bolgelerde, vektdr kene, parazit ve omurgali
konak arasinda bir denge vardir. Enfekte vektor kenelerin yaygin oldugu bolgelerde
bulunan koyunlar, siirekli olarak etkene maruz kaldiklarindan premiinisyon (nisbi
bagisiklik) sekillenmektedir. Bu tiir bagisikligin goriildiigii enzootik stabil bolgelerde
klinik semptomlara ender olarak rastlanmaktadir. Enzootik instabil bolgelerde ise
enfekte kenelerin az olmasi nedeniyle hayvanlarda yeterli diizeyde premiinisyon
olusmamaktadir. Bu bolgelerde enfekte kene miktarindaki ani artiglar klinik
enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasiyla sonug¢lanmaktadir (Schnittger vd., 2004; Karatepe
ve Karatepe, 2016).

1.5. Tiirkiye'de Koyun ve Kecilerde Babesiosisin Yayilisi

Tiirkiye’de koyunlarda yaygin olarak goriilen B. ovis, ilk kez 1899 yilinda Nicolle ve
Laveran tarafindan Istanbul’da bildirilmistir (Goksu, 1967). Daha sonra yapilan
mikroskobik, serolojik ve molekiiler yontemler ile parazitin koyun ve kecilerdeki
varlig1 ve yayilis1 ortaya konmustur. Mikroskobik baki sonuglarina gore koyunlarda
B. ovis’in prevalansi, %0,33-67,37 araliginda bulunmustur. Bu tiirin bolgelere gore
yayilist, Ic Anadolu’da %2,49-27,35, Dogu Anadolu’da 9%0,60-30,60, Giineydogu
Anadolu’da %0,65-2, Marmara’da 9%0,36-0,65, Ege’de %0,49-0,66, Karadeniz’de
%1,18-67,37 olarak bildirilmistir (Goksu, 1967; Hoffmann vd., 1971; Guralp vd.,
1975; Tasci, 1989; Deger, 1990; Cakmak vd., 1991; Ozer vd., 1993; Sevinc ve
Dik,1996; Inci vd., 1998; Bicek ve Deger, 2001; Emre vd., 2001; Inci vd., 2002;



Aktas vd., 2001; Karatepe vd., 2003; Cicek vd., 2004; Aktas vd., 2005a; 2005b;
Sarayli vd., 2006; Aktas vd., 2007; Kocabeyoglu, 2009; Sevinc vd., 2013; Ceylan
vd., 2021).

Kegilerde mikroskobik yontem ile Babesia ovis tiriiniin yaygmligi %1-12,12
araliginda tespit edilmistir. Bu tiiriin mikroskobik prevalansi; i¢ Anadolu’da %1-
12,12, Dogu Anadolu’da ise %3,33 olarak bildirilmistir (Inci vd., 1998; Inci vd.,
2002; Karatepe vd., 2003; Aktas vd., 2005b; Sarayli vd., 2006).

Karadeniz Bolgesi’nde 18 koyun ve 7 kegiye ait kan drneklerinden hazirlanan
stirme frotilerin Theileria ve Babesia tiirleri yoniinden incelendigi bir diger
caligmada frotilerin mikroskobik muayenesinde Babesia tiirlerine rastlanmamigtir
(Altay vd., 2012). Karadeniz Bolgesi’nde yapilan baska bir arastirmada 869 koyun
ve 9 keciye ait kan frotisinin mikroskobik incelemesinde Babesia piroplazmlari

goriilmemistir (Aydin vd., 2013).

Tiirkiye’de B. ovis’in koyunlarda serolojik teshisi ilk kez 1979 yilinda
yapilmistir (Ozkog, 1979). Daha sonra yapilan ¢alismalarla bu tiiriin seroprevalansi
%9,80-80,20 arasinda tespit edilmistir. Koyunlarda B. ovis’in seroprevalansi;
Karadeniz bolgesi’nde %31,52-71,63, Ege’de %23,58-80,20, Marmara’da %9,80-
63,3, Dogu Anadolu’da %@45-65,19, Gilineydogu Anadolu’da %27,52-55,68, Ic
Anadolu’da %?23,63-70,90 arasinda saptanmistir (Ozkoc, 1979; Deger, 1990;
Cakmak vd., 1991; Duzgun vd., 1991; Sevinc ve Dik, 1996; Duzgun, 1997; Sayin
vd., 1997; Dumanli vd., 1997; Aktas vd., 2001; Bicek ve Deger, 2001; Emre vd.,
2001; Karatepe vd., 2003; Cicek vd.,2004; Karatepe vd., 2005; Ekici vd., 2012;
Sevinc vd., 2013; Ceylan vd., 2021). Nigde yoresinde kegilerde Babesia ovis'in
prevalansi IFA testi ile %34,78 olarak saptanmistir (Karatepe vd., 2003). Tiirkiye'de
kii¢lik ruminantlarda goriilen kene kaynakli hastaliklar ile ilgili ilk molekiiler ¢aligma
Aktas vd. (2005a), tarafindan yapilmistir. Ege, Akdeniz, i¢ Anadolu, Dogu Anadolu
ve Giineydogu Anadolu bolgelerindeki kiiciik ruminantlarda yapilan molekiiler bir
calismada, bu tiirtin PCR ile yayginligi %4,9, RLB ile yayginlig1 %0,4 olarak tespit
edilmistir (Bilgi¢ vd., 2017). Babesia ovis'in saglikli koyunlardaki molekiiler



prevalanst  %0,58-13,15 arasinda saptanmis, prevalans degerleri; Akdeniz
Bolgesi'nde %°5-6,73, Karadeniz’de %0,58-1,66, Ege’de %0,82-6,72, Dogu
Anadolu’da %°5,43-10,66, Giineydogu Anadolu’da %2,56-13,15, Ic Anadolu’da
%2,9-9,9 arasinda bulunmustur (Aktas vd., 2005a; 2005b; Sarayli vd., 2006; Aktas
vd., 2007; Altay vd., 2007a; Kocabeyoglu, 2009; Inci vd., 2010; Sevinc vd., 2013;
Aydin vd., 2013; Bilgi¢ vd., 2017; Kose, 2017; Ozubek ve Aktas, 2017a; 2017b;
Zhou vd., 2017; Sevinc vd., 2018; Ceylan vd., 2021).

Seving vd. (2018), klinik semptom gosteren koyunlarda yaptiklart molekiiler
calismada, %70,81 oraninda pozitiflik saptamislardir. Benedicto ve arkadaslarinin
yaptig1 bir bagka aragtirmada, kene ile enfeste koyunlarda %64,8 oraninda, kecilerde
ise %53,6 diizeyinde B. ovis molekiiler pozitifligi saptanmistir (Benedicto vd., 2020).

Babesia ovis’in saglikli kegilerde molekiiler prevalansi %0,43-3 arasinda
saptanmig, prevalans degerleri; Akdeniz Bolgesi’nde %0,66-1,33, Dogu Anadolu’da
%1, Giineydogu Anadolu’da 90,43, Ic Anadolu’da %2-3 arasinda bulunmustur
(Sarayli vd., 2006; Aktas 2007; Kocabeyoglu, 2009; Inci vd., 2010; Ozubek ve
Aktas, 2017a; Kose, 2017).

Ozubek ve Aktas (2017a), 18S rRNA gen analizine gore Babesia sp. olarak
adlandirilan yeni bir Babesia izolatini Mersin ilindeki kegilerde %5,74 oraninda

tespit etmistir.

B. motasi tiirii Ege Bolgesi’ndeki kii¢iik ruminantlarda RLB teknigi ile %0, 1
oraninda tespit edilmistir (Bilgi¢ vd., 2017). Tirkiye'de B. crassa tiirlinliin varlig
bildirilmis (Schnittger vd., 2003), bu tiir RLB teknigi ile Ege, Akdeniz, Orta, Dogu
ve Giineydogu Anadolu bélgelerindeki kiigiik ruminantlarda %4,0 oraninda (Bilgic
vd. (2017), Burdur ilinde %6,19 oraninda tespit edilmistir (Kose, 2017).

1.6. Babesiosisde Bagisikhik

Babesiosise karst bagisiklikta sivisal (humoral) ve hiicresel (cellular) faktorler

birlikte gorev alirlar. Vektor kenenin kan emmesi sirasinda verilen sporozoitler, kisa
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bir siire dolasimda bulunurlar. Bu esnada, Immunoglobulin G (IgG) sporozoitlere
baglanip nétralize ederek hedef hiicrelere girisi engeller. Sporozoitlerin eritrositlere
girisini takiben paraziteminin yiikselmesiyle birlikte akut babesiosis sekillenir.
Parazitemi siiresi dogal bagisiklik hiicrelerince belirlenir. Makrofajlarin ve dogal
katil hiicrelerin (NK) yoklugu kisa siire i¢inde yiiksek bir paraziteminin gelismesine
neden olur. Parazitemi, NK hiicrelerce iretilen IFN- y ile makrofajlarca iiretilen
TNF-a, NO ve reaktif oksijenler tarafindan engellenir. Parazitlerin dejenerasyonunda
T lenfositleri ile 6zellikle de CD4+ ve IFN- vy alt popiilasyonlar: etkilidir (Werling
vd., 2004; Inci ve Biskin, 2007).

Parazitlerin 6liimii ve dalak tarafindan temizlenmesi parazitemiyi diisiirerek
hastaligin siddetini azaltir. Kazanilmis bagisiklik gelisir. Gelisen bagisiklikta Toll-
like reseptorler (TLRs), patojenle iliskili molekiiler kaliplar (PAMPSs) olarak
isimlendirilen korunmus molekiiler motiflerini tanir ve bu motiflere baglanirlar.
Bunun sonucu olarak dogal bagisikligin uyarilmasini ve takiben kazanilmis immun
yanitin baslatilmasin1 saglarlar. Toll-like reseptorlerden TLR9 ve TLRI11’in
babesiosise karsi bagisikliktan sorumlu olduklari bildirilmistir (Werling vd., 2004;
Inci ve Bigkin, 2007).

1.7. Babesiosisde Patojenite ve Klinik Bulgular

Hastalik yetiskin hayvanlar1 daha fazla etkilemekte, perakut, akut, subakut ve kronik
seyir gostermektedir. Hayatta kalan hayvanlarda ise subklinik enfeksiyon
olugmaktadir. Klinik bulgularin siddeti, etkenin tiirline ve virulans derecesine, vektor
kene tarafindan inokule edilen sporozoit miktarina, hayvanin yasi, irki ve bagisiklik
durumu gibi faktorlere bagh olarak degisebilmektedir (Purnell, 1981; Levine, 1985;
Kaufmann, 1996; Karatepe ve Karatepe, 2016). Kiiciik Babesia tiirlerinden B. ovis
oldukga patojendir. Biiyiik Babesia tiirlerinden B. motasi orta derecede patojenite

gosterirken, B. crassa diisiik virulansa sahiptir (Karatepe ve Karatepe, 2016).

Hastaligin patogenezinde, parazitlerin cogalmasi sonucu intravaskiiler

hemoliz sekillenmekte ve siddetli anemik anoreksi gelismektedir. Gelisen anemi
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kemik iliginde hiperplaziye neden olmaktadir. Kan sulu olup hemoglobiniiri ve
bilirubin olusumuna baglh ikterus gozlenmektedir. Aneminin devam etmesi, deri
altinda 6dem, asites ve kilo kaybina yol agmaktadir (Karatepe ve Karatepe, 2016).
Akut enfeksiyonlarda enfekte eritrositlerin  kiimelenmesine  baglh
mikrovaskiiler sistemde durgunluk, karaciger, dalak, bobrek biiylimesi ile renklerinde
koyulagma, idrar kesesinin koyu kirmiz1 idrarla dolmas1 dikkati cekmektedir. Dalakta
kirmiz1 pulpa olduk¢a kanlanmis olup malpighi cisimcikleri inaktiflesmistir. Subakut
olgularda ise malpighi cisimcikleri orta derecede aktif, eritrosit fagositozu
belirgindir. Kronik enfeksiyonlarda, eritrosit fagositozu ve plazma hiicre sayisinda

artis goriillmektedir (Karatepe ve Karatepe, 2016).

Koyunlarda akut B. ovis enfeksiyonlarinda 41-42 derece ates, durgunluk,
istahsizlik ile tabloya eslik eden hemoglobinemi, hemoglobiniiri, anemi ve sarilik
goriilmektedir. Hasta hayvanlarda ayni zamanda kuru ve kanli diskilama, solunum ve
nabiz sayisinda artis, burun akintisi, dis gicirdatmasi ile titreme dikkati cekmekte, 2-

10 giin i¢inde 6liim sekillenmektedir (Purnell, 1981).

Babesia motasi ile akut enfeksiyonda koyunlarda yiiksek ates, anemi,
halsizlik ve istahsizlik goriiliir. Enfekte eritrositlerin parcalanmasi 7-10 giin i¢inde
Olime neden olur. Akut donemi atlatan hayvanlarda enfeksiyon kronik formda

seyreder. Ates diiser, perifer kanda etkenler azalir ve hayvanlar yem yemeye baglar
(Purnell, 1981).

1.8. Babesiosisde Teshis

Endemik bolgelerde hastaligin  goriilme sikligi, vektdr kenelerin  mevsimsel
aktiviteleriyle iliskili olup, kenelerin aktif oldugu mevsimlerde koyun ve kecilerde
ates, anemi, ikter ve hemoglobinuri gibi klinik semptomlarin goriilmesi hastalig1 akla
getirmektedir (Soulsby, 1986; Karatepe ve Karatepe, 2016). Hastaligin kesin
teshisinde mikroskobik, serolojik ve molekiiler tekniklerden yararlanilmaktadir.
Mikroskobik tani, paraziteminin yliksek oldugu akut enfeksiyonlarda perifer kandan

yapilan frotilerin mikroskobik muayenelerinde eritrositler i¢inde etkenin aranmasina
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dayanmaktadir. Ayrica, 6liim sonrasi karaciger, dalak ve kemik iliginden yapilan
stirme frotilerin mikroskobik incelemesi de yapilabilmektedir. Mikroskobik teshis
ucuz ve kolay uygulanabilir olmasma karsin, etkenler arasinda morfolojik
benzerliklerin olmasi giivenirligini azaltmaktadir (Karatepe ve Karatepe, 2016;
Maharana vd., 2016). Paraziteminin ¢ok diisiik oldugu, kronik ve subklinik
enfeksiyonlarda kan frotilerinde etken tespiti giiglesmekte, miks enfeksiyonlarda ise
morfolojik ayrim zorlasmaktadir. Hastaligin teshisinde olusan antikorlar1 tespit
etmek amactyla Enzim Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), Indirekt Fluoresan
Antikor (IFA), Indirekt Hemaglutinasyon (IHA), Komplement Fikzasyon (CF) ve
Latex Aglutinasyon Testi (LAT) gibi serolojik testlerden yararlanilmaktadir (Levine,
1985; Soulsby 1986; Karatepe ve Karatepe 2016; Chung vd., 2017). Serolojik
muayenede tiirler arasinda ¢apraz reaksiyonlarin goriilmesi duyarliligi ve giivenirligi
daha yiiksek olan, ayni zamanda tiir identifikasyonu saglayan PCR, RLB gibi
molekiiler yontemlere ilgiyi artirmistir (Figueroa vd., 1993; Aktas vd., 2005c;
Criado-Fornelio vd., 2009; Ramos vd., 2011; Horta vd., 2014; Romero-Salas vd.,
2016). Polimeraz Zincir Reaksiyonu hastalik etkenine ait hedef niikleik asit
zincirlerinin primer adi verilen spesifik komplementer oligoniikleotitler ve 1siya
dayanikli polimeraz enzimleri kullanilarak in vitro olarak ¢ogaltilmasini saglayan
oldukca 0Ozgiin ve giivenilir bir yontemdir. Bu yontem, cift iplikli bir DNA
molekiiliinde hedef dizilere iki oligoniikleotit primerin baglanmasi ve uzamasi
esasina dayanmaktadir. Reverse line blotting, birden fazla etkenin es zamanli olarak
tan1 ve ayirimlarint saglamaktadir. Bu teknik, 18S ve/veya 16S rDNA bolgelerinin
amplifikasyonu ve elde edilen amplikonlarin daha 6nceden bir membrana kovalent
olarak baglanmig tiir spesifik problarla hibridizasyonu esasmna dayanmaktadir.
Problarin membranda farkli siralara dizilmesi ve her bir amplikonun ayni1 anda tiim
problarla karsilagsmasi birden fazla etkene ait gen dizilimlerinin es zamanli tanisina
ve ayirimina olanak saglamaktadir (Gubbels vd., 1999; Biskin vd., 2011; Lempereur
vd., 2017).

Babesiosis koyun ve kegilerde benzer bulgularla seyreden theileriosis,

trypanosomiasis, anaplasmosis, eperythrozoonosis, basiller hemoglobinuri,
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leptospirosis, hemobartonellosis ile kolza ve kronik bakir zehirlenmesinden ayirt

edilmesi gerekir (Karatepe ve Karatepe, 2016).

1.9. Babesiosisde Korunma ve Tedavi

Kiigiik Babesia tiirlerinin biiyiik Babesia tiirlerine nazaran tedaviye daha ge¢ yanit
verdikleri agiklanmistir. Tedavide kullanilan bazi ilaglarin tek dozda parazitemiyi ve
premiinisyonu ortadan kaldirdigi, bu durumun endemik bdlgelerde bulunan
hayvanlarin hastaliga duyarli hale gelmesine ve reenfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasina
neden oldugu bildirilmistir (Kuttler,1981; Karatepe ve Karatepe, 2016). Koyun ve
kegilerde Babesiosisin  tedavisinde imidokarb dipropiyonat yaygin olarak
kullanilmaktadir. Imidocarb dipropionat’in Babesia ovis enfeksiyonlarinda, deri alt1
yolla 2 mg/kg, Babesia motasi enfeksiyonlarinda kas i¢i 1-3 mg/kg dozda
uygulamalarindan etkili sonuglar alinmistir (De Waal ve Combrink 2006; Mosqueda
vd., 2012; Gohil vd., 2013; Hacilarlioglu ve Karageng 2015; Karatepe ve Karatepe,
2016). imidokarb dipropiyonatin, oksitetrasiklinle birlikte kullanimimin, diminazene
aseturat ve oksitetrasiklinin kombine kullanimina gore daha basarili oldugu
bildirilmistir (Hacilarlioglu ve Karageng, 2015). Hasta hayvanlara ayn1 zamanda sivi
ve vitamin takviyesi yapilmali, bakim-besleme kosullarina dikkat edilmelidir
(Karatepe ve Karatepe, 2016). Gilinlimiizde babesiosise kars1 kullanilan spesifik bir
as1 bulunmadigindan hastalikla miicadele ila¢ kullanimi ve vektor kene kontrolii
seklinde yapilmaktadir. Babesiosisi gegiren koyun ve kegilerde premiinisyon
sekillenmekte, bdyle hayvanlar meradaki keneler icin enfeksiyon kaynagi
olusturmaktadir. Parazit, konak ve vektér populasyonunun dengede oldugu enzootik
stabil bolgelerde, olusan premiinisyon duyarli hayvanlari reenfeksiyonlara karsi
korumaktadir. Enzootik instabil bolgelerde bulunan hayvanlar ise azalan bagisiklik
nedeniyle hastaliga duyarli hale gelebilmektedir. Endemik bdlgelerde hastaliktan
korunma amaciyla 6nerilen premiinisyon (immunizasyon) yonteminde, patojenitesi
diisiik Babesia suslariin inokiilasyonunu takiben antibabesial ilaglar tedavi edici

dozun altinda verilerek homolog suslara karst koruyuculuk saglanabilmektedir
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(Kaufmann, 1996; Florin-Christensen vd., 2014; Karatepe ve Karatepe, 2016).
Hastaliga direngli irklarin gelistirilmesi de diger korunma yontemleri arasinda yer

almaktadir (Florin-Christensen vd., 2014).

1.10. Theileriosisin Tarihcesi ve Taksonomisi

Hastalik ilk defa 1903 yilinda Kafkasya sigirlarinda Dschunkowsky ve Lush
tarafindan tespit edilerek Tropikal Piroplasmose olarak isimlendirilmistir. Bu
arastiricilar sigir eritrositleri iginde tespit ettikleri etkenleri Piroplasma annulatum
olarak adlandirmislar, 1907 yilinda Theileria cins isminin onerilmesi ile Theileria
annulata olarak isimlendirilmislerdir (Mimioglu, 1985; Norval vd., 1992). Daha
sonra Sergent ve arkadaslart 1924 yilinda, Yakimoff ve Dektereff 1930 yilinda,
theileriosis ile ilgili cesitli aragtirmalar yapmaislar, tespit ettikleri tiirlerin genellikle
birbirlerinin  sinonimleri olduklarin1 ve Hyalomma soyuna ait Kkenelerce
nakledildiklerini bildirmislerdir (Mimioglu, 1985; Norval vd., 1992).

Theileria tiirlerinin Systema Natura (2000)’ya gore siniflandirmadaki yeri asagidaki
gibidir (Brands, 1989-2005).
Alan: Eukaryota Chatton,1925
Alem: Protozoa (Goldfuss,1818) R. Owen, 1858
Alt Alem: Bicilialata
Ust Sube: Alveolata Cavalier-Smith, 1991
Sube: Myzozoa Cavalier-Smith ve Chao, 2004
Alt Sube: Apicomplexa Levine, 1970
Sinif: Aconoidasida Mehlhorn, Peters ve Haberkorn, 1980
Takim: Piroplasmorida Wenyon, 1926
Aile: Theileriidae du Toit, 1918
Soy: Theileria Bettencourt, 1907

1.11. Koyunlarda ve Kecilerde Theileriosis
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Koyun ve kegilerde theileriosis, tropik ve subtropik iklim kusaklarinda Theileria
soyundaki tiirlerin neden oldugu kene kaynakli bir hastaliktir. Hastaliga T.
lestoquardi (T. hirci), T. seperata, T. recondita, T. ovis, Theileria luwenshuni,
Theileria sp. China 1, T. uilenbergi (Theileria sp. China 2), T. sp. OT1, T. sp. OT3 ve
T. sp. MK tiirleri neden olmaktadir. Theileria hirci, T. luwenshuni ve T. uilenbergi
tiirleri oldukga patojen olup, T. sp. OT1, T. sp. OT3 ve T. sp. MK’nin patojeniteleri
hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bu tiirlerin disinda kalan diger tiirler ise
hafif enfeksiyon olusturmaktadir (Uilenberg, 1981; Friedhoff, 1997; Yin vd., 2007;
Karatepe ve Karatepe, 2016).

T. lestoquardi’nin trofozoitleri, lenfosit ve eritrositlerde gelisim
gostermektedir. Eritrositer formlar yuvarlak 0,6-2 um capinda, oval veya g¢ubuk
seklinde 1,6 pum uzunlugundadir. Eritrositlerde ikili veya dortli formlara da
rastlanabilmektedir. Dalak ve lenf diiglimlerinin lenfositlerinde yaygin olarak
bulunan merontlar ortalama 8 pum capinda olup 1-80 adet graniil icermektedir.
Eritrositler i¢inde gelisen piroplasmik formlar ortalama 1-2 pm capindadir (Taylor

vd., 2016).

Theileria recondita’nin piroplasmik formlar1 genellikle yuvarlak veya gubuk
seklindedir. Cubuk formlar1 2,09 pum wuzunlukta, yuvarlak formlar1 1,22 pm
capindadir (Alani ve Herbert, 1988).

Theileria ovis sekil ve biyiklik bakimindan T. lestoquardi’ye
benzemektedir. Lenfosit ve eritrositlerde genellikle yuvarlak, nadiren oval ya da
cubuk seklinde goriilebilmektedir. Oval formlar1 0,6 -2 um ¢apinda, ¢gubuk formlar
ortalama 1,6 pm uzunluktadir. Tir ile enfekte dalagi cikarilmamis hayvanlarda
sizontlarin tespiti gliclesmekte, diisiik parazitemi nedeniyle de eritrositer formlara

ender rastlanmaktadir (Taylor vd., 2016).
Theileria uilenbergi ve T. luwenshuni tirleri morfolojik olarak T.

lestoquardi’ye benzemektedir. Morfolojik ve biyolojik benzerlik gosteren her iki tiir
filogenetik yonden farklidir (Yin vd., 2008).
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Theileria seperata’nin piroplasmik formlarinda veil adi verilen oval, perde

benzeri yapmin bulunmasi T. ovis’den ayrimini miimkiin kilmaktadir (Kaufmann,

1996).

1.12. Theileria Tiirlerinin Yasam Dongiisii

Zorunlu hiicre i¢i parazit olan Theileria tiirlerinin, sizogoni doénemi koyun ve
kecilerde, gemetogoni ile sporogoni donemleri ise vektor kenede gegmektedir (Sekil
1.2). Theileria tiirleri vektor kenelerce transstadial olarak nakledilmekte, a¢ larva
veya nimf enfekte bir konaktan kan emme esnasinda etkeni alarak gomlek
degistirdikten sonra a¢ nimf veya eriskin asamada bir diger konaga verilmektedir.
Theileria tiirlerinde vektor kenelerce transovaryal nakil olmadigindan, eriskin
donemde etkeni alan kene, baska bir konaga etkeni nakledememektedir (Soulsby,
1986; Shaw, 2003).
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Sekil 1.2: Theileria tiirlerinin yasam Siklusu-http://www.theileria.org/ahdw/background.htm
(int. Kyn. 1).

1.12.1. Omurgah Konakta Gelisim

Enfekte kene kan emme esnasinda tiikiiriik salgisi ile sporozoitleri duyarli hayvana 4-
8 giin sonra verir (Levine, 1985; Shaw, 2003; Karatepe ve Karatepe, 2016). Kan
dolasimima gecen, yaklasik 1 pm biiyiikliigiindeki sporozoitler, oval yapili, tek
cekirdekli ve hareketsizdirler. Kenenin kan emdigi yere yakin lenf yumrularinda
bulunan lenfositlere girerler. Konak hiicreye girisi saglayan apikal kompleks
unsurlarindan olan konoid, mikronem, mikrotubiil ¢emberi ve subpelikular ic¢
membran kompleksinden yoksundurlar. Konak hiicreye giris; baglanma, parazit ve
konak hiicre membranlar1 arasinda fermuar benzeri bir yapinin olusmasi, 6ziimseme
ve parazitin konak hiicre sitoplazmasina alinmasi agamalarindan olusur. Sporozoitler
konak hiicre sitoplazmasinda parazitofor vakuol olusturmaksizin serbest kalir,

geliserek trofozoit halini aldiktan sonra sizogoni yoluyla ¢cogalarak Koch cisimcikleri
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olarak da bilinen makrosizontlar1 olustururlar. Makrosizontlar 10-20 arasinda
cekirdege sahip olup birka¢ boliinme siklusundan sonra mikrosizontlar meydana
gelir. Mikrosizont ¢ekirdeklerinin her biri merozoitleri olusturur. Parazitin
olusturdugu lenfoproliferatif etki ile parazit ve lenfositler es zamanli olarak boliiniir.
Bunun neticesinde kanser hiicrelerine benzer sekilde metastaz olusturarak diger doku
ve organlara yayilir (Morrison vd., 1996; Shaw, 1997; Shaw, 2003; Hermann ve
Dobbelaere, 2006). Konak hiicrenin pargalanmasi ile dolasima gegen merozoitler,
eritrositlere girerek yuvarlak, oval, virgiil seklinde olabilen piroplasmik formlari
olustururlar.  Serbest kalan merozoitlerin eritrosit i¢ine girisi sporozoitlerin
lenfositler icine girisine benzer sekilde olur. Parazit ve eritrosit membranlarinin
olusturdugu fermuar benzeri mekanizmayla eritrosit igine alinan merozoitler
rhoptrilerce salgilanan enzim sayesinde konak hiicreyi irkiltmeden gelisimini
siirdliriir. Salgilanan bu enzim ayni zamanda konak hiicreye ait algaglar1 inaktive

ederek savunma mekanizmalarini etkisiz hale getirir (Shaw, 2003).

Piroplasmik formlara vektor kenenin sporozoitleri vermesinden 8-10 giin
sonra eritrositler i¢inde rastlanir. Piroplasmik formlar eritrosit i¢inde aseksiiel olarak

ikiye boliinerek ¢ogalir (Levine, 1985; Shaw, 2003; Karatepe ve Karatepe, 2016).

1.12.2. Vektor Kenedeki Gelisim

Vektor kenelerin enfekte koyun ve kegiden kan emmeleri esnasinda aldiklar
piroplasm formlarindan o6zellikle halka formunda olanlar kenenin bagirsaginda
gametogoni yoluyla c¢ogalarak iplik seklinde mikrogametleri ve yuvarlak
makrogametleri meydana getirir. Mikrogamet ile makrogametin birlesmesi sonucu
olusan zigot mide duvarini delerek hemolenfe gecer. Daha sonra uzayarak ookinet
halini alir ve tiikiirtik bezlerinin Tip I ve Tip II asini hiicrelerinde sporogoni yoluyla
cogalarak sporoblastlart meydana getirir. Vektor kenenin gomlek degistirip yeni bir
konag1 enfekte etmesiyle birlikte sporogoni yoluyla ¢ogalma sonucunda tiikiiriik bezi
hiicrelerinde sporozoitler olusur. Olusan sporozoitlerin kan emme siiresince konaga
verilmesi ile enfeksiyon nakledilmis olur (Levine, 1985; Shaw, 2003; Karatepe ve
Karatepe, 2016).
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1.13. Epidemiyoloji

Koyun ve kecilerde theileriosis, vektor kene aktivitesine bagli olarak genellikle Mart-
Eylill aylart arasinda goriilmekte, vektdr keneler ile yalnizca transstadial olarak
nakledilmektedir. Transstadial nakilde vektor kene kan emerken aldigi etkeni, bir
sonraki gelisim doneminde duyarli hayvanlara vermektedir (Karatepe ve Karatepe,
2016). Hastaligin epidemiyolojisinde onemli bir role sahip olan vektér kenelerin
dagiliminda iklim, toprak yapisi, bitki oOrtiisii ve yiikselti gibi faktorler etkili
olmaktadir (iga ve Ozkan, 2015).

Theileria ovis’in vektorleri, Akdeniz bolgesinde Rhipicephalus bursa,
Afrika’da R. evertsi, T. lestoquardi nin vektorleri R. bursa ve Hyalomma anatolicum
anatolicum, T. reconditanin vektérii Haemaphysalis punctata, T. separata’nin
vektorii R. evertsi, T. luwenshuni ve T. uilenbergi nin vektorleri Hae. ginghaiensis
ile diger Haemaphysalis tiirleri olarak agiklanmistir (Levine, 1985; Soulsby, 1986;
Kaufmann, 1996; Karatepe ve Karatepe, 2016).

1.14. Tiirkiye'de Koyun ve Kecilerde Theileriosisin Yayilis1

Tiirkiye’de Theileria tiirlerinin varligr ilk olarak mikroskobik baki daha sonra da
serolojik yontemler ve molekiiler teknikler ile arastirtlmistir. Koyunlarda Theileria
ovis tiirtine ilk kez 1931 yilinda Lestoquard ve Ekrem tarafindan rastlanmistir
(Goksu, 1967). Tirkiye’de yapilan mikroskobik ¢alismalarda Theileria ovis,
koyunlarda %1,44-52,71 arasinda bulunmustur (Goksu, 1967; Hoffmann vd., 1971;
Guralp vd., 1975; Altay vd., 2005; Aktas vd., 2005a; Sayin vd., 2009). Guralp vd.
(1975), Marmara bolgesindeki saglikli  koyunlarda T. ovis’in  mikroskobik
prevalansinm1 %1,44 oraninda tespit etmistir. Dogu Anadolu bolgesindeki saglikl
koyunlarda yapilan mikroskobik ¢aligmalarda T. ovis %19,35 (Altay vd., 2005) ve
%24,39 oraninda saptanmustir (Aktas vd., 2005a). Sayin vd. (2009), koyunlarda
Theileria ovis’i mikroskobik yontemle I¢ Anadolu’da %38,55, Dogu Anadolu’da
%18,42, Giineydogu Anadolu’da %41,38 oraninda tespit etmistir. Ayn1 ¢alismada bu
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tir ic Anadolu bolgesindeki kecilerde %8,20 oraninda saptanmistir (Sayin vd.,
2009). Theileria ovis saglikli ve klinik olarak siipheli kiiciik ruminantlarda
mikroskobik olarak I¢ Anadolu’da %18,26, Dogu Anadolu’da %52,71 oraninda
tespit edilmistir (Goksu, 1967; Aydin ve Dumanli, 2019).

Theileria ovis’in kii¢iik ruminantlarda serolojik prevalansina yonelik tek
calisma Saymn vd. (2009), tarafindan yapilmistir. Seroprevalans degerleri, I¢
Anadolu'da %8,20, Giineydogu Anadolu’da %10,71 olarak belirlenmistir (Sayin vd.,
2009).

Molekiiler tekniklerin kullanildig: gesitli ¢alismalarda 7. ovis’in koyunlardaki
yaygmhgr %0-79,69 arasinda, kegilerde ise %0,3-22,6 arasinda tespit edilmistir.
Bolgelere gore koyunlarda T. ovis’in goriilme sikligi; Akdeniz’de %30,56-79,69,
Gilineydogu Anadolu’da %0-57,45, Dogu Anadolu’da %24,79-58,79, ¢ Anadolu’da
%42-56,80, Karadeniz bolgesinde %27,34-34,64 arasinda bulunmustur. Saglikli
kecilerde yapilan molekiiler calismalarda ise; I¢ Anadolu’da %3,88-18,08,
Karadeniz’de 9%2,74-10,04, Dogu Anadolu’da 9%11,27-13,48, Giineydogu
Anadolu’da %0-22,6, Akdeniz'de %0,3-9,6 araliginda bildirilmistir (Aktas vd.,
2005b; Altay vd., 2005; Sarayli vd., 2006; Altay vd., 2007a; Altay vd., 2007b;
Kocabeyoglu, 2009; Inci vd., 2010; Altay vd., 2012; Aydin vd., 2013; Altay vd.,
2017; Bilgi¢ vd., 2017; Kose, 2017; Ozubek ve Aktas, 2017a; 2017b; Zhou vd.,
2017; Aydin, 2019; Ceylan vd., 2021). Bu tiir Dogu Anadolu’da saglikli koyunlarda
PCR teknigi ile %54,03 (Altay vd., 2005) ve %43,29 oranlarinda saptanmistir (Aktas
vd., 2005b). Theileria ovis RLB yontemiyle kiigiik ruminantlarda I¢ Anadolu
bolgesinde %33,9 (Inci vd., 2010) ve %37,6 (Sarayli vd., 2006), Karadeniz
bolgesinde koyunlarda %18,90 (Altay vd.,2012), kegilerde %?28,99 oranlarinda
(Aydin vd., 2013), Ege, Akdeniz, i¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve Giineydogu
Anadolu’da %60 (Bilgi¢ vd., 2017), Akdeniz bdlgesinde koyun ve kegilerde %17
oraninda tespit edilmistir (Ozubek ve Aktas, 2017a).

Theileria lestoquardi Tiirkiye’de yalnizca mikroskobik bakiyla (%16,9)

saptanmistir (Hoffmann vd., 1971). Theileria uilenbergi, T. luwenshuni, T. separata,
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Theileria sp. OT1 tiirlerinin Tiirkiye’deki varligr ilk kez Bilgi¢ vd. (2017), tarafindan
aciklanmistir. Kiigiik ruminantlarda yapilan bu ¢alismada RLB ile T. uilenbergi
%2,2, T. luwenshuni ve T. separata %0,10 oraninda, PCR ile T. luwenshuni en

yiiksek %23,8 oraninda tespit edilmistir (Bilgi¢ vd., 2017).

Kiiciik ruminantlarda molekiiler tekniklerle teshis edilemeyen izolatlardan
Theileria sp. MK genotipinin yaygimligi %0,3-2,59 arasinda (Altay vd., 2007a; Altay
vd., 2012; Aydin vd., 2013; Altay vd., 2017; Bilgi¢ vd., 2017; Ozubek ve Aktas,
2017a); Theileria sp. OT3 genotipinin yaygmligi ise %0,2-4,27 arasinda tespit
edilmistir (Altay vd., 2007a; Altay vd., 2012; Aydin vd., 2013; Altay vd., 2017,
Bilgi¢ vd., 2017; Aydin, 2019). Theileria sp. MK genotipi Karadeniz bolgesinde
saglikli kiiglik ruminantlarda %0,99 (Altay vd., 2012) ve %0,62 oranlarinda
bulunmustur (Aydin vd., 2013). Theileria sp. OT3 izolatina saglikli kiiglik
ruminantlarda i¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve Karadeniz bélgelerinde rastlanmistir
(Altay vd., 2007a; Altay vd., 2012 Aydin vd., 2013; Altay vd., 2017; Bilgi¢ vd.,
2017; Aydin, 2019).

Adana, Gaziantep ve Adiyaman illerindeki kiigiik ruminantlarda RLB ve
Nested PCR-restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP) kullanilarak yapilan
bir calismada T. annulata kegilerde %2,11, koyunlarda ise %3,56 oraninda tespit
edilmistir (Ozubek ve Aktas, 2017a).

1.15. Theileriosisde Bagisikhik

Enfeksiyona kars1 bagisikligin olusumunda hem humoral hem de hiicresel immun
sistem etkilidir. Vektor kenenin beslenmesi sirasinda dolasima verilen sporozoitlere
kars1 notralizasyon fonksiyonuyla humoral yanit olusmaktadir. Sporozoitlerin konak
hiicreye girisi ¢ok kisa siirede gergeklestiginden korumanin olusmasi igin yiiksek
oranlarda antikor titresine gereksinim duyulmaktadir. Dogal enfeksiyonlarda bu
titreler tekrarlanan enfekte kene enfestasyonlar: ile saglanabilmektedir. Antikorlarin

yant sira aktive edilmis makrofajlar tarafindan iiretilen nitrik oksit (NO)’in in vitro
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enfekte hiicrelere karsi hiicresel yanit 6n plana ¢ikmaktadir. Dogal 6ldiiriicii hiicreler
(NK), makrofajlar ve T-lenfositleri (CD4+ T-hiicreleri ve sitotoksik T-lenfositleri)
kazanilmis aktif bagisiklikta 6nemli bir rol oynamaktadir. Enfekte ve enfekte
olmayan hiicrelerce iiretilen sitokinler de hastaligin patogenezinde énemli bir etkiye

sahiptir. (Visser vd., 1995; Karagenc ve Eren, 2007).

1.16. Theileriosisde Patojenite ve Klinik Bulgular

Koyun ve kecilerde T. lestoquardi, T. luwenshuni ve T. uilenbergi patojen olup klinik
theileriosise, apatojen olan T. ovis, T. separata ve T. recondita tiirleri ise subklinik
theileriosise neden olmaktadir (Levine, 1985; Soulsby, 1986; Kaufmann, 1996;
Karatepe ve Karatepe, 2016). Hastalik geng kuzu ve oglaklarda maternal antikorlar
nedeniyle hafif seyretmektedir. Endemik bolgelerde klinik theileriosis %100’e varan
oliimlere yol agmaktadir (Levine, 1985; Soulsby, 1986; Kaufmann, 1996; Karatepe
ve Karatepe, 2016). Patojen tiirlerin neden oldugu enfeksiyonlar akut, subakut ya da
kronik formda seyretmektedir. Akut formda 4-5 giin siiren yiiksek ates, istahsizlik,
burun akintisi, mukozalarda solgunluk, sarilik, kanli ishal, nabiz hizinda artis,
solunum giicliigii, dalak, ylizeysel lenf yumrular1 ve bobreklerde biiyiime ile gegici
hemoglobinuri goriilmektedir. Subakut formda klinik belirtiler daha hafiftir. Akut ya
da subakut formun devaminda kronik form gelisebilir ve iyilesme ile sonuglanabilir
(Levine, 1985; Kaufmann, 1996; ElI Imam ve Taha, 2015; Karatepe ve Karatepe,
2016).

1.17. Theileriosisde Teshis

Hastaligin teshisi anemnez bilgilerininin degerlendirilmesi, klinik semptomlarin
gbzlenmesi, mikroskobik muayene ile serolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak
yapilmaktadir (Levine, 1985; Soulsby, 1986). Mikroskobik muayene, en sik
kullanilan yontemlerden biri olup perifer kandan ve lenf yumrusu punksiyonundan
hazirlanan frotilerin Giemsa ile boyanmasi esasina dayanmaktadir. Giemsa boyali
perifer kan frotilerinde eritrositlerde piroplasm formlar, lenf punksiyonu yapilarak

hazirlanan frotilerde ise lenfositler iginde sizontlar aranmaktadir (Soulsby, 1986;
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Kaufmann, 1996; Karatepe ve Karatepe, 2016). Mikroskobik muayenede, latent
enfeksiyonlarda etkene rastlanamamasi, T. ovis ve T. lestoquardi’nin morfolojik
benzerlik gostermesi gibi durumlar teshisi giiglestirmektedir (Uilenberg, 1981;
Karatepe ve Karatepe, 2016). Serolojik teshiste Theileria tiirlerine karsi olusan
antikorlarin saptanmasi amaciyla ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay),
IFAT (Indirect Fluorescent Antibody Test), sELISA (Slide Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), IHAT (Indirect Hemagglutination Test), CFT (Complement
Fixation Test), LAT (Latex Agglutination Test), RIA (Radioimmunoassay) ve
immunokromatografik strip (ICS) gibi testler kullanilmaktadir. Serolojik yontemlerin
de tiirler arasi g¢apraz reaksiyon verme, gegirilmis ya da latent infeksiyonun
aymrmindaki giicliikler gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (Bakheit vd., 2006; Lu vd.
2015; Karatepe ve Karatepe, 2016). Niikleik asitlere dayali yontemler immiinite
diizeyi ya da gecirilmis enfeksiyondan etkilenmeksizin, morfolojik olarak benzer
veya ayni antijenik epitoplara sahip tiirlerin aymriminda yiliksek duyarliliklar ile
hassas bir tan1 yontemi olarak kullanilmaktadir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR),
Multiplex PCR, Real-Time PCR, PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP), Reverse Line Blotting (RLB) ve Loop Mediated Amplification (LAMP) gibi
yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir (Gubbels vd., 1999; Bami vd., 2009; Bilgi¢
vd., 2010; Biskin vd. 2011; EI Imam ve Taha, 2015).

1.18. Theileriosisde Korunma ve Tedavi

Hastaligin etiyolojik tedavisinde parvaquone 10 mg/kg dozda kas i¢i enjeksiyonla 2
veya 4 giin araliklarla 2 defa uygulanir. Tirkiye’de yaygin olarak kullanilan
buparvaquone 2,5 mg/kg dozda kas i¢i enjeksiyonla 2 veya 4 giin ara ile iki kez
tatbik edilir. Halofuginon 1,2 mg/kg dozda 500 ml sivi ile peros yolla kullanilir
(Karaer ve Nalbantoglu, 2005; Karatepe ve Karatepe, 2016). Destekleyici tedavide
demir bilesikleri, karaciger preparatlari, vitamin B kompleksleri ile kalbi takviye
edici ilaglar Onerilmektedir. Hastaliktan korunmada uygun akarisitlerle kene
miicadelesi yapilmasi, kemoterapi, immiinizasyon ile bakim-besleme sartlarinin
lyilestirilmesi 6n plana ¢ikmaktadir (Mimioglu vd., 1969). Hastaligin bulunmadigi
bolgelerden getirilen kotii huylu theileriosise duyarli hayvanlarin, hastaligin sik

goriildiigii bolgelere sokulmamalar1 6nem tasimaktadir (Kaufmann, 1996; Karatepe
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ve Karatepe, 2016). iran, Irak ve Sudan'da T. lestoquardi icin gelistirilen hiicre bazl
asilarin, kiiciikbas theileriosisine karsi etkili bir koruma sagladigi bildirilmistir

(Ahmed vd., 2013; EI Imam ve Taha, 2015).

2. MATERYAL VE METOT

2.1. Saha calismalar:

2.1.1. Arastirma merkezleri ve hayvan materyali

Bu ¢alisma 2019 yili Mart-Kasim aylar1 arasinda koyun ve kegi popiilasyonunun
yogun oldugu bilinen Afyonkarahisar iline bagli Hocalar, Suhut, Sinanpasa,

Bolvadin ve Ihsaniye ilgelerindeki koyun ve kegiler iizerinde yiiriitiilmiistiir (Sekil
2.1).
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Evciler

Glney

Sekil 2.1: Arastirma merkezleri ve konumlari

Arastirma merkezlerinin her birinden, babesiosis ve theileriosis semptomlart
gostermeyen, farkl: siiriilerden olmak tizere 1 yas tstii 40 adet pirlak irki koyun ve 40
adet kil kegisi segilerek toplamda 400 adet hayvan galismaya dahil edilmistir. Kan
alman ve kene toplanan hayvan tiirlerinin arastirma merkezlerine gore dagilimi

Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1: Hayvan tiirlerinin aragtirma merkezlerine gore dagilinu

Arastirma merkezleri Koyun Sayist Kegi Sayisi Toplam
Sinanpasa 40 40 80
Hocalar 40 40 80
Suhut 40 40 80
Bolvadin 40 40 80
Ihsaniye 40 40 80
Toplam 200 200 400
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Sinanpasa, 38,744° kuzey enlemi ile 30,243° dogu boylamlar1 arasindadur. il
merkezine 33 km uzaklikta ve ortalama 1.121 metre yiiksekliktedir. Yaz mevsimi ilik
ve kurak gegerken, kislar soguk ve karlidir. Yillik ortalama yagis 539 mm’dir. En
yagmurlu ay aralik ay1 olup, ortalama yagis miktar1 37 mm’dir. ilcede en az yagmur
yagan ay agustos olup, ortalama yagis miktar1 10 mm’dir. En sicak ay temmuz ay1
olup, bu ayda ortalama yiiksek sicaklik 28°C iken en diisiik sicaklik 14°C’dir. En
soguk ay ocak ayi olup, bu ayda ortalama diisiik sicaklik -4°C iken en yiiksek
sicaklik 4°C’dir (MGM, 2020).

Hocalar, 38,578° kuzey enlemi ile 29,968° dogu boylamlar1 arasindadir. Il
merkezine 113 km uzaklikta ve ortalama 1.075 m yiiksekliktedir. Hocalar ilgesi
orman ve fundaliklarla kaplidir. Yillik ortalama yagis 462 mm’dir. Yaz mevsimi 1lik
ve kurak gegerken, kislar soguk ve karlidir. Hocalar ilgesinde en ¢ok yagmur goriilen
ay aralik olup, ortalama yagis miktar1 44 mm’dir. Ilgede en az yagmur goriilen ay
agustos olup, ortalama yagis miktart1 10 mm’dir. En sicak ay temmuz ay1 olup, bu
ayda ortalama yiiksek sicaklik 29°C iken en diisiik sicaklik 14°C’dir. En soguk ay
ocak ayi1 olup, bu ayda ortalama diisiik sicaklik -3°C iken en yiiksek sicaklik 4°C’dir.
Hocalar ilgesinde giindiiz gece arasindaki sicaklik farkliligi, diger ilgelere gore

yiiksektir (Int, Kyn. 2; MGM, 2020).

Suhut, 38,531° kuzey enlemi ile 30,546° dogu boylamlar1 arasindadir. il
merkezine 29 km uzaklikta ve ortalama 1.138 m yiiksekliktedir. Yaz mevsimi ilik ve
kurak gegerken, kiglar soguk ve karlidir. Yillik ortalama yagis 369 mm’dir. Ilgede en
yagmurlu ay nisan olup, ortalama yagis miktar1 37 mm’dir. ilcede en az yagmur
yagan ay agustos olup, ortalama yagis miktar1 11 mm’dir. En sicak ay temmuz ay1
olup, bu ayda ortalama yiiksek sicaklik 28°C iken en diisiik sicaklik 14°C’dir. En
soguk ay ocak ayi olup, bu ayda ortalama diisiik sicaklik -4°C iken en yiiksek
sicaklik 4°C’dir (MGM, 2020).

Bolvadin, 38,711° kuzey enlemi ile 31,049° dogu boylamlar: arasindadir. Il
merkezine 52 km uzaklikta ve 995 m yiiksekliktedir. Ilgedeki otlak alanlar, daha cok
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daglik kesimlerin giliney yamaglarinda yogunlasirken, orman alanlar1 fundalik
seklindedir. Yillik ortalama yagis 369 mm’dir. ilcede en yagmurlu ay nisan ay1 olup,
ortalama yagis miktar1 33 mm’dir. Ilgede en az yagmur goriilen ay agustos olup,
ortalama yagis miktar1 9 mm’dir. En sicak ay temmuz ay1 olup, bu ayda ortalama
yiiksek sicaklik 29°C iken en diisiik sicaklik 15°C seviyesindedir. En soguk ay ocak
ay1 olup, bu ayda ortalama diisiik sicaklik -3°C iken en yiiksek sicaklik 4°C’dir (Alct,
2007; MGM, 2020).

Thsaniye, 39,029° kuzey enlemi ile 30,416° dogu boylamlar: arasindadir. il
merkezine 36 km uzaklikta ve 1.101 m yiiksekliktedir. Yillik ortalama yagis 359
mm’dir. En yagmurlu ay nisan ayr olup, ortalama yagis miktar1 35 mm’dir. En az
yagmur yagan ay agustos olup, ortalama yagis miktar1 10 mm’dir. En sicak ay
temmuz ay1 olup, bu ayda ortalama yiiksek sicaklik 28°C iken en diisiik sicaklik
14°C’dir. En soguk ay ocak ay1 olup, bu ayda ortalama en diisiik sicaklik -4°C iken
en yiiksek sicaklik 4°C’dir (MGM, 2020). ilgede koyun ve kegi yetistiriciligi diger
ilgelere kiyasla antihijyenik kosullarda yapilmaktadir.

2.2. Kan Orneklerinin Alimmas: ve Kenelerin Toplanmasi

Rastgele segilen saglikli 200 koyun ve 200 keginin vena jugularis'inden teknigine
uygun olarak 5 ml'lik steril EDTA'l1 (di-sodium ethylenediamine tetra-acetate)
tiiplere alinan kan Orneklerinin her birine protokol numarasi verilmistir. Kan
orneklerinden mikroskobik inceleme i¢in preparatlar hazirlandiktan sonra analizleri
yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Kan o6rnegi alinan koyun ve
kecilerin kuyruk alt1, perineum, scrotum, meme, prepisyum, kulak i¢i, boyun alt1 ve
sternum bolgeleri kene enfestasyonu yoniinden muayene edilmistir. Bulunan keneler

kapag1 delikli tiiplere alinarak laboratuara getirilmistir.

2.3. Laboratuvar Calismalar:

2.3.1. Mikroskobik muayene
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EDTA'lIl tiiplere aliman kan oOrneklerinden her bir hayvan igin siirme frotiler
hazirlanmistir. Frotiler metil alkolde 5 dakika tespit edildikten sonra %5'lik Giemsa
boya solusyonu ile 40 dakika silireyle boyanmistir. Boyanan preparatlar hafif akan
¢cesme suyu altinda yikanarak kurumaya birakilmistir. Preparatlar, kuruduktan sonra
151k mikroskobu altinda immersiyon yagi1 damlatilarak x100'liik objektif ile en az 200
mikroskop sahasi olacak sekilde Babesia ve Theileria tiirlerinin piroplasmik formlari
yoniinden incelenmistir. Calismanin molekiiler kismi1 Firat Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali’nda yiritilmistiir.

2.4. Kenelerin Tiir Teshisleri ve Yumurtlatilmasi

Kan orneklerinin alindigr hayvanlardan toplanan keneler morfolojik 6zelliklerine
gore stereo mikroskopta incelenmis, tiir tespitleri ilgili kaynaklardan yararlanilarak
yapilmistir (Merdivenci, 1969; Aydin, 1994; Estrada-Pena vd., 2004). Doymus
eriskin disi keneler tiir tespitleri yapildiktan sonra 28°C ve %85 nispi nem igeren
etivde yumurtlamaya birakilmistir.  Yumurta kiimeleri DNA  izolasyonu

gerceklesinceye kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

2.5. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu DNA izolasyon ticari kiti (A.B.T.™ DNA Purification
Kit) kullanilarak 1ilgili kitin protokoliine gore yapilmistir. Kan 6rnekleri oda 1sisinda
¢ozdiiriildiikten sonra homojenligi saglamak amaciyla, 15-20 saniye vorteks islemine
tabi tutulmustur. Yumurta kiimelerinden DNA izolasyonu kit protokoliine goére
yapilmis; sivi azot, 180 ul digestion buffer ve 20 pl Proteinaz K kullanilarak 56°C
sicakliga ayarli benmaride 1 gece bekletilmistir. Genomik DNA izolasyonunun
kontrolii amactyla numunelerin nanodrop spektrofotometre (NanoDropl ND-2000
UV/vis Spectrophotometer,Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, Delaware,
USA) cihazinda pl’deki DNA miktarlar (ng/mL) tespit edilmistir.
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2.5.1. Referans DNA Ornekleri

Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi molekiiler parazitoloji laboratuvarinda daha

once izole edilen ve sekans analizi ile kontrolii yapilmis DNA 6rnekleri pozitif

kontrol olarak ¢aligmada kullanilmistir. Negatif kontrol i¢in 3 aylik kuzudan alinan
kandan DNA izolasyonu yapilmis ve bu DNA RLB-F2/RLB-R2 primerleri
kullanilarak amplifikasyon islemi gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu ve siirme froti
sonuglar1 negatif ¢ikan 6rnekler Theileria ve Babesia parazitleri yoniinden negatif
kabul edilmistir. Calisma siiresince yapilan PCR ve RLB gibi molekiiler tekniklerde

bu 6rnek negatif kontrol olarak kullanilmistir.

2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Sonuc¢larin Goriintiilenmesi

Polimeraz zincir reaksiyonu Touchdown PCR seklinde Thermo Hybaid PX2
(Hybaid) marka cihaz kullanilarak yapilmistir. DNA amplifikasyonu igin 25 pl
hacimli reaksiyon icerigi kullanilmistir. Her bir reaksiyonda pozitif ve negatif kontrol
DNA o6rnekleri ¢alisilmistir. Elektroforez islemi PCR sonunda amplifiye olan DNA
orneklerinden 5 pl alinarak, agaroz jelde Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tampon
soliisyonu kullanilarak jel tankinda 90 voltta bir saat siireyle gergeklestirilmistir.
Daha sonra jel, ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 dk. boyandiktan sonra, UV
(Ultraviyole)  transilliminatorde  spesifik  bantlarin  varhi@i  agisindan
degerlendirilmistir. Touchdown PCR sartlar1 Cizelge 2.2’de ve hazirlanan reaksiyon
icerigi Cizelge 2.3’de gosterilmistir. Kalan PCR fiirlinleri ise 20 pl Reverse Line

Blotting analizinde kullanilmak tizere +4°C’de muhataza edilmistir.
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Cizelge 2.2: Touchdown PCR igin gerekli sartlar

Islem Is1 (°C) — Siire(sn.) Déngii Sayis
Denatiirasyon 94-20

Hibridizasyon 67-30 2
Annealing 72-30

Denatiirasyon 94-20

Hibridizasyon 65-30 2
Annealing 72-30

Denatiirasyon 94-20

Hibridizasyon 63-30 2
Annealing 72-30

Denatiirasyon 94-30

Hibridizasyon 61-45 2
Annealing 72-45

Denatiirasyon 94-45

Hibridizasyon 59-45 2
Annealing 72-45

Denatiirasyon 94-45

Hibridizasyon 57-45 40
Annealing 72-45

Son uzatma 72-600 1
Bekletme 4 °C’de
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Cizelge 2.3: PCR Reaksiyon igerigi

Madde Miktar (ul) Konsantrasyon
Steril distile su 13

PCR Buffer 2,5

MgCl 2,5

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

2.7. RLB Membranin Hazirlanisi

Analiz i¢in kullanilacak oligoniikleotitler Biodyne-C membran iizerine ilgili
literatiirlere uygun olarak baglanmistir (Gubbels vd., 1999; Georges vd., 2001).
Membran 10 dk. boyunca oda sicakliginda 10 mililitre %16 EDAC (1-ethyl-3-(3-
dimethyloamino- propyl)corbodiimide) ile etkinlestirilerek distile suda yikandiktan
sonra MN45 Miniblotter iizerine yerlestirilmistir. Problarin sulandirilma islemi 50-
1200 pmol/150ul oraninda, 500 mM NaHCO3 (pH: 8,4) kullanilarak yapilmistir.
Problar membran iizerinde kalan sivilar ¢ekildikten sonra yiiklenmistir. Ilk ve son
kanallara 2X SSPE ile 1/100 oraninda seyreltilmis ¢ini miirekkebi, kalan kanallara
ise 500 mM NaHCO3 ile sulandirilmis problar dikkatlice yerlestirilmistir. Oda
sicakliginda 10 dk. inkiibasyona tabi tutulan membran {izerindeki sivilar aspire
edilmistir. Membran miniblotter iizerinden ¢ikarilarak, 100 mM NaOH ile 10 dk.
boyunca inaktive edilmis, kullanima hazir hale gelmesi icin 2X SSPE / %0,15 SDS
ile 60°C’de 5 dk. yikanmustur.
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2.8. Reverse Line Blotting

Thermal cycler cihazinda denatilirasyon islemi i¢in PCR {iriinlerinden 20 pl alinmus,
2X SSPE / %0,1 SDS ile 150 pl olacak sekilde sulandirilan tirtinler 100°C* de 10 dk.
tutularak islem tamamlanmistir. Cihazdan ¢ikarilan iriinler hizlica buz akiilerinde
sogutularak DNA iplik¢iklerinin birlesmesine engel olunmustur. Membran 5 dk.
boyunca 2X SSPE/%0,15 SDS’de yikanarak miniblottere konulmustur. Membranda
kalan sivilar uzaklastirilarak 150 pl PCR iirtinlerinin yiiklenmesi gerceklestirilmistir.
Miniblotter bir saat boyunca 42°C’de inkiibasyonu saglamak i¢in diiz bir zeminde
bekletilmistir. Siirenin sonunda kalan sivilar uzaklastirilarak membran 10 dk.
boyunca 2X SSPE/%0,5 SDS soliisyonunda 52°C’de iki kez yikanmistir. Membran
yikandiktan sonra 10 ml peroksidaz ile igaretli, 1: 4000 oraninda 2X SSPE/%0,5 SDS
ile sulandirilmig olan streptavidin-POD Konjugat kimyasali kullanilarak 42°C’de 30
dk. boyunca hafif bir sekilde calkalanarak inkiibasyona tabi tutulmustur.
Inkiibasyondan sonra 42 °C’de 10 dk. boyunca iki kez 2X SSPE/%0,5 SDS ile,
ayrica 2X SSPE ile 5 dk. boyunca oda sicakliginda iki kez yikanmustir.
Yikamalardan sonra 1 dk. boyunca 10 ml ECL sivisi kullanilarak diiz bir zeminde
inkiibe edilmistir. Membranin {izeri daha sonra asetatla Ortiilerek tizerindeki hava
kabarciklart alinmis, uygun bir karanlik ortamda Kodak Biomax Light Film
kullanilarak sinyallerin giiciine gore 30 saniye ile 30 dk. arasi beklenerek banyo
islemi gergeklestirilmistir. Filmler {stiinde olusan PCR ve prob siralarinin

kesismesiyle olusan siyah lekeler pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

2.8.1.RLB Yonteminde Kullanilan Problar

Calismada toplanan koyun, keci kanlar1 ile yumurta kiimelerinden elde edilen DNA
ornekleri, Theileria ve Babesia tiirlerinin tespiti amaciyla PCR teknigi ile
cogaltilmistir. Tiirlerin tespiti icin bu tiirlere ait 18S rRNA geninin V4 degisken
bolgesini ¢ogaltan RLB-F2 (5GACACAGGGAGGTAGTGACAAG-3") ve RLB-R2
(Biotin-5'-CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT-3") primerler secilmistir (Georges
vd., 2001). RLBF2 ve RLBR2 primerleri ile RLB tekniginde kullanilan problarin 5’
— uglarinda amino grubu N — (Trifluoracetamidohexyl — eyanoethyl, N, N, -
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diisopropyl phoshoramidite (TFA)-C6 aminolinker) olacak bicimde “The Midland
Certified Reagent (Co. Inc. A.B.D.) firmasina sentezlettirilmistir. RLB i¢in kullamlacak olan
problar DNaz ve RNaz i¢ermeyen bi-distile steril suda 100 pmol /ul yogunlukta olacak
sekilde sulandirilmustir. Tez c¢alismasi kapsaminda membrana (Theileria + Babesia)
Catchall, soya 6zgii Theileria spp. ve Babesia spp. problar ve daha dnce koyun ve kegi ile
ilgili aragtirmalarda tanimlanan Theileria ve Babesia tiirlerine ait toplamda 16 farkli prob
baglanmustir ( Gubbels vd., 1999; Nagore vd., 2004; Schnittger vd., 2004; Altay vd., 20073;
Ozubek ve Aktas , 2017a). RLB tekniginde kullamilan problar ile ilgili niikleotid dizilimleri
ve yogunluklar Cizelge 2.4’de verilmistir.

Cizelge 2.4: RLB problariin sekans dizilimleri ve yogunluklari

Ozgiin Tiirler Prob Dizilimi (5°-3°) pmol/150ul
Theileria/Babesia TAATGGTTAATAGGA(AG)C(AG)GTT 200
Catchall G

Theileria spp. TGATGGGAATTTAAACC(CT)CTTCCA 200
T. ovis TTTTGCTCCTTTACGAGTCTTTGC 400
T. lestoquardi ATTGCTTGTGTCCCTCCG 400
T. uilenbergi TGCATTTTCCGAGTGTTACT 400
T. luwenshuni TCGGATGATACTTGTATTATC 400
Theileria sp. OT1 ATCTTCTTTTTGATGAGTTGGTGT 400
Theileria sp. OT3 ATTTTCTCTTTTTATATGAGTTTT 400
Theileria sp. MK CATTGTTTCTTCTCATGTC 400
T. annulata CCTCTGGGGTCTGTGCA 400
Babesia Catchall 1 ATTAGAGTGTTTCAAGCAGAC 200
Babesia Catchall 2 ACTAGAGTGTTTCAAACAGGC 200
B. ovis GCGCGCGGCCTTTGCGTTTACT 400
B. motasi ATTGGAGTATTGCGCTTGCTTTTT 400
B. crassa TTATGGCCCGTTGGCTTAT 400
Babesia sp. TGCCGTGAATCGACATTCGTC 400
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T: Thymine; A: Adenine; C: Cytosine; G: Guanine; R: Aveya G; W: Aveya T
2.9. Laboratuvar Asamasinda Kullamilan Sarf Malzemeler

2.9.1. Mikroskobik Incelemede Kullanilan Soliisyonlar

1.Giemsa stok soliisyonu: Giemsa stok soliisyonundan distile su ile %5’lik
boyama soliisyonu hazirlanmistir
2.Immersiyon yag1

3.Metanol: Saf metanol frotilerin tespiti amaciyla kullanilmigtir

2.9.2.PCR Tekniginde Kullanilan Soliisyonlar

1. MgCl,

2.10 X PCR buffer: 750 mM Tris-HCI (pH 8,8; 25 °C), 200 mM (NH,),SO4, %0,1
Tween 20 her bir PCR numunesi igin 5 pl kullanilmistir.

3.Tag DNA polymerase enzimi: Her bir PCR &rnegi i¢in 1,25 U (0,25 pl)
kullanilmuastir.

4.dNTP set (100 mM’lik miks; dATP + dTTP + dCTP + dGTP; Applied
Biological Materials Inc. (abm): Steril distile su ile sulandirilarak 1,25 mM
yogunlukta kullanilmstir.

5.Primerler:  Primerler The Midland Certified Reagent firmasina

sentezlettirilmisgtir.

2.9.3.RLB Tekniginde Kullanilan Soliisyonlar

1. 500 mM NaHCO;3; (pH: 8.4): 21,0025 gr NaHCO3; 500 ml distile su ile
cozdiiriildiikten sonra, 10 M NaOH kullanilarak pH: 8.4’e ayarlanmistir.

2. %16 EDAC (1-¢etil-3 dimetilaminopropil karbodimin): 1,6 gr EDAC, distile su
ile 10 mililitreye tamamlanir. Soliisyon her kullanimdan Once taze olarak

hazirlanmstir.

3. %10’Iuk SDS: 100 gr SDS 1 It’ye distile su ile tamamlanmustir.
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4. 20X SSPE: 175,3 gr NaCl, 27,6 gr NaH,PO, — H,O (sodium phosphate
monobasic), 7,4 gr EDTA 800 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriiliir. Daha sonra 10 M
NaOH ile pH 7,4’e ayarlanir ve otoklavda 20 dk. tutulmustur.

5.2X SSPE: 20X SSPE’den 10 kat sulandirilarak hazirlanmistir.

6. 2X SSPE / %0,1 SDS: 100 ml 20X SSPE ile 10 ml %210 SDS 890 ml distile su
icinde karistirilmistir.

7. 2X SSPE / %0,15 SDS: 100 ml 20X SSPE ile 15 ml %10 SDS 885 ml distile
su i¢inde karistirilarak hazirlanmistir.

8. 2X SSPE / %0,5 SDS: 100 ml 20X SSPE ile 50 ml %210 SDS 850 ml distile su
icinde karistirilarak hazirlanmigtir.

9. %1 SDS: %10’luk SDS stokundan 10 kat sulandirilarak elde edilir. Her
seferinde taze olarak hazirlanmstir.

10. 0,1 M EDTA: 37,224 gr EDTA 1 L distile suda ¢ozdiiriilmiistiir.

11. 20 mM EDTA: 0,1 M EDTA stokundan 5 kat sulandirilarak hazirlanmstir.
12. Streptavidin POD conjugate: 10 ml 2X SSPE / %0,5 SDS soliisyonuna 2,5 U
konjugat ilave edildikten sonra 1/4000 oraninda sulandirilarak 0,125 U/ul olacak
sekilde hazirlanmistir. Her RLB i¢in 20 pl (2,5 U) kullanilmistir.

2.10. Agaroz Jelin Hazirlamisi

Agaroz 1 gr. tartilarak 100 ml 1X TAE Buffer i¢ine konulmustur. Karisim
mikrodalga firin kullanarak kaynayincaya kadar isitilmistir. Sogumasini takiben 6pl
ethidium bromide ilave edilerek hazirlanmis olan karisim jel sehpasina dokiilmiistiir.

2.11. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel degerlendirmesi SPSS 25.00 paket programi kullanilarak

pearson ki-kare testiyle yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Koyun ve Kecilerde Theileria ve Babesia Tiirlerinin Yayginhgi

Bolvadin, Thsaniye, Suhut, Sinanpasa ve Hocalar ilgelerinden toplanan 200’{i koyun
200’1 kegi olmak iizere toplam 400 hayvan Babesia ve Theileria tiirleri yoniinden
mikroskobik muayene, PCR ve RLB teknikleri ile incelenmistir. Kan frotilerinin
mikroskobik muayenesinde koyun ve kegilerde Babesia tiirlerine, kegilerde ise
Theileria tiirlerine rastlanamamigtir. Mikroskobik olarak muayene edilen koyunlarin

17’sinde (%8,5) Theileria spp. piroplasm formlari tespit edilmistir (Resim 3.1).

Resim 3.1: Theileria spp. piroplasm formlar1 (orijinal)

Mikroskobik bakida Hocalar ve Bolvadin ilgelerinde muayene edilen
koyunlarda Theileria tiirleri goriilmemis, diger arastirma merkezleri arasinda en
yiksek pozitiflik Suhut (%27,5) ilgesinde saptanmustir. Theileria spp. pozitif
orneklerin ilgelere gore dagilimu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P < 0,001)
(Cizelge 3.1).

37



Cizelge 3.1: Muayene edilen koyun ve kegilerde mikroskobik baki, PCR ve RLB

yontemlerine gore belirlenen Theileria pozitifliklerinin arastirma merkezlerine gére dagilimi

Hayvan Yontem Arastirma Merkezleri

Tiirii Hocalar Sinanpasa ihsaniye Suhut Bolvadin Toplam
PCR 3 (%7,5) 6 (%15)" 24 (%60)™ 19 (%47,5)™ 21 (%52,5)* 73 (%36,5)°

Koyun RLB 3 (%7,5) 6 (%15) 31 (%775 28 (%70)* 28 (%70)™ 96 (%48)
Mikroskopi 0 (%0)* 1(%25)"  5(%12,5" 11 (%27,5)* 0 (%0)™ 17 (%8,5)°
p _ _ - wox - .
Toplam 6 (%5)’ 13 (%10,83)’ 60 (%50)° 58 (%48,33)F 49 (%40,83) 186 (%31)
PCR 1 (%2,5) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%0,5)

Keci RLB 1 (%2,5) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%0,5)
Mikroskopi 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
P - - - - - -
Toplam 2 (%1,67) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%0,33)"
PCR 4 (%5) 6 (%7,5) 24 (%30)* 19 (%23,75)™ 21 (%26,25)* 74 (%18,5)°

Toplam RLB 4 (%5)” 6 (%7,5) 31 (%38,75)> 28 (%35)™ 28 (%35)™ 97 (%24,25)*
Mikroskopi 0 (%0)* 1(%1,25) 5 (%6,25)™ 11 (13,75)™ 0 (%0)™ 17 (%4,25)°
P _ _ — *% — -
Toplam 8 (%3,33)’ 13 (%5,42) 60 (%25)¢ 58 (%24,17)° 49 (%20,42)* 188 (%15,67)

! Koyun ve kegiler arasinda Theileria ovis gériilme orani bakimindan 6nemli farklilik bulunmustur (P<0,001).
b Farkli harfleri tagtyan ayni siitundaki gruplar arasinda 6nemli diizeyde farkhhik saptanmstr.

XYz,

: Farkli harfleri tagiyan ayni satirdaki gruplar arasinda 6nemli diizeyde farklilik bulunmustur (P<0.001).

*%: P<0,01***: p<0.001

Mikroskobik bakida pozitif bulunan numunelere ait DNA’lar kullanilarak
PCR ve RLB teknikleri uygulanmigtir. Bu iglemlerin sonucunda parazitlerin T. ovis
tiiri olduklar1 tespit edilmistir. Koyun ve ke¢i kanlarindan izole edilen DNA
orneklerine RLB-F2/RLB-R2 primerleri ile PCR teknigi uygulandiginda, 400
ornegin 74’iinde (%18,5) pozitiflik tespit edilmistir. Theileria ovis, PCR teknigine
gore koyunlarda %36,5, kegilerde ise %0,5 oraninda tespit edilmistir. PCR pozitiflik
diizeyi en yiiksek Thsaniye (%30)’de, en diisiik Hocalar (%5) ilgesinde saptanmustir
(Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2: Muayene edilen koyun ve kegilerde PCR sonuglarinin ilgelere ve hayvan

tiirlerine gore dagilimi

Koyun Keci Toplam

ligeler Hayvan | Pozitif Hayvan | Pozitif Hayvan | Pozitif

sayisi hayvan sayi1si hayvan sayi1st hayvan

sayist (%) sayist (%) sayist (%)

Hocalar 40 3 (%7,5) 40 1 (%2,5) 80 4 (%5)
Sinanpasa 40 6 (%15) 40 0 80 6 (%7,5)
Thsaniye 40 24 (%60) 40 0 80 24(%30)
Suhut 40 19 (%47,5) | 40 0 80 19(%23,75)
Bolvadin 40 21 (%52,5) | 40 0 80 21(%26,25)
Toplam 200 73 (%36,5) | 200 1(%0,5) 400 74(%18,5)

ligelerde PCR ile Theileria ovis pozitiflik yiizdeleri arasindaki farklilik,
istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (P <0,001) (Cizelge 3.1).

Polimeraz zincir reaksiyonunda elde edilen iiriinler, Theileria ve Babesia soy

ve tiire 6zgili problarin baglandigi membranda hibridizasyona tabi tutuldugunda, prob

karsiliklari ile sinyal olusturmuslardir (Resim 3.2).
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Resim 3.2: Saha 6rnekleri ve pozitif kontrollere ait PCR firiinlerinin RLB goriintiisii. Soldan
saga prob siralar1, yukaridan asagiya ornek siralari. 1-11 pozitif kontrol (1, T. ovis; 2, T.
lestoquardi; 3, T. uilenbergi;4, T. luwenshuni;5, Theileria sp. OT1; 6, Theileria sp. OT3; 7,
Theileria sp. MK ;8, T. annulata; 9, B. ovis; 10, B. motasi; 11, B. crassa), 12-13 negatif
kontrol (enfekte olmayan koyun DNA’s1), 14-25 saha ornekleri (T. ovis; 14, 15, 16, 17, 18,
20, 21, 22, 23, negatif saha 6rnegi; 19, 24, 25)

Koyun ve kecilerden elde edilen 400 DNA numunesi, RLB teknigi ile
Babesia ve Theileria parazitlerinin varligi yoniinden incelenmis, Babesia tiirlerine
rastlanamamistir. Pozitif 6rneklerde ise tek tiirle (T. ovis) enfeksiyon goriilmiis, miks
enfeksiyona rastlanamamigtir. PCR iiriinlerinin RLB hibridizasyonunda, 400 6rnegin
97’si (%24,25) T. ovis probuna sinyal vermistir. Theileria ovis, RLB teknigine gore
koyunlarda %48, kecilerde ise %0,5 oraninda saptanmistir. RLB pozitiflik orani en
yiiksek Thsaniye (%38,75) ilcesinde, en diisiik Hocalar (%5) ilcesinde tespit
edilmistir (Cizelge 3.3). Ilgelere gore RLB pozitiflik oranlari arasindaki farklilik
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P <0,001) (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.3: Muayene edilen koyun ve kegilerde RLB sonuglarinin ilgelere ve hayvan

tiirlerine gore dagilimi

Koyun Keci Toplam

ligeler Hayvan | Pozitif Hayvan | Pozitif Hayvan | Pozitif

sayl1st hayvan sayis1 hayvan sayi1s1 hayvan

sayist (%) sayist say1st (%)
(%)

Hocalar 40 3(%7,5) 40 1(%2,5) | 80 4(%5)
Sinanpasa 40 6(%15) 40 0 80 6(%7,5)
Thsaniye 40 31(%77,5) | 40 0 80 31(%38,75)
Suhut 40 28(%70) | 40 0 80 28(%35)
Bolvadin 40 28(%70) | 40 0 80 28(%35)
Toplam 200 96(%48) 200 1(%0,5) | 400 97(%24.25)

Arastirmada kullanilan mikroskobik muayene, PCR ve RLB yontemlerinin
duyarhiliklar1 karsilastirilmis, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P
<0,001). Mikroskobik bakiya gére PCR ve RLB tekniginin, PCR’ye gore RLB

yonteminin daha duyarli oldugu tespit edilmistir.

Koyun ve kegilerdeki T. ovis pozitiflikleri karsilastirildiginda, enfeksiyonun
goriilme yiizdesinin koyunlarda kecilere gore daha yliksek oldugu saptanmistir. Bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,001) (Cizelge 3.1).

3.2. Enfeste Koyun ve Kecilerdeki Kene Tiirleri
Calisma stiresince koyun ve kegilerden 81 erkek, 64 disi olmak tizere 145 olgun kene
toplanmistir. Toplanan kenelerin 97’si (%66,8) Rhipicephalus bursa, 401 (%27,58)

Dermacentor marginatus, 4’ (%2,75) R. turanicus ve 4’i (%2,75) R. sanguineus
olarak teshis edilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: Enfeste koyun ve kegilerden toplanan olgun kenelerin tiirlere gére dagilimi (%)

Kene enfestasyonu yoniinden muayene edilen 400 hayvanin %10,75’inin
cesitli kene tiirleriyle enfeste oldugu saptanmistir. Enfestasyon orani koyunlarda %9,
kegilerde ise %12,5 olarak bulunmustur. Kene enfestasyon orani en yiiksek Thsaniye
(%26,25) ilgesinde, en diisiik (%1,25) Hocalar ilgesinde tespit edilmistir (Cizelge
3.4).

Cizelge 3.4: Kenelerin konak ve aragtirma merkezlerine gore dagilimi

Enfestasyon orani (%)

Tlgeler Koyun Keci Toplam

Suhut 0,25 (1/40) * 10 (4/40) 6,25 (5/80)
Hocalar 0,25 (1/40) 0 (0/40) 1,25 (1/80)
Bolvadin 5 (2/40) 27,5 (11/40) 16,25 (13/80)
Thsaniye 27,5 (11/40) 25 (10/40) 26,25 (21/80)
Sinanpasa 7,5 (3/40) 0 (0/40) 3,75 (3/80)
Toplam 9 (18/200) 12,5 (25/200) 10,75 (43/400)

*Enfeste hayvan sayis1 / Muayene edilen hayvan sayist

En fazla kenenin (82 adet) toplandig1 Ihsaniye ilcesinde en yaygin tiiriin R.
bursa (59 adet) oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.5: Kene tiirlerinin konak ve ¢alisma merkezlerine gore dagilimu

R. bursa D. marginatus  R.turanicus  R. sanguineus

Tlgeler Koyun Ke¢i Koyun Ke¢i Koyun Ke¢i Koyun Kegi Toplam

Suhut 1 10 2 0 0 0 0 0 13
Hocalar 1 0 2 0 0 0 0 0 3
Bolvadin 4 18 0 0 0 3 0 4 29
fhsaniye 40 19 1 21 0 1 0 0 82
Sinanpasa 4 0 14 0 0 0 0 0 18
Toplam 50 47 19 21 0 4 0 4 145

Calismada koyun ve kegiler iizerinden toplanan ve R. bursa olarak teshis
edilen 10 adet doymus disi keneler, yumurtlatilmak iizere etiive konulmus, 10 adet
yumurta kiimesi elde edilmistir. Yumurta kiimelerinden ekstrakte edilen DNA’lar,

Babesia tiirleri yoniinden incelenmis, negatif sonug bulunmustur.
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4. TARTISMA

Tirkiye’de koyun ve keg¢i yetistiriciligi yaygin olarak yapilmaktadir. Kiigiik ruminant
yetistiriciliginde goriilen kayiplar genellikle hastaliklardan kaynaklanmakta, bu
hastaliklar i¢cinde paraziter hastaliklar 6nemli bir yer tutmaktadir. Tiirkiye yer aldigi
subtropik iklim kusagi nedeniyle kene ve kene kaynakli hastaliklarin yaygin olarak
goruldiigi bir iilkedir. Babesiosis ve theileriosis gibi kene kaynakli hastaliklar,
ozellikle kiiltiir irk1 hayvanlarda yapagi kalitesinde bozulmaya, et ile siit veriminde
azalmaya ve Oliime neden olmaktadir. S6zii edilen verim kayiplarinin yani sira
veteriner hekim ve tedavi giderleri bu hastaliklarin ekonomik boyutunu daha da
artirmaktadir (Cicek vd., 2009; Hacilarlioglu ve Karageng 2015).

Giiniimiize kadar kiiciik ruminantlarda Theileria lestoquardi (T. hirci), T.
uilenbergi (Theileria sp. China 2), T. luwenshuni (Theileria sp. China 1), T. ovis, T.
separata, T. recondite, Theileria sp. OT1, Theileria sp. OT3, Theileria sp. MK,
Babesia ovis, B. motasi, B. crassa, B. taylori, B. foliata, Babesia sp. Xinjiang,
Babesia sp. BQ1, Babesia sp. tespit edilmistir. Bu tiirlerden T. lestoquardi, T.
luwenshuni, T. uilenbergi, B. ovis ve B. motasi oldukga patojendir. Theileria ovis, T.
separata, T. recondite, B. crassa ve Babesia sp. Xinjiang genotipleri ise apatojen ya
da diisiik patojeniteli kabul edilmektedir (Karatepe ve Karatepe, 2016; Aydin ve
Dumanli, 2019). Tirkiye’de kiiglik ruminantlarda Babesia ovis, B. motasi ve B.
crassa tiirleri (Friedhoff, 1997; Bock vd., 2004, Uilenberg 2006; Schnittger vd.,
2012; Bilgi¢ vd., 2017; Ceylan, 2021) ile Theileria lestoquardi (syn: T. hirci), T.
recondita (syn: T.ovis) (Uilenberg 1981; Friedhoff, 1997; Luo ve Yin, 1997;
Schnittger vd., 2004; Aktas vd., 2006; Yin vd., 2007; Ahmed vd., 2013), T.
separata, Theileria sp. OT1, Theileria sp. MK, Theileria sp. OT3, T. luwenshuni ve
T. uilenbergi (Altay vd., 2007; Ozubek ve Aktas 2017a; Bilgi¢ vd., 2017) tiirleri
tespit edilmistir.

Akut babesiosis ile theileriosisin teshisi Oncelikle klinik ve mikroskobik

olarak yapilmaktadir. Mikroskobik muayene tiir tespitinde ve diisiik parazitemide

yetersiz kalmaktadir. Bu yontemde, tiirler arasi morfolojik benzerlik yanls teshise
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yol actig1 gibi subklinik enfeksiyonlarda etkenlerin tespitini giiglestirmektedir
(Karatepe ve Karatepe, 2016; Ozubek ve Aktas, 2017a; Aydin ve Dumanli, 2019).
Subklinik enfeksiyonlar ile enfeksiyonu gegiren hayvanlarin belirlenmesinde ELISA,
IFA, IHA, CF ve LAT gibi serolojik testler uzunca bir siiredir kullanilmaktadir
(Levine, 1985; Soulsby 1986; Karatepe ve Karatepe 2016; Chung vd., 2017). Siirii
taramalarinda siklikla kullanilan serolojik testlerin de tiirler arasi ¢apraz reaksiyon
verme ve tedavi edilen hayvanlarda antikorlarin varligina bagli yanlis seropozitiflik
sonucu gibi smirlayici etkileri bulunmaktadir. Bahsi gecen olumsuzluklar, duyarlilig
ve giivenirligi daha yiiksek olan, tiir identifikasyonu da saglayan PCR, RLB gibi
molekiiler yontemlere ilgiyi artirmistir (Figueroa vd., 1993; Aktas vd., 2005c;
Criado-Fornelio vd., 2009; Ramos vd., 2011; Horta vd., 2014; Romero-Salas vd.,
2016). Giiniimiizde molekiiler teknikler, kene kaynakli hastaliklarin teshisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Aydin ve Dumanli, 2019).

Bu calismada kan frotilerinin mikroskobik muayenesinde koyun ve kegilerde
Babesia tiirlerine, kegilerde ise Theileria tiirlerine rastlanamamistir. Mikroskobik
olarak muayene edilen koyunlarin 17’sinde (%8,5) Theileria spp. piroplasm formlari
tespit edilmistir. Goksu (1967), ic Anadolu ve Dogu Anadolu bdlgesinde yaptig1 bir
calismada B. ovis’i hastaliktan siipheli hayvanlarda %24,82 oraninda, saglikli
hayvanlarda ise %0,95 oraninda tespit etmistir. Hoffmann vd. (1971), bu tiirii saglikli
koyun ve kegilerde %3,1 oraninda saptamistir. Tagc1 (1989), Van ilindeki saglikli
koyunlarda B. ovis’in mikroskobik prevalansini %0,85 oraninda bulmustur. Ozer vd.
(1993), bu tiirii saglikli kiigiik ruminantlarda mikroskobik olarak %0,6 oraninda
belirlemistir. Afyonkarahisar ilinde 400 kii¢iik ruminant {izerinde gergeklestirilen bu
caligmada mikroskobik muayenede Babesia spp.’ye rastlanamamistir. Bu durumun
diisiik parazitemiden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Karatepe ve Karatepe,
2016; Ozubek ve Aktas, 2017a; Aydin ve Dumanli, 2019). Hoffmann vd. (1971),
saglikli ruminantlarda T. recondita (syn: T. ovis)’y1 mikroskobik yontemle %3,1
oraninda tespit etmistir. Guralp vd. (1975), saglikli koyunlarda tiirlin mikroskobik
prevalansini %1,44 oraninda saptamistir. Daha sonraki yillarda kiigiik ruminantlarda
yapilan mikroskobik caligmalarda Theileria spp.’nin prevalansi %7,4-18,4 arasinda
saptanmistir (Ozer vd., 1993; Inci vd., 2003; Aktas vd., 2005; Kocabeyoglu, 2009).
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Afyonkarahisar ilinde kiiciik ruminantlarda gergeklestirilen bu ¢alismada,
mikroskobik muayene ile koyunlarda Theileria spp.’ye %8,5 oraninda rastlanirken
kecilerde tespit edilememistir. Prevalans degerleri arasindaki farkliligin
arastirmalarin  yapildigr bolgeler aras1 iklimsel farkliliklardan, vektér kene
popiilasyonundan,  konaklarin  vektér kene ile enfestasyon oranindan

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Tiirkiye’de son yillarda kene kaynakli hastaliklarin teshisinde niikleik asit
tabanli molekiiler teknikler, mikroskobik ve serolojik tekniklere alternatif olarak
yaygin kullanim alani bulmustur. Kiigiik ruminantlarda ilk molekiiler calisma Elazig
ilinde Aktas vd. (2005c), tarafindan gergeklestirilmis, saglikli hayvanlarin %4,08’i
mikroskobik muayeneyle, %21,42°si PCR teknigi ile B. ovis yoniinden pozitif
bulunmustur. Aktag vd. (2007), bu tiirii, Dogu ve Gilineydogu Anadolu’da saglikli
kiigiik ruminantlarda mikroskobik olarak %1,5, PCR teknigi ile %8,25 oraninda
tespit etmislerdir. Sarayli vd. (2006), Kayseri ilindeki kii¢iik ruminantlarda bu tiirii
mikroskobik olarak %3, RLB teknigi ile %3,7 oraninda tespit etmislerdir. Altay vd.
(2007), Dogu Anadolu’da saglikli kii¢iik ruminantlarda B. ovis’in molekiiler
prevalansini RLB teknigi ile %5,43 oraninda bulmuslardir. Kose (2017), Burdur
ilindeki saglikli kii¢iik ruminantlarda, RLB ile prevalans degerini %0,31 olarak tespit
etmistir. Bilgic vd. (2017), Ege, Akdeniz, i¢ Anadolu ve Giineydogu Anadolu’da
saglikli kii¢iik ruminantlarda B. ovis’in molekiiler prevalansin1 PCR ile %4,9, RLB
ile %0,4 oraninda tespit etmislerdir. Bilgi¢ vd. (2017), bu tiirii Afyonkarahisar
ilindeki 100 kiigiik ruminantta PCR yontemiyle %27 oraninda bildirmislerdir. Ceylan
vd. (2021), 6 farkli cografi bolgede saglikli koyunlarda PCR ile yaptiklar1 bir
caligmada, Afyon ilindeki 20 koyunda B. ovis’e rastlamadiklarini bildirmislerdir.
PCR ve RLB teknigi ile 200 koyun ve 200 keg¢i lizerinde gerceklestirilen bu

calismada B. ovis tiiriine rastlanamamustir.

Tiirkiye’de kiigiik ruminantlarda T. ovis’in varligina yonelik ilk molekiiler
calisma Altay vd. (2005), tarafindan Dogu Anadolu’daki 124 saglkli koyunda
yapilmis, bu tiirtin prevalanst PCR teknigiyle %54,03 olarak bulunmustur. Aktas vd.
(2005b), Elazig’da 164 saglikli kii¢iik ruminantta yaptiklari bir ¢aligmada, aym
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teknikle bu tiirtin prevalansini1 %43,29 oraninda tespit etmislerdir. Sarayli vd. (2006),
Kayseri’de RLB yontemiyle T. ovis’i 200 koyunun %48’inde, 100 ke¢inin %17’sinde
saptamiglardir. Altay vd. (2007), Dogu ve Giineydogu Anadolu’da PCR ile 677
koyunun 9%058,79’unda, 142 keg¢inin %11,27°de T. ovis’i saptamistir. Zhou vd.
(2017), I¢ Anadolu bélgesindeki saghkli 343 kiiciik ruminantta PCR ile bu tiiriin
molekiiler prevalansint %5,8 olarak tespit etmis, prevalans degeri test yapilan 249
koyunda %6,4, 94 kegide ise %4,3 olarak belirlenmistir. Bilgi¢ vd. (2017), 5 farkli
cografi bolgedeki saglikli 1979 kiiclik ruminantta PCR teknigiyle yaptiklar
calismada, en yaygin tiriin T. ovis (%61,4) oldugunu agiklamislardir. Bilgi¢ vd.
(2017), bu tiirii Afyonkarahisar’da test ettikleri 100 kiigiik ruminantin %97’sinde
saptamiglardir. Ceylan vd. (2021), 6 farkli cografi bolgede 299 saglikli koyunda, T.
ovis’in PCR ile molekiiler prevalansini %41,47 oraninda bulmuslardir. Ayni
calismada Afyonkarahisar ilindeki 20 koyunun 13 (%65)linde etkene rastlandig:
bildirilmistir. Daha ¢ok sayida (400) ve daha fazla odakta (5) gerceklestirilen tez
caligmasinda bu tiire hayvanlarin %18,5’inde rastlanmis, T. ovis, koyunlarda %36,5,
kegilerde ise %0,5 oraninda tespit edilmistir. Prevalans degerleri arasindaki
farkliligin ¢aligmaya dahil edilen hayvan sayilarinin ve ¢alismanin yapildigi odak

sayisinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Dogu Karadeniz’de 201 saglikli kiigiik ruminantta RLB testiyle kene kaynakli
parazitler aragtirtlmig, test yapilan hayvanlarin %19,90’ninda Theileria tir ve
genotiplerine rastlanmistir. En yaygm tir T. ovis (%18,90) olarak bulunurken
Theileria sp. MK %0,99, Theileria sp. OT3 %0,49 oranlarinda saptanmistir. Diger
Theileria tiirleri ve genotipleri (T. lestoquardi, T. luwenshuni, T. uilenbergi,
Theileria sp. OT1) ile Babesia tiirlerine (B. ovis, B. motasi ve B. crassa)
rastlanamamistir. Theileria enfeksiyonu koyunlarda %28,90 ve kegilerde %4,10
olarak saptanmis, farklilik istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (Altay vd. 2012).
Afyonkarahisar ilinde 200 koyun ve 200 ke¢i olmak iizere 400 saghkli kiiciik
ruminantta yapilan bu calismada RLB teknigi ile T. ovis %24,25 oraninda
saptanmigtir.  Koyun ve kecilerdeki T. ovis pozitiflikleri karsilagtirildiginda,
enfeksiyonun goriilme yiizdesi koyunlarda (%48) kegilere (%0,5) gore daha yiiksek
saptanmig, bu farklilik istatistiksel olarak anlamli (P<0,001) bulunmustur. Diger
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Theileria tiir ve genotipleri ile Babesia tiirlerine rastlanamamistir. Prevalans
degerinin kecilerde diisiik olmasinin, yetistiricilik tarzi nedeniyle vektdr kenelere

maruz kalma oranin diisiik olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Tezden elde edilen sonuglar Altay vd. (2012), bulgulariyla benzerlik
gostermektedir. I¢ Anadolu bolgesinde 421 koyun ve 152 kecide RLB ile Babesia ve
Theileria tiirleri arastirilmis B. ovis; koyunlarin %2,9’unda, kegilerin %2’sinde, T.
ovis; koyunlarm %42’sinde, kegilerin %11,2’sinde bulunmustur (Inci vd., 2010). i¢
Anadolu boélgesinde yapilan bir diger calismada, saglikli 309 kiiclik ruminant ile
bunlardan toplanan 408 keneden olusturulan 27 havuzda Theileria ve Babesia tiirleri
RLB teknigi ile arastirilmis; T. ovis, Theileria sp. MK., Theileria sp. OT3 ve B. ovis
tiir ve genotiplerine rastlanmistir. Test edilen 309 kiiciik ruminantin %39,16’da
T.ovis tiirline rastlanmig, etken 206 koyunun %56,80’inde, 103 keginin ise
%3,88’inde tespit edilmistir. Theileria sp. OT3 koyunlarin %4,85’inde, Theileria sp.
MK ise koyunlarin %3,88’inde saptanmistir. Toplanan kenelerin 10’unda T. ovis’e,
2’sinde B. ovis’e rastlanmustir (Altay vd., 2017). Oziibek ve Aktas (2017a), Adana,
Gaziantep ve Adiyaman ilgelerindeki 333 saglikli kii¢iik ruminantta RLB ile
yaptiklar1 bir ¢alismada, T. ovis’e %35,4, T. annulata’ya % 3,9, Theileria sp. MK’ye
%0,3, B. ovis’e %5,4 oranlarinda rastladiklarin1 bildirmislerdir. Ayrica hayvanlar
tizerinden topladiklart kenelerden 2 adet R. bursa’ya ait yumurta kiimesinde B. ovis’i

saptamiglardir.

Afyonkarahisar’da gergeklestirilen bu ¢alismada, koyun ve kegilerden alinan
kan numuneleri ile hayvanlarmn {izerinden toplanan ve R. bursa olarak teshis edilen
10 adet doymus disi keneden elde edilen yumurta kiimelerinde de Babesia tiirlerine
rastlanamamistir. Kahramanmaras ilinde 300 kecide yapilan bir ¢alismada RLB
teknigi ile kegilerin 1 (%0,33)’inde T. ovis tespit edilmistir (Kocabeyoglu, 2009).
Afyonkarahisar ilinde ayni teknikle bu tiir 200 keginin 1 (%0,5)’inde saptanmus,
prevalans degerleri arasinda benzerlik goriilmistiir. Bilgi¢ vd. (2017), 5 farkli cografi
bolgedeki saglikli 1979 kiiciik ruminantta RLB ile hayvanlarin %39,1’inde tek tiirle,
%35,42’sinde ise birden fazla tiirle miks enfeksiyona rastlamiglardir. Test edilen

numunelerde en yaygin Theileria tiiriiniin T. ovis (%60) oldugu tespit edilmis, bunu
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Theileria sp. OT1 (%2,6), T. uilenbergi (%0,5), Theileria sp. MK (%0,4) ve
Theileria sp. OT3 (%0,2) izlemistir. Teshis edilemeyen Babesia spp. %5,4, B. crassa
%4 ve B. ovis %0,4, B. motasi %0,1 oraninda saptanmistir. Theileria luwenshuni ve
T. separata yalnizca 2 drnekte bulunmustur. Theileria ovis’e Afyonkarahisar ilindeki
100 hayvanin 52’sinde tek tiirle enfeksiyon seklinde rastlanmistir. Ayni yontem
kullanilarak daha fazla sayida (400) kiiclik ruminatta ve odakta gergeklestirilen bu
caligmada hayvanlarin 97’sinin (%24,25) tek tiirle (T. ovis) enfekte oldugu tespit

edilmistir.

Calisma stiresince koyun ve kecilerden 145 olgun kene toplanmistir.
Toplanan kenelerin 97’si (%66,8) Rhipicephalus bursa, 40'1 (%27,58) Dermacentor
marginatus, 4’i (%2,75) R. turanicus ve 4’i (%2,75) R. sanguineus olarak teshis
edilmistir. Theileria ovis PCR ile 400 kiigiik ruminantin %18,5’inde, RLB ile
%?24.25’inde tek tiir olarak tespit edilmistir. Theileria ovis, Rhipicephalus tiirii
kenelerle transstadial olarak nakledilmektedir (Uilenberg, 1995). Tiirkiye’de R.
bursa’nin sahada 6nemli bir vektor oldugu vurgulanmistir (Aktas vd., 2006).
Afyonkarahisar ilinde yapilan bu ¢alismada PCR ve RLB yontemleriyle ilgelerde
saptanan Theileria ovis pozitiflik yiizdeleri arasindaki farklilik, istatistiksel olarak
onemli (P<0,001) bulunmustur. Theileria ovis yoniinden en yiiksek pozitiflik PCR
(%30) ve RLB (%38,75) yontemleri ile Ihsaniye ilgesinde saptanmustir. En fazla
kenenin (82 adet) toplandigi Ihsaniye ilgesinde en yaygimn kene tiiriiniin R. bursa
oldugu dikkati ¢cekmistir. Az miktarda kenenin (3 adet) toplandig1 Hocalar ilgesinde
Theileria ovis’in molekiiler prevalansinin PCR (%5) ve RLB (%5) yontemleri ile
diisiik oldugu tespit edilmistir. Hocalar ilgesinde giindiiz ile gece arasindaki sicaklik
farkliiginin, diger ilgelere kiyasla daha yiiksek oldugu bildirilmistir (int, Kyn. 2;
MGM, 2020). Ilgeler arasi prevalans degerlerindeki farklilikta iklim, yetistirme
teknigi ve vektor kene popiilasyonundaki farklilik gibi faktorlerin etkili olabilecegi

diistinilmistiir.
Kene kaynakli hastaliklarin teshisinde tasiyict hayvanlarda mikroskobik

yontemin yetersiz kalmasi, serolojik yontemlerin ise yanlis pozitif ve negatif

sonuglar vermesi gibi smurlayict faktorler molekiiler yontemlere ilgiyi artirmigtir.
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Tastyic1 hayvanlar, keneler icin rezervuar olmalari, hayvan hareketiyle enfeksiyonu
yeni bolgelere tasimalari gibi etkileriyle babesiosis ve theileriosis gibi kene kaynakl
hastaliklarin ~ epidemiyolojisinde 6nemli bir yere sahiptir. Son yillarda
epidemiyolojikal ¢alismalarda, PCR, multiplex PCR, nested PCR, touchdown PCR
ve RLB teknikleri Babesia ve Theileria tiirlerini belirlemek amaciyla
kullanilmaktadir (Aydin, 2016; Bilgi¢ vd., 2017). PCR tabanli molekiiler teknikler
disiik parazitemide ve c¢oklu enfeksiyonlarda etkenlerin belirlenmesine olanak
saglamaktadir. Molekiiler yontemlerden RLB yontemi ile ayn1 6rnekte birden fazla
parazit ayni zaman diliminde belirlenebilmektedir. Bilgi¢ vd. (2017), kiigiik
ruminantlarda kan parazitlerinin belirlenmesinde, single-PCR yo6nteminin RLB
yontemine nazaran daha duyarli oldugunu aciklamiglardir. Afyonkarahisar ilinde
yapilan tez ¢alismasinda, aragtirmada kullanilan mikroskobik muayene, PCR ve RLB
yontemlerinin duyarliliklar1 karsilastirilmis, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
(P<0,001) bulunmustur. Mikroskobik bakiya gére PCR ve RLB tekniginin, PCR’ye
gbére RLB yonteminin daha duyarli oldugu tespit edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada, koyun ve kegi yetistiriciliginde Onemli bir yere sahip olan
Afyonkarahisar ili koyun ve kegilerinde parazitlenen Babesia ve Theileria tiirlerinin
varligi ve yaygmligt mikroskobik muayene, PCR ve RLB yontemleriyle

arastirilmistir.

Calismada, 200’4 koyun 2001 keci olmak iizere toplam 400 kiigiik
ruminantin kan frotilerinin mikroskobik muayenesinde koyun ve kegilerde Babesia
tirlerine, kecilerde ise Theileria tiirlerine rastlanamamistir. Mikroskobik olarak
muayene edilen koyunlarin 17’°sinde (%8,5) Theileria spp. piroplasm formlari tespit

edilmistir.

Arastirmada, 400 adet koyun ve keg¢i kan orneginin 74 (%18,5)’i PCR
yontemi ile T. ovis yoniinden pozitif bulunmustur. Theileria ovis ile tekli enfeksiyon

koyunlarda %36,5, kegilerde ise %0,5 oraninda tespit edilmistir.

Calismaya dahil edilen koyun ve kecilerin kan ornekleri RLB teknigi ile
Babesia ve Theileria parazitlerinin varligi yoniinden incelenmis, Babesia tiirlerine
rastlanamamistir. Test uygulanan 400 o6rnegin 97 (%24,25)’sinde T. ovis tespit
edilmistir. Theileria ovis, RLB yontemi ile koyunlarda %48, kegilerde ise %0,5

oraninda saptanmustir.
Koyun ve kegilerdeki T. ovis pozitiflikleri karsilastirildiginda, enfeksiyonun
goriilme ylizdesinin koyunlarda kecgilere gore daha yiliksek oldugu saptanmis, bu

farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,001).

Arastirma merkezleri arasinda en yiiksek molekiiler pozitiflik Thsaniye

ilgesinde PCR yoOntemiyle %30, RLB yontemiyle %38,75 olarak tespit edilmis,
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ilgelere gore molekiiler pozitiflik oranlari arasindaki farklilik istatistiksel olarak

onemli bulunmugstur (P <0,001).

Aragtirmada kullanilan mikroskobik muayene, PCR ve RLB yoOntemlerinin
duyarliliklart karsilastirilmis, mikroskobik bakiya gére PCR ve RLB tekniginin,
PCR’ye gore RLB yonteminin daha duyarli oldugu tespit edilmistir (P <0,001).

Calisma siiresince koyun ve kegiler {izerinden 145 olgun kene toplanmustir.
Toplanan kenelerin 97’si (%66,8) Rhipicephalus bursa, 40’1 (%27,58) Dermacentor
marginatus, 4’ (%2,75) R. turanicus ve 4’ (%2,75) R. sanguineus olarak teshis

edilmistir.

Bu tez galismasinda, Afyonkarahisar ilindeki kiigiik ruminantlarda Babesia ve
Theileria tiirlerinin varligi ve yayginhigma iliskin elde edilen veriler bolge
parazitolojik faunasina katki saglayacaktir. Afyonkarahisar ilindeki kiiciik
ruminantlarda, babesiosis ve theileriosisin mevcut durumu hakkinda bolge veteriner
hekimlerinin bilgilendirilmesi agisindan da 6nemli olacaktir. Arastirmanin, gelecekte
konuyla ilgili olarak bolgede yapilacak diger ¢alismalar igin de kaynak olusturacagi

distiniilmektedir.
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